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. C. iL casccivella - Crotalus durissus cascavella

Dexa - Dexametasona

Indo - Indometacina

Nif- Nifedipina

PP - Pressao de perfusdo

FU - Fluxo urinario
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RVR - Resisténcia vascular renal

RFG - Ritmo de filtracdo glomerular

. %TNa' - Percentual de transporte de sédio

. %pTNat - Percentual de transporte tubular proximal de sodio
. %TK - Percentual de transporte de potassio

. % TK+ - Percentual de transporte tubular proximal de potéssio
. Nat+- Sédio tissular

. Kt+- Potassio tissular
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Alteracbes renais causadas pelo veneno da Crotalus durissus
cascavella e bloqueio farmacoldgico com indometacina, dexametasona
e nifedipina.

Alice Maria Costa Martins, Dissertacdo de Mestrado, UFC, 1997.

Os acidentes ofidicos causados por serpentes do género Crotalus sdo de
grande importancia em virtude de sua toxicidade e sequelas que ocasionam. A
sub-espécie Crotalus durissus cascavella é a mais encontrada no nordeste do
Brasil. Ratos Wistar pesando entre 240 e 280g foram anestesiados com
pentobarbital soédico (50mg/Kg). O ureter direito foi canulado, e em seguida o
rim direito foi cateterizado através da artéria mesentérica, sem interrupcdo do
fluxo vascular (Bowman, R. H & Maack. T. E. Amer. J. Physiol 226: 426-430,
1974). Para estabilizagdo dos rins as novas condi¢cdes demos inicio ao
experimento apos 20 min. Os primeiros 30 min apos o periodo de estabilizacdo
foi considerado como controle interno. A cada 10 min foram coletadas amostras
de urina e perfusato para dosagem de sédio, potassio, inulina e osmolaridade. O
veneno testado foi colocado no sistema aos 30 minutos de perfusdo. As
substéncias testadas no intuito de reverter as alteracBes foram introduzidas
30min antes que o veneno fosse adicionado. O efeito do veneno da C. d.
cascavella foi estudado sobre a pressdo de perfusdo (PP), fluxo urinério (FU),
fluxo plasmatico renal (FPR), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de
filtracdo glomerular (RFG), percentual de transporte de sodio (%TNat),
percentual de transporte proximal de sdio (%pTNa+), percentual de transporte
de potassio (% TK+), percentual de transporte proximal de potassio (%pTK#+),
concentracdo tissular de sodio (Nat) e potésssio (Kt). A infusdo de 10pg/ml de
veneno aumentou a PP (cté0 = 113,0 = 0,48 mmHg vs v60 = 131,0 + 4,19
mmHg) e o FU (ct%0 = 0,15 + 0,006 vs v90 = 0,30 £ 0,02 ml.g.min'l) com efeito
maximo aos 60 e 90min de perfusdo respectivamente, aumentou também a
RVR (ct]20= 4,51 + 0,19mmHg/ ml.g'l.min'l vs V120 =7,26 = 0,50mmHg/ ml.g'L
min'l) e diminuiu 0o FPR (ct]20=15,20 = 0,38 ml. g~.min'l vs vi2o= 9,6 *
0,42ml.g'l. min'l), RFG (cti2o = 0,73 + 0,04 ml.gl.min" vs V120 = 0,54 + 0,03
ml.g'l.min'l), %TNal (cti2o = 80,4 + 2,6 vs vi20 = 62,3 % 4,28), %pTNat (ct)20 =
81,9 £ 3,05 vs VI20 = 63,6 £ 3,2). O %TK+ e 0 %pTK nado apresentaram
alterac@es significativas em relagdo ao controle. Houve uma diminuicéo de sodio
no tecido renal (ct= 170,0 £ 12p.Eq. g'l vs v= 117,14 + 7,0pEqQ.g'l), no entanto
0 potassio permanceu inalterado. Dentre os glomérulos analisados do grupo
tratado, 52% apresentaram intensa quantidade de material protéico no espaco
urinério, foi também observado a presenca de cilindros hialinos nos tubulos em
rins tratados com veneno da C. d. cascavella. Na tentativa de bloquear estes
efeitos toxicos, utilizamos a indometacina (Indo I0pg/ml), dexametasona (Dexa
20p.g/ml), e nifedipina (Nif 10pg/ml). Dexa protegeu os rins do aumento da PP
(v=131,0 = 4,19 mmHg vs Dexa= 105,6 + 2,04 mmHg), FU (v = 0,30 £ 0,02
ml.g'l.min'l vs Dexa= 0,15 = 0,01 ml.g'l.min'l), RVR (v =7,26 + 0,50mmHg/
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ml. g™.min’l vs Dexa= 4,12 + 0,21mmHg/ ml.gl.min’l) e do decréscimo do
FPR (v=9,6 £ 0,42ml.g’l. min'l vs Dexa= 13,9 + 0,28ml.g ’. min'l), RFG (v =
0,54 + 0,03 ml.g’L. min'l vs Dexa= 0,70 £ 0,03 ml.g'l.min'l), %TNa (v = 62,3
+ 4,28 vs Dexa= 81,5 + 2,7) e %pTNat (v =62,3 £ 3,2 vs Dexa= 80,6 + 2,62)
observado no grupo experimental tratado com veneno. Dexa reverteu também a
reducdo do Nat induzida pelo veneno (v=108 + 8,0pEq. g'l vs dexa= 175 +
16,0pEg. g'l). Indo antagonizou o efeito toxico sobre PP (v= 131,0 £ 4,19
mmHg vs Indo= 116,0 + 3,2 ml.g'l.min'l), FU (v = 0,30 = 0,02 ml.g.min'l vs
Indo= 0,18 £ 0,01 ml. g'L. min'l), RVR (v =7,26 £ 0,50mmHg/ ml.g'l. min'l vs
Indo= 4,4 + 0,30 ml.g'l. min'l) e FPR (v=9,6 £ 0,42 ml.g.min'l vs Indo= 134 *
0,48 ml.g.min'l ). Indo também foi capaz de antagonizar a reducdo do %TNa
(v=62,3 £ 4,28 vs Indo= 73,7 = 3,7) e %pTNat (v =62,3 £ 3,2 vs Indo= 70,2
+ 3,27) observado apos a infusdo do veneno, mas ndo foi capaz de reverter as
alteracdes ao nivel de RFG (v = 0,54 = 0,03 ml.g'l.min'l vs Indo= 0,66 + 0,04
ml.g'l.min'l). Os cilindros hialinos ndo foram visto no grupo tratado com Dexa,
ou Nif, também ndo foi observado qualquer anormalidade em vasos e
intersticio. Foram observados raros cilindros hialinos nos tabulos de rins que
receberam Indo previamente ao veneno. Nif protegeu o rim de todas alteracgoes,
exceto sobre o %TNa+, %pTNat, pois essa droga apresenta uma acéo
natriurética, demonstrada pela diminuicdo da reabsorcdo de sodio. Foi
observado uma reversdo dos efeitos toxicos sobre a PP (v= 131,0 = 4,19 mmHg
vs Nif= 98,0 = 3,76 ml.g'l..min'l), FU (v = 0,30 = 0,01 ml.g.minl vs Nif= 0,17
+ 0,02 ml. g'l. min'l), RVR (v =7,26 = 0,50mmHg/ ml.g'l. min'l vs Nif= 3,8
0,30 ml.gl. min'l), FPR (v= 9,6 = 0,42 ml.g.min'l vs Nif= 14,9 + 0,13 ml.g'L
min'l) e RFG (v= 0,54 = 0,03 ml.g’l.min'l vs Nif= 0,74 £ 0,03 ml.g'l.min'l) Este
grupo apresentou também uma diminuicdo de Nat. Os cilindros hialinos ndo
foram vistos nos grupos tratados com Indo, Dexa,ou Nif, também nédo foi
observada qualquer anormalidade em vasos e intersticio Os rins tratados com
Indo e Nif apresentaram uma discreta quantidade de material protéico no
espago urinario. Concluimos que as alteracdes renais induzidas pelo veneno,
pode ter sido causadas por um efeito direto sobre os rins e indiretamente por
liberacdo de mediadores agindo sobre células endoteliais. Dexa protegeu as
lesdes renais causadas pelo veneno, talvez por inibir a fosfolipase A2, um
componente téxico do veneno. A reversdo induzida por indo pode ser explicada
por impedir a liberacdo de mediadores derivados da via ciclooxigenase. Nif
bloqueou as alteracdes renais em que o influxo de célcio pode estar envolvido
na leséo renal.
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Renal alterations caused by the venom of Crotalus durissus cascavella
and pharmacological blockage with indomethacin, dexamethasone and
nifedipine.

The ophidian accidents caused by Crotalus snakes have great importance
for their toxicity and sequelae. Crotalus durissus cascavella is a common sub-
specie in the northeast of Brazil. Wistar rats weighting between 240 and 280g
were anaesthetized with sodium pentobarbital (50mg/kg). The right renal artery
was cannulated through the upper mesenteric artery (Bowman, RH & Maack,
T.E., Amer. J. Physiol. 226: 426-430, 1974) without blood flow interruption.
The experiment started 20 min., after establishment renal function. The first 30
min. were considered internai control. Urine and perfusate samples were
collected each 10min. for further laboratorial analysis (sodium, potassium,
inulin and osmolality). The venom was added to the system at 30 min. of
perfusion. Dexamethasone, indomethacin and nifedipine were added 30 min.
prior to the venom. The venomis effect was analysed under perfusion pressure
(PP), urinary flow (UF), renal plasmatic flow (RPF), renal vascular resistence
(RVR), glomerular filtration rate (GFR), tubular sodium transport (%TNa ),
proximal tubular sodium transport (%pTNa+t), tubular potassium transport
(%TK+), proximal tubular potassium transport (%opTK+), and sodium (Natt) and
potassium (K+t) tissue concentration values. Venom infusion (10pg/ml) induced
increase in PP (ctéo = 113,0 £ 0,48 mmHg vs Veo = 131,0 = 4,19 mmHg*) and
UF (ct90 = 0,15 £ 0,006 ml.g.min’l vs V90 = 0,30 + 0,02 ml.g.minl*), with peak
values at 60 and 90min, respectively. The RVR (ctjo = 451 = 0,19
mmHg/ml.g™.min’l vs V120 = 7,26 £ 0,50 mmHg/ml.g™.min’1*) also increased,
but RPF (cti2o = 15,20 + 0,38 ml.g’L. min’l vs V120 = 9,6 = 0,42 ml. g™.min’1l*),
GFR (cti2zo = 0,73 £ 0,04 ml.g’L. min’l vs V120 = 0,54 + 0,03 ml.g’L.min’1*),
%TNat (ct]20 = 80,4 £ 2,6 vs V120 = 62,3 * 4,28*) and %pTNat (ct]2o = 81,9 +
3,05 vs V120 = 63,6 = 3,2) were reduced. TK+ and %pTK+ did not change. In
addition a sodium decrease was seen in renal tissue (ct = 170,0 £ 12 pEQ.g’l vs
v = 108,0 + 8,0 pEQ.g’l), however potassium levei didn't change. Hyalin casts
were seen within renal tubules of rats treated with venom. High amount of
proteic material was observed within the urinary space of 52% of the glomeruli.
In order to block the toxic venom effects, indomethacin (IOpg/ml),
dexamethasone (20pg/ml) and nifedipine (IOpg/ml) were used. Indomethacin
antagonized these toxic effects on PP (v = 131,0 = 4,19 mmHg vs Indo = 116,0
+ 3,2 mmHg), UF (v = 0,30 £ 0,02 ml.g’l.min’l vs Indo = 0,18 + 0,01 ml. g’L
min’l), RVR (v = 7,26 £ 0,50 mmHg/ml.g™.min’l vs Indo - 4,4 £ 0,30 ml.g'L
min'l) and RPF (v = 9,6 = 0,42 ml.g’l.min’l vs Indo = 13,4 = 0,48 ml.g’l.min'l).
The %TNat (v=62,3 £ 4,28 vs Indo = 73,7 £ 3,7) and %pTNat (v=62,3 = 3,2
vs Indo = 70,2 £ 3,27) were also antagonized, but the decrease of the GFR after
venom infusion did not changed. (v = 0,54 = 0,03 ml.g’l .min'l vs Indo = 0,66 +
0,04 ml.g’l. min’l). Dexamethasone protected the kidneys against increasing of
PP (v = 131,0 = 4,19 mmHg vs Dexa = 105,6 =+ 2,04 mmHg), UF (v =0,30 £
0,02 ml.g’l.min’l vs Dexa = 0,15 = 0,01 ml.g'L. min’l) and RVR (7,26 + 0,50



mmHg/ml.g’l. minl vs Dexa = 4,12 + 0,21 mmHg/ml.gl .min'l) and the
decreasing of RPF (v = 9,6 £ 0,42 ml.g'l.min'l vs Dexa = 13,9 + 0,28 ml.g'L
min'l), GFR (v = 0,54 £ 0,03 ml.g'l.min'l vs Dexa = 0,70 = 0,03 ml.g'l.min'l),
%TNat (v =62,3 + 4,28 vs Dexa = 81,5 £ 2,7) and %pTNat (v = 62,3 + 3,2 vs
Dexa = 80,6 = 2,62). Dexametasone reversed the Na reduction caused by
venom (v = 108 + 8,0 pEQ.g'l vs Dexa = 175,2 = 16,0 pEqg.g'l). Nifedipine
protected all renal alterations, except on %TNat+ and %pTNat+, because of its
reducing sodium absorption effect. It was also seen a PP (v = 131,0 £ 4,19
mmHg vs Nif= 98,0 + 3,76 mmHg), UF (v = 0,30 £ 0,02 ml.g’l.min'l vs Nif=
0,17 £ 0,02 ml.g'l. min'l), RVR (v = 7,26 + 0,50 mmHg/ml.g.min’l vs Nif =
3,8 £ 0,10 ml.g'l. min’l), RPF (v=9,6 £ 0,42 ml. g™.min'l vs Nif= 14,9 + 0,33
ml.g'l.min'l) and GFR (v = 0,54 £ 0,03 ml.g'L. min'l vs Nif=0,74 = 0,03 ml.g'L
min'l) toxic effects reduction. In the last group a Natt decrease was also seen.
Neither hyalin casts were seen in the dexamethasone, indomethacin or
nifedipine treated groups, nor vascular and interstitial abnormalities.
Indomethacin and nifedipine treated kidneys showed a low amount of proteic
material within the urinary space. In conclusion, we speculate that the venom-
induced renal could be caused by direct or indirect actions, being the latter a
result of alterations endothelial cells- acting mediators. Probably the kidney
protection by dexametasone, was due to its action on a venom’s toxic
component, the phospholipase A2 The blockage of the aracdonic acid-derived
mediators caused by indometacin explains its protective effect. In addition renal
alterations in which calcium influx can act as a determinant factor were blocked
by nifedipine.



Aspectos gerais sobre ofidismo

A Organizacdo Mundial de Saude estima que aproximadamente 40.000
pessoas sdo vitimas de acidentes ofidicos por ano (Burdmann et al., 1993).
Entre os numerosos animais pegonhentos que existem em todo mundo, as
serpentes sdo as mais importantes, devido a frequéncia e sequelas que

ocasionam, constituindo um problema de Salde Publica (Barraviera, 1993).

O estudo da epidemiologia dos acidentes por serpentes peconhentas no
Brasil comecou no inicio do século quando Vital Brazil, fundador e diretor do
Instituto Butantan, realizou o primeiro levantamento de Obitos por picadas de
serpentes no Estado de S&o Paulo (Ribeiro et al., 1993). Durante os anos de
1987, 1988 e 1989 foram notificados 21.463, 19.815 e 20.947 casos de
acidentes ofidicos respectivamente, no territorio brasileiro (Barraviera, 1993),

variando de acordo com aregido (Barraviera et al., 1989).

Em nosso pais duas familias de serpentes despertam interesse em saude
publica, a Elapidae e a Viperidae, as quais sdo representadas pelos géneros
Bothrops, Crotalus, Lachesis, Micrurus. Os géneros Bothrops, Crotalus,
Lachesis pertencem a familia Viperidae, enquanto que o género Micrurus
pertence a familia Elapidae. Varias espécies pertencem ao género Bothrops e
varias ao género Micrurus, enguanto que apenas uma faz parte do género
Crotalus (Crotalus durissus) e uma do género Lachesis (Lachesis muta)

(Barraviera, 1993; Jorge & Ribeiro, 1990).

No género Bothrops as mais importantes espécies encontradas no
Brasil sdo B. jararaca, B. jararacussu, B. alternatus, B. neuwieddi, B.cotiara,

B. pradoi, B. pirajai, B. moojeni, B. atrox, B. bilineatus, B. erythromelas. Elas



habitam preferencialmente ambientes Umidos e possuem ampla distribuicéo

geografica no territério nacional (Barraviera, 1993).

Os acidentes elapidicos tém baixa incidéncia (0,5%), mas geralmente
sdo fatais, as seipentes que o0s representam sdo conhecidas como coral
verdadeira e tém ampla distribuicdo em todo Brasil. As espécies pertencentes a
esse género sdo M. corallinus, M. frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca, M.

surinamensis (Gualtiéri, 1987; Soerensen, 1990 ).

Os acidentes laquéticos humanos relatados sao raros, constituem 1% do
total de acidentes por serpentes peconhentas no Brasil. As seipentes que
representam esse género fazem parte de uma uUnica espécie, com duas sub-
espécies, a Lachesis muta muta e Lachesis muta noctivaga e estdo distribuidas
nas florestas tropicais, dentre elas, a Floresta Amazbnica e a zona da Mata

Atlantica. (Franca e Fan, 1982; Gualtiéri, 1987; Cavalcante, 1995).

O género Crotalus encontra-se distribuido no territério brasileiro em
seis sub-espécies, Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus terrificus,
Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus ruruima, Crotalus durissus
marajoensis e Crotalus durissus trigonicus (Azevedo-Marques, 1990,

Barraviera, 1990; Jorge e Ribeiro, 1992).

O género Bothrops é responsavel por 80% dos acidentes ofidicos em
nosso pais (Barraviera, 1993), enquanto que o género Crotalus corresponde
entre 8 a 10% desses. Apesar da baixa frequéncia, os acidentes crotalicos tém
toxicidade bastante elevada, com mortalidade chegando a 72% nos casos hao

tratados com soro anticrotalico e 11% nos casos tratados (Barraviera, 1990).



A quantidade média do veneno crotéalico obtido em uma Unica extracao é
pequena, em tomo de 35mg, bem inferior as fornecidas pela maioria das
Bothrops, mas a gravidade desses acidentes ndo decorre da quantidade de veneno
que a cascavel inocula, mas da grande toxicidade da peconha (Vital Brasil, 1982).
Essa toxicidade deve-se principalmente a crotoxina, fracdo encontrada no veneno
da C. d. terrificus (Faure et al.,, 1994), e que provavelmente existe em outras

cascaveéis, ja que tém uma similaridade em relacao aos efeitos.

Os acidentes botrépicos e crotalicos podem ocasionar envenenamento
sisttmico, podendo causar alteragOes graves no organismo, a ponto de colocar em

risco a estabilidade dos sistemas fisiologicos (Amaral et al., 1986).

Quanto & denticdo esses ofidios podem ser divididos em &glifas,
opistoglifas, proterdglifas e solenoglifas, sendo as duas Ultimas peconhentas

(Tanus e Ribeiro, 1990).

Feitosa (1996) observou que dentre os acidentes ofidicos ocorridos no
Brasil, no periodo de junho de 1986 a dezembro de 1989, o Nordeste foi a regido

que apresentou um maior coeficiente de letalidade.

De acordo com levantamento estatistico da divisdo de Epidemiologia da
Secretaria de Saude do Estado do Ceard, entre os anos de 1986 a 1988, ocorreram
1079 casos de acidentes por serpentes peconhentas e ndo peconhentas, com 17

obitos e letalidade de 1,6% (Guimardes et al., 1989).

Feitosa et al. (1997), em estudo epidemioldgico realizado no estado do
Ceara, observaram que no periodo de 1992 a 1995, 688 acidentes por seipentes
peconhentas foram notificados pela Secretaria de Saude, com uma média anual de
172 casos. A maioria dos acidentes ocorreu entre 0os meses de abril a setembro

coincidindo com o aumento das atividades agropecuarias (Figura 1). As serpentes



NUMERO DE CASOS

1995 29 20 34 36 46 48 50 48 47 171 3 8

1994 I 12 7 8 16 U 5 3 5 2 0 I

993 7 5 6 14 3 8 9 2 ! 0 2 I

1992 9 18 7 11 23 16 16 9 6 3 6 8
1992 11993 mm 1994 1995

Figuura 1» Acidentes ofidicos segundo més e ano de ocorréncia.
Fonte: Feitosa et al (1997).
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do género Crotalus foram responsaveis pela maioria dos 6bitos nesse periodo, o
gue demonstra a alta letalidade. O sexo masculino foi o mais acometido
(75,58%). Foi bastante elevado o nuimero de casos cuja evolucdo clinica foi
ignorada; isto ocorreu porque ndo houve um acompanhamento clinico do doente

apés a soroterapia.

Os soros produzidos no Brasil ndo sdo especificos para cada espécie,
sendo importante conhecer 0 género a que pertencem para que possamos tomar
medidas terapéuticas fundamentais em caso de acidentes, exceto quando o género
possuir uma unica espécie nacional. Quando ndo se dispde do soro especifico €
recomendado o uso do soro de outro género (Jorge e Ribeiro, 1990), ja que 0s
venenos de géneros diferentes possuem algumas substancias antigenicamente

semelhantes (Dias da Silva et al., 1989).

Feitosa (1996) estudou a toxicidade do veneno da Crotalus durissus
cascavella e observou que a DL50 é 3,0 £ 0,34 mg/Kg, em ratos por via
intraperitoneal, observou também que nas segunda e terceira horas apoés a
inoculagdo do veneno, os animais apresentaram ptose palpebral, reducdo do tdnus
postural e respiracdo ofegante, e entre a terceira e a sexta hora houve uma
evolucéo da intoxicacdo apresentando incoordenagdo motora, hipotonia muscular,
taquipnéia intensa e morte. De modo geral, as mortes ocorreram principalmente

nas seis primeiras horas apoés a inoculagdo do veneno.

Amaral et al. (1991) acompanharam alguns pacientes no Centro de
Tratamento Intensivo do Hospital das Clinicas da UFMG e observaram
manifestacdes de comprometimento respiratorio, nas 48 horas apds o acidente por
serpentes do género Crotalus. Todos o0s pacientes relataram dispnéia e
apresentaram, ao exame fisico, sinais de comprometimento respiratério como
taquipnéia e insuficiéncia respiratoria, necessitando muitas vezes de respiracdo

artificial assistida.



Distribuicdo e caracteristicas das serpentes do género Crotalus

As serpentes crotélicas sdo frequentes nas regides secas e pedregosas do
Brasil, ndo sendo encontradas em florestas e matas Umidas (Barraviera, 1993).
Seis sub-espécies foram identificadas, as quais sdo irregularmente distribuidas em
todo o territorio brasileiro (Azevedo Marques et al., 1990).
- Crotalus durissus cascavella- encontrada em areas de caatinga do Nordeste,
desde o Maranhdo até o norte de Minas Gerais, sendo a principal sub-espécie
encontrada no nosso estado.
- Crotalus durissus terrificus- distribuida nas zonas altas e secas da Regido Sul,
desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais.
- Crotalus durissus collilineatus- encontrada nas &reas secas da zona Centro-
Oeste desde o Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais até o norte do
estado de S&o Paulo.
- Crotalus durissus ruruima- distribuida em algumas regides dos estados de
Roraima, Amapa, Para, Amazonas e Ronddnia.
- Crotalus durissus marajoensis- encontrada na llha de Marajo.

- Crotalus durissus trigonicus- distribuida no estado de Roraima.

As serpentes do género Crotalus encontradas no Brasil apresentam
algumas caracteristicas comuns observadas nas demais serpentes peconhentas,
tais como cabeca triangular, um par de fosseta loreal, olhos pequenos com pupilas
em fenda, escamas na cabeca e dentes inoculadores de veneno. Além disso,
apresentam na por¢do terminal da cauda o guizo ou chocalho, uma caracteristica
peculiar desse género de serpentes, que facilita a sua identificacdo (Barraviera,
1990). A funcdo venenosa resulta da associacdo direta entre as glandulas
secretoras e o0 aparelho inoculador, a denticdo é do tipo solendglifa, onde as
presas inoculadoras sdo grandes, recurvadas e afiladas, com um canal interior que
conduz o veneno, produzido e armazenado nas glandulas secretoras (Cardoso,

1982; Jorge e Ribeiro, 1990).



Figura 2- Serpente do género Crotalus



Composigéo do veneno crotalico

O veneno das serpentes peconhentas é composto de varias substancias,
cuja proporcdo e caracteristicas especificas variam entre as diferentes espécies
conhecidas (Barraviera, 1994), sendo considerado o mais complexo de todos os
venenos devido & composicdo e a multiplicidade dos efeitos provocados por seus

componentes (Da Silva et al., 1979).

A composicdo do veneno crotalico é complexa, sendo constituido de
enzimas (5- nucleotidase, fosfodiesterase, enzima tipo trombina, L-amino
oxidase, -calicreina tipo tissular e NAD hidrolase), toxinas (crotapotina,
fosfolipase A2, crotamina, convulxina, giroxina), peptideos e substancias
biologicamente ativas (Barraviera, 1990, 1993), cujos efeitos biol6gicos variam

nas diferentes sub-espécies (Azevedo- Marques et al, 1987).

Numerosas substancias farmacologicamente ativas, tais como histamina,
bradicinina, 5-hidroxitriptamina, lisofosfatideos, prostaglandinas, catecolaminas,
anafilatoxina e possivelmente outras, podem ser liberadas pelas peconhas ofidicas

(Vital Brazil, 1982).

A acdo enzimética da fosfolipase sobre os fosfolipidios da membrana
pode alterar a permeabilidade, causando hemdlise indireta por formacdo de

lisofosfatideos (Lima et al., 1989).

O veneno de varias serpentes tem demonstrado a existéncia da 5-
nucleotidase, caracterizada como uma fosfatase altamente especifica para
nucleosideo 5-fosfato, com grande afinidade para ribonucleotideo (Heredia et al.,
1982). Esses venenos constituem a fonte mais rica da enzima L- amino-oxidase
(Umana, 1982), podendo conter substancias inorganicas como sodio, célcio,
potassio, magnésio e pequenas quantidades de metais como zinco, ferro, cobalto e
niquel. A importancia dos metais ndo é bem conhecida, mas evidéncias sugerem

que tais substancias estao intrinsecamente envolvidas com a atividade proteésica e



fosfolipasica de certos venenos, embora no caso do elapidico, o zinco demonstre
se interrelacionar com a atividade anticolinesterasica. O calcio pode ter um papel
na ativacdo da fosfolipase A2 e do fator litico direto. Em algumas espécies, 0s
componentes mais letais do veneno sdo os peptideos ou polipeptideos (Russel e

Dart, 1991).

A fosfolipase A2 (PLA2) é encontrada em venenos de mais de 20 espécies
de serpentes e parece estar amplamente distribuida em todos os venenos de
elapideos e viperideos. Catalisa a hidrélise de um éster graxo ligado a diacil
fosfatideo, formando lisofosfatideo e liberando &cidos graxos saturados e

insaturados (Rosemberg, 1979; Faure, 1988; Russel e Dart, 1991).

A PLA2 pode induzir véarios efeitos incluindo neurotoxicidade pré e/ou
pés-sindptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, iniciacdo ou inibicdo da
agregacao plaquetaria, além disso pode induzir efeitos hemolitico, anticoagulante,
convulsivante, hipotensivo e edematogénico, embora nem todas exibam tais
atividades farmacolégicas. A fosfolipase de diversos venenos, mesmo quando
administrada na mesma dose, pode induzir a diferentes efeitos farmacologicos

(Kini e Evans, 1989).

O veneno de serpente apresenta diversas atividades, entre elas a
“trombina like” ou tipo trombina. Esta enzima encontra-se presente nos venenos
das serpentes crotalicas e botropicas. No Brasil, os estudos tém sido realizados
principalmente com os venenos da B. jararaca (Tanizaki et al.,1989), B.

jararacussu (Homsi-Branderburgo et al., 1988) e C. d. terrificus (Raw, 1986).

As enzimas isoladas do veneno, que possuem atividade tipo trombina,
apresentam a capacidade de atuar sobre a molécula de fibrinogénio encontrada no
sangue humano, transformando-a diretamente em fibrina, podendo causar
consumo de fibrinogénio e consequentemente incoagulabilidade sanguinea e
aumento do tempo de coagulacdo (Azevedo-Marques et al., 1987; Kamiguti et al.,

1988).



A maioria dos componentes toxicos e biologicamente ativos dos venenos
ofidicos é de natureza protéica, embora possam também apresentar carboidratos

(glicoproteinas), lipidios, aminas biogénicas (Habermehl, 1991; Russell, 1993).

A convulxina, toxina de elevado peso molecular, produz convulsoes,
alteracOes respiratérias e circulatorias, atua nas plaquetas induzindo sua
agregacdo e liberagdo de ATP e formacdo de tromboxanos (Txs) (Prado-
Franceschi, 1990). A acdo sobre a agregacdo plaquetaria € calcio-dependente,
sendo devida a ativacdo da fosfolipase C, liberacdo de ADP e sintese de TXA2

(Prado-Franceschi, 1996 ).

A peconha da Crotalus durissus terrificus induz a liberacdo de aminas e
de ATP das plaquetas sanguineas isoladas (Marlas, 1983). A convulxina é

idéntica ao fator liberador de aminas das plaquetas.

Convulxina ou fracdo agregante plaquetaria ¢ uma glicoproteina isolada
do veneno da Crotalus durissus cascavella ndo téxica para camundongo e pode
ser fortemente especifica para receptor da membrana plaquetédria. Essa
glicoproteina é similar a da sub-espécie Crotalus durissus terrificus, com relacéo
a atividade plaquetaria, mas difere no que se relaciona ao efeito convulsivante

observado em camundongos (Marlas, 1983).

Marlas (1983) demonstrou que a inje¢cdo intravenosa de convulxina da C.
d. terrificus induz taquipnéia e apnéia seguida por crise convulsiva intensa e
morte do camundongo. A injecdo intravenosa de plaquetas incubadas com
convulxina em animais protegidos com soro anticrotalico provoca perturbagoes
respiratorias e circulatérias, efeitos decorrentes das acdes de substancias liberadas
pelas plaguetas, muito provavelmente ATP e 5-HT, e ndo de acdo direta da
convulxina (Prado-Franceschi et al.,, 1981). A acdo sobre os fosfolipidios da
membrana leva a producgdo de inositol-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),
segundos mensageiros que aumentam a acumulagdo intracelular de célcio e ativa

proteina-quinase C respectivamente (Prado-Franceschi, 1996).
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Prado-Franceschi (1996) observou que EDTA e prostaciclina (PGI2)
inibem a agregacdo plaquetaria induzida por convulxina indicando que as
respostas intracelulares sdo calcio-dependentes e também envolvem 0 sistema

adenilato-AMPc.

Crotoxina é 0 maior componente do veneno da Crotalus durissus
terrificus, formado por duas subunidades polipeptidicas associadas nao
covalentes, uma acida denominada crotapotina, a qual ndo tem atividade
enzimatica, e uma béasica com atividade enzimatica fosfolipase A2 (Bon et al.,
1989; Laure, 1990; Araujo e Beirdo, 1993; Souza- Filho et al., 1992; Cardi et al.,
1992; Faure et al., 1994).

A crotoxina é uma potente neurotoxina com atividade fosfolipase A2, que
atua em nivel pré-sinaptico nas juncdes neuromusculares, diminuindo a liberacao
do neurotransmissor (Bon et al., 1989; Araujo et al., 1992; Faure et al, 1994),
principal fator responsavel pelo bloqueio neuromuscular e, portanto, pelas
paralisias motoras e respiratorias observadas em animais (Azevedo-Marques et
al., 1985). Estudos eletrofisiol6gicos mostraram que a crotoxina, além da
atividade pré-sinaptica ja conhecida, também age a nivel pds-sinaptico (Bon et al,
1979; Dart e Russel, 1991). Foi observado que o calcio é essencial para a
atividade dessa fracdo (Araujo et al., 1992). O sitio primario de acdo da crotoxina
no musculo é a membrana plasmatica e esta relacionado com a hidrdlise de

fosfolipidios (Barraviera, 1990).

A crotoxina age também em doses altas sobre a membrana pés-sinaptica
por estabilizar os receptores de acetilcolina no estado conformacional inativo,
similar ao estado de dessensibilizagdo observado apo6s a inoculagdo prolongada

com agonista colinérgico (Bon et al., 1989).

Foi observado que as alteracbes anatomopatologicas decorrentes da
inoculagdo da crotoxina séo lesdes subsarcolémicas com edema intramitocondrial

em animais, ocorrendo ap6s 4 a 6 horas. ApOs 24 horas, as mitocondrias
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apresentaram depositos densos com elevada concentragdo de célcio. Inoculagdes
apenas de crotapotina no musculo ndo evidenciaram lesdes histoldgicas, mas
guando diferentes quantidades de fosfolipase A2 foram inoculadas, verificou-se
necrose frente a qualquer dose utilizada, sugerindo que as lesdes causadas pela
crotoxina sdo as mesmas que as verificadas pela fosfolipase A2, embora sejam
mais intensas no segundo caso. Dessa maneira, a associacdo entre a fofolipase A2
e crotapotina leva a uma potencializacdo dos efeitos miotoxicos (Barraviera,

1990).

A crotapotina poténcia a toxicidade da fosfolipase A2 zw vivo, mas inibe a
atividade hemolitica in vitro. A combinagdo dessas fracdes restaura a toxicidade
da crotoxina que em altas doses, age sobre a membrana pds-sinaptica em
receptores da acetilcolina, devendo ser interpretado como um fenémeno

farmacocinético (Faure, 1994).

A crotamina é uma toxina polipeptidica basica presente no veneno de
uma variedade de serpentes do género Crotalus (Vital Brazil, 1980), sendo uma
miotoxina de peso molecular compreendido entre 4.000 e 5.000 daltons, capaz de
induzir a despolarizacdo do potencial da membrana das células musculares. E
possivel que esta miotoxina atue nos canais de soédio da membrana dessas células

musculares, induzindo um influxo deste céation (Vital Brazil, 1990).

A crotamina é encontrada apenas nas cascaveis de certas regides e tem
atividade sinérgica a da crotoxina, no que se refere a sua miotoxicidade (Chang e
Taseng, 1979), visto que 0s venenos crotamino-positivos causam aumento mais
importante das enzimas séricas creatinofosfoquinase (CPK) e isoenzimas, quando

comparados aos crotamino-negativos (Villarroel et al., 1981).

A farmacologia da giroxina é pouco conhecida; sabe-se apenas que ela
produz uma sindrome convulsiva peculiar em camundongos, caracterizada por
movimentos rapidos de rotacdo do corpo em tomo de seu eixo longitudinal (Vital

Brazil, 1982; Prado-Franceschi, 1990).
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Efeitos do veneno crotalico

A maioria dos venenos exerce provavelmente seus efeitos sobre quase
todas as células ou tecidos e suas propriedades farmacoldgicas sdo determinadas
por muitos componentes biologicamente ativos. A agdo do veneno ou de seus
componentes no organismo é dependente de um namero de variaveis, incluindo
taxas de administracdo, absorgdo, distribuicdo, acumulacdo e ag¢do no sitio

receptor, metabolismo e excre¢do (Russell e Dart, 1991).

O veneno de serpentes do género Crotalus causa neurotoxicidade,
alteracbes de coagulacdo, miotoxicidade sistémica e insuficiéncia renal aguda
(Barraviera, 1993; Magalhdes et al., 1986). Além do sistema nervoso central,
sangue, musculo esquelético e rim (Barraviera, 1993; Thomazini et al., 1991),
outros orgdos como o figado (Bancher, 1973; Barraviera et al., 1990, 1995) e

coracdo (Cupo, 1990; Siqueira, 1990) também podem ser afetados.

Peconhas neurotoxicas causam efeitos como paralisias e perturbacdes
visuais. Esses efeitos podem decorrer da acdo de constituintes da pegonha nos
receptores colinérgicos das placas terminais e ndo nas terminagdes nervosas ou
sistema nervoso central. Dentre as peconhas neurotOxicas, sdo de particular
importancia as dos escorpides, de certas aranhas e de muitos ofidios (Vital Brazil,

1980; Barraviera, 1994).

A neurotoxicidade nos acidentes crotélicos decorre principalmente da
acdo da crotoxina em produzir paralisias musculares, por agir a nivel de placa
motora, impedindo a liberacdo de acetilcolina pré-sinaptica e, portanto, a
conducdo do estimulo nervoso (Jorge & Ribeiro, 1990, 1992; Amaral et al.,
1991). Além disso, é descrita uma acdo poés-sindptica, porém menos potente
(Jorge & Ribeiro, 1990). Algumas horas apés o acidente surge facies neurotdxica
com ptose palpebral uni ou bilateral e oftalmoplegia, como consequéncia, 0

paciente pode relatar diplopia e dificuldade de acomodacéo visual. As paralisias
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flacidas observadas sdo semelhantes as produzidas pelo curare, sendo o diafragma

um dos ultimos musculos a ser paralisado (Amaral et al., 1991).

O comprometimento intenso da musculatura respiratoria pela acdo da
crotoxina € uma complicacao possivel de ocorrer nos acidentes ofidicos crotélicos

humanos (Amaral et al., 1991).

O veneno da cascavel sul-americana é capaz de ocasionar
incoagulabilidade sanguinea em 40% dos pacientes picados por esta serpente.
Essa atividade é do tipo trombina, convertendo o fibrinogénio diretamente em
fibrina, mas dela difere pois a fibrina formada tende a ser instavel, predominando
o efeito hipofibrinogenante, sem que ocorram manifestacdes de coagulacéo
intravascular disseminada (Amaral, 1988; Jorge & Ribeiro, 1992). A atividade
coagulante é descrita no veneno de outras espécies do género Crotalus como a

Crotalus adamanteus (cascavel norte-americana) (Amaral, 1988).

Foi observado que a enzima do tipo trombina encontrada no veneno das
serpentes crotélicas, assim como das botropicas, pode acelerar o processo de
cicatrizacdo de tecidos bioldgicos. Existe a perspectiva da produgdo de cola

cirtrgica utilizando a trombina de serpente. (Barraviera, 1994).

Vital Brazil (1982) descreveu a propriedade do veneno de serpentes,
incluindo da C. d. terrificus em controlar a dor em humanos. Recentemente,
Giorgi (1996) observou que a administracdo de veneno bruto de C. d. terrificus
por via subcutanea, intraperitoneal ou oral provoca um efeito antinociceptivo em
camundongos, quando a dor é induzida pelos métodos do acido acético e teste da

placa quente.
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Foi observado que o veneno da Crotalus interfere com a funcgédo
plaquetéria, possivelmente através da acdo direta e/ou indireta sobre o consumo
de fibrinogénio, com consequente elevacdo da concentracdo de produtos de

degradacéo do fibrinogénio (Thomazini et al., 1991).

Injaria hepatica pode ocorrer em acidentes ofidicos crotélicos, sendo
observado um aumento expressivo de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), e estudo histopatolégico mostrou extensa necrose
hepatica em pacientes vitimas desses acidentes (Barraviera et al., 1989, 1993,
1995; Azevedo-Marques et al., 1985). O aumento de ALT é mais especifica para
diagnodstico de lesBes hepéticas, pois essa enzima € encontrada em maior

proporcdo no figado (Moss et al., 1986).

Recentemente, Barraviera et al. (1995) avaliaram niveis séricos de IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF em pacientes vitimas de acidentes por Bothrops ssp e Crotalus
durrisus terrificus e observaram principalmente um aumento de IL-6 e IL-8.
Disfim¢Bes hepaticas podem ser devidas a um prejuizo mitocondrial causando
reducdo no aporte energético para o hepatdcito, ao lado do efeito de citocinas no

figado, especialmente IL-6.

A andlise do figado por microscopia eletrdbnica demonstrou lesées
mitocondriais caracterizadas por edema importante, desaparecimento completo
das cristas, rarefagdo da matriz e, em alguns casos, perda do conteudo

mitocondrial (Barraviera, 1993).

Os acidentes ofidicos, sobretudo os graves, podem ser interpretados, do
ponto de vista fisiopatolégico, como um trauma agudo, pois 0s doentes de
maneira geral encontravam-se trabalhando e em perfeitas condi¢cdes de salde

(Barraviera e Peragoli, 1994).
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Venenos ofidicos, principalmente o crotélico, devem interagir com
células-alvo produtoras de interleucinas (macréfagos, mondcitos, mastoécitos,
células endoteliais, linfocitos e fibroblastos), promovendo a liberacdo de IL-6 e
IL-8 para o sangue periférico. Estas, por sua vez, atuardo nos hepatdécitos,
aumentando a producdo de proteinas de fase aguda, como também na medula
Ossea, promovendo leucocitose, neutrofilia e liberagdo de células jovens para o
sangue periférico. No hipotalamo irdo mediar a febre, anorexia e sonoléncia e na
hipéfise promoverdo a liberacdo de hormonio adrenocorticotiofico, que resultard
em aumento do cortisol sérico com consequente linfopenia e anaeosinofilia

(Figura 3) (Barraviera et al, 1994).

Cupo et al. (1988) avaliaram a atividade miotoxica do veneno da Crotalus
durissus terrificus medindo os niveis séricos de lactato desidrogenase (LDH),
creatinoquinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST), por detec¢do de
mioglobina no soro e urina e por bidpsia muscular. A atividade miotdxica
sistémica do veneno crotalico é caracterizada pela liberacdo de mioglobina do

musculo esquelético no soro e urina.

A miotoxicidade do veneno €é observada pela intensa mialgia
generalizada, podendo ser acompanhada por edema muscular discreto, embora em
alguns casos possa ser assintomatico (Barraviera, 1993; Azevedo-Marques et al.,
1985, 1987; Magalhdes et al, 1986). A rabdomiolise ¢ uma sindrome clinico-
laboratorial de multiplas etiologias, resultante da lesdo muscular esquelética com
liberacdo do conteudo celular para o plasma (Gabow et al., 1982; Magalhaes,

1986).
Venenos botrépicos e crotélicos apresentam acbes nefrotoxicas diretas

sobre tdbulos renais, embora outros mecanismos possam contribuir para a

patogénese dessas lesdes (Sanchez et al., 1992).
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Figura 3: Hipotese da reacdo da fase aguda.
Fonte: Barraviera, 1994.



A acdo nefrotoxica postulada paia o veneno crotalico parece ocasionar
lesdo tubular renal diretamente, embora as lesGes renais sejam também
observadas nos acidentes botropicos, ndo se sabe se as mesmas sdo secundarias a

alguma acgdo nefrotoxica direta ou indireta do veneno ( Barraviera, 1994 ).

Em geral, os possiveis mecanismos de lesdo renal de envenenamentos
ofidicos incluem isquemia (por hipotensdo, vasoconstricdo renal ou coagulacéo
intravascular disseminada), hemorragia, nefrotoxicidade direta ou neifopatia por

pigmentos (mioglobina, hemoglobina) (Warrell, 1991).

Lesdo renal causada por veneno da C. d. terrificus em humanos foi
descrita em trabalhos classicos de Amorim e Mello (1952, 1954), como neffose
do néffon intermedidrio com presenca de cilindros de hemoglobina nos tabulos
renais, depois identificado como metemoglobina (Rosenfeld et al., 1968).
Experimentos de Amorim et al. (1969) no qual o envenenamento por C. d.
terrificus foi reproduzido em cées, revelaram constante hemoglobindria e lesdes

renais idénticas aquelas relatadas no envenenamento humano.

A principal e mais séria complicacdo do envenenamento crotalico em
humanos ¢é a insuficiéncia renal aguda (Cupo, 1988; Nancy, 1991), sendo
responsavel por um grande nimero de Obitos em pacientes que sobreviveram a
consequéncia inicial da picada. As lesGes renais sdo atribuiveis a acdo miotoxica,
com liberacdo de mioglobina que € excretada pelos rins e provavel acgédo
nefrotoxica direta do veneno. A excre¢do de mioglobina apenas ndo leva a
necrose tubular aguda, sendo necessarias outras condi¢cdes, como hipovolemia,

urina acida ou agente nefrotoxico (Azevedo-Marques et al., 1985)
O diagnéstico de insuficiéncia renal aguda (IRA) baseia-se na instalacao

da oliguria seguida de anuria apés a picada, com elevacdo progressiva dos niveis

séricos de uréia e creatinina. Constatou-se a presenca de hipocalcemia,
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hiperuricemia e hiperfosfatemia significativas na fase oligurica da IRA.
(Magalhées et al., 1986). A fase inicial da IRA pode apresentar polidria. (\Vander,
1995).

A associacdo da rabdomiolise com a insuficiéncia renal aguda esta bem
estabelecida, porém a patogénese desta associacdo ndo se encontra totalmente
elucidada. Entre 0s mecanismos propostos para explica-la, encontram-se
obstrucéo tubular por cilindros de mioglobina e lesdo renal direta dos tubulos por
miopigmento, outros fatores como desidratagdo, hipotensdo arterial e acidose
metabolica podem estar associados a rabdomiodlise e contribuir para instalagdo da

lesdo renal (Magalhées et al., 1986).

A insuficiéncia renal aguda é uma complicacdo grave observada nos
envenenamentos botrépicos e crotélicos e pode decorrer de alteragdes anatbmicas
do tipo glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e necrose cortical. S&o
escassos os trabalhos onde se avaliam os resultados do tratamento intensivo desta
complicacdo observada nesses envenenamentos, por esse motivo muitos aspectos
relacionados com a sua evolucdo permanecem obscuros (Da Silva et al., 1979;
Amaral, 1986; Sanchez et al., 1992). Nos acidentes crotalicos, as leses foram
inicialmente atribuidas as agdes hemoliticas e nefrotoxicas diretas do veneno.
Entretanto embora observada in vitro, a hemdlise ndo ocorre in vivo, 0 que a
exclui como mecanismo patogenético (De Lima, 1989). A acdo miotdxica do
veneno crotalico pode ter uma participacdo na IRA, mas ndo como mecanismo

anico (Amaral e Rezende, 1994)
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Quadro clinico e tratamento

Os acidentes ofidicos causados por seipentes Crotalus durissus provocam
manifestacdes locais discretas. A dor no local € pouco frequente e quando existe
nao € intensa. Também podem ocorrer edema, eritema, parestesia e prurido.
Nesse tipo de acidente ndo ha relacdo entre os sintomas locais e a gravidade do

envenenamento (Gualtiéri, 1987; Jorge e Ribeiro, 1990).

A miotoxicidade do veneno é evidenciada do ponto de vista clinico pela
intensa mialgia generalizada, podendo ser acompanhada de edema muscular
discreto, embora em alguns casos possa ser assintomatica (Cupo et al., 1988;

Barraviera, 1990).

A neurotoxicidade ocorre ap6s algumas horas, com dor na regido do
pescoc¢o, sonoléncia, diplopia, oftalmoplegia, diminuicdo ou mesmo perda da
visdo. A ptose palpebral uni ou bilateral, juntamente com diminuicdo da
expressdo facial, a boca entreaberta e 0 enrugar da testa na tentativa de abrir os
olhos d& ao paciente aspecto caracteristico e denominado de facies neurotoxico de
Rosenfeld (Soerensen, 1990; Jorge e Ribeiro, 1992). A insuficiéncia respiratoria
pode ocorrer em alguns casos. Cefaléia intensa, febre, hipertensdo ou hipotensao
arterial acompanhada de taquicardia ou de bradicardia, sdo sintomas que lembram
a sindrome de hiperreatividade simpética. Esses sintomas acompanham casos

graves e em geral atendidos tardiamente, e desaparecem apds a primeira semana.

Outra alteragdo como leucocitose com neutrofilia, surge cerca de 6 horas
apos a picada por serpente Crotalus durissus terrificus (Amaral et al., 1986; Jorge
e Ribeiro, 1990). Foi também observada eosinofilia em mielograma realizado em

pacientes no terceiro dia apés a picada (Jorge e Ribeiro, 1992).

A insuficiéncia renal é a principal causa de Obitos. Nos casos que

evoluem para essa complicagdo, o quadro clinico é o classico descrito

20



(Barraviera, 1994). A IRA é suspeitada quando o paciente, ap6s a picada do
ofidio, desenvolve oligdria ou andria e apresenta elevacdo progressiva dos niveis
de uréia e creatinina plasmaéticas, mas a IRA pode se instalar sem a ocorréncia de
oligoanudria (IRA de alto débito), sendo diagnosticada pelas dosagens séricas de

uréia e creatinina (Magalhaes et al ,1986; Sanchez et al., 1992).

Os acidentes crotalicos devem ser considerados uma emergéncia médica,
visto haver evidente correlagdo entre a precocidade na instalacdo da soroterapia e

a evolucao favoravel dos pacientes (Barraviera, 1993).

Os dois procedimentos fundamentais no tratamento do paciente picado
por C. durissus sdo a hidratacdo e a soroterapia, sendo esta ultima, a Unica
terapéutica especifica eficaz para o tratamento dos acidentes por serpentes
peconhentas, devendo ser empregada em tempo habil, em doses e vias adequadas
(Barraviera, 1994) e administrada o mais rapidamente, pois evidentemente s6 tem
acdo sobre o veneno e ndo se espera que atue nos tecidos ja lesados (Jorge e

Ribeiro, 1990).

Os soros para uso humano sdo do tipo heter6logo, e contém
imunoglobulinas especificas e purificadas, obtidas a partir do plasma de animais
normais, geralmente equinos hiperimunizados com venenos de animais

peconhentos (Soerensen, 1990; Barraviera e Peracoli, 1994).

Os principais laboratorios oficiais produtores de antivenenos para 0 uso
humano sé@o Instituto Butantan (SP), Instituto Vital Brazil (RJ) e Fundagdo

Ezequiel Dias (MG) (Feitosa, 1996).
Os soros antiofidicos produzidos no Brasil sdo obtidos de equinos

hiperimunizados. Desse modo podem ocorrer reacdes de hipersensibilidade

imediata, entre os quais edema de glote, broncoespasmo e choque anafilatico.
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Santos et al. (1989) demonstraram que equinos adultos imunizados com o
veneno da C. d. terrificus ou com a fosfolipase A2 purificada da crotoxina

tomavam-se resistentes a dose letal do veneno bruto.

O soro antiofidico da Crotalus durissus terrificus é capaz de inativar a
fosfolipase A2, que é o componente crucial para a acdo téxica do complexo
crotoxina, sendo provavel que o veneno seja inativado pelo soro através da

formacédo de complexo inativo entre os dois (Mittal et al., 1986).

Estudos com camundongos inoculados com veneno de Crotalus durissus
terrificus revelaram que, os animais tratados mais tardiamente necessitam de

maior dose de soro que os demais, para sobreviverem (Jorge e Ribeiro, 1990).

A insuficiéncia renal aguda é uma complicagdo frequente, sendo a
principal causa de 6ébito nos acidentes crotalicos em pacientes ndo tratados com o
soro (Azevedo-Marques, 1986; Gualtiéri, 1987; Amaral e Rezende, 1994). A
hidratacdo € extremamente importante na maioria destes envenenamentos,
sobretudo no acidente crotalico e deve ser realizada precocemente, mesmo antes

de chegar a uma unidade de saude.

Uma vez estabelecida a IRA, os principios de tratamento sdo 0s mesmos
qgue para as suas demais formas. Deve ser levado em conta, porém, que a IRA
mioglobindrica frequentemente é hipercatabdlica, mostrando elevacao rapida dos
niveis séricos de creatinina, acido drico, fosforo e potéssio, devido a liberacao
dessas substancias de tecido muscular lesado para a circulagdo. Tais achados
orientam para a instalacdo precoce de métodos dialiticos, sendo frequentemente
necessario no adulto, paia maior eficiéncia, recorrer a hemodialise (Amaral,

1986).
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Objetivo geral

-Estudar as alteragGes renais induzidas pelo veneno da Crotalus durissus

cascavella.

Objetivos especificos

-Estudar os parametros funcionais em sistema de perfusédo de rim isolado de
rato.

-Avaliar as alterac@es histopatoldgicas dos rins perfundidos com o veneno.

-Verificar se dexametasona, indometacina e nifedipina exercem agdo protetora

sobre o efeito renal causado pelo veneno de cascavel.
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Animais experimentais

Ratos Wistar, adultos, ambos os sexos, pesando entre 230 a 280qg,
provenientes do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade
Federal do Ceard, foram mantidos em jejum nas 24 horas que antecediam o

experimento, com agua ad libitum.

Veneno

O veneno utilizado em nossos experimentos foi da Crotalus durissus
cascavella, cedido pelo Laboratério Regional de Ofiologia de Fortaleza
(LAROF). Antes da extracdo as serpentes foram mantidas em um freezer a
-20°C por 2 horas, para anestesia das mesmas, posteriormente foi feito um
“pool” de veneno. AplOs a extracdo, o veneno foi colocado em um becker
coberto com parafilm e transportado em isopor com gelo, sendo rapidamente
congelado em nitrogénio liquido e liofilizado. O veneno seco foi acondicionado

em frascos e estocados a -20°C.

Substancias utilizadas
- NaCl (Synth)

- NaH2PO4 (Synth)

- KC1 (Merck)

- NaHCO3 (Synth)

- MgSO4 (Reagen)

- CaCl2 (Reagen)
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- Albumina bovina fiagdo V (Sigma)

- Glicose (Squibb)

- Heparina (CEME)

- Inulina (Sigma)

- Manitol (Reagen)

- Penicilina G Potéssica Cristalina (Squibb)
- Pentobarbital Sédico (Sigma)

- Uréia (Reagen)

- Dexametasona (Prodome)

- Indometacina (Sigma)

- Nifedipina (Sigma)
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Grupos de animais

Para avaliar o efeito renal induzido pelo veneno, sete grupos

constituiram o trabalho experimental, os quais foram divididos em:

Grupo controle: Os rins foram perfundidos com solucéo de Krebs-Henseleit

modificada, contendo 6% de albumina bovina (n=9)

Grupo controle/ indometacina: Neste grupo os rins foram perfundidos com
solucdo de Krebs-Henseleit, contendo 6% de albumina bovina e aos 30 min de

perfusdo a indometacina foi adicionada (n=6).

Grupo controle/ dexametasona: Os rins foram perfundidos com solugdo de
Krebs-Henseleit, contendo 6% de albumina e aos 30 min de perfusdo a

dexametasona foi adicionada (n=6).

Grupo tratado (‘veneno): Neste grupo, os rins foram perfundidos com solucao
de Krebs-Henseleit contendo 6% de albumina bovina e foi adicionado o veneno

da C. d. cascavella aos 30 min de perfusdo (n=8).

Grupo indo + veneno: Os rins foram perfundidos com solugdo de Krebs-
Henseleit contendo 6% de albumina e foram adicionados a indometacina

(tempo zero) e o veneno (tempo 30) (n=6).

Grupo dexa + veneno: Neste grupo, os rins foram perfundidos com solucéo de
Krebs-Henseleit contendo 6% de albumina bovina e foram adicionados a

dexametasona (tempo zero) e o veneno (tempo 30) (n=6).

Grupo nif + veneno: Neste grupo, os rins foram perfundidos com solucédo de
Krebs-Henseleit contendo 6% de albumina bovina e foram adicionados a

nifedipina  (tempo zero) e o0 veneno (tempo 30) (n=6).
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Técnica cirdrgica

Apos a pesagem, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal
com pentobarbital sédico na dose de 50 mg/Kg de peso corporal. Em seguida 0s
animais foram transportados a uma mesa cirdgica, a veia femoral esquerda foi
isolada e 3ml de manitol a 20% foram administrados. Foi feita assepsia da
parede abdominal e iniciada a cirurgia com uma incisdo mediana e duas
perpendiculares a linha alba. Com isso a cavidade abdominal foi exposta e as
visceras abdominais afastadas para o lado esquerdo e mantidas Umidas usando
gase umedecida com soro fisioldgico a 37°C. Apos esse procedimento, o ureter
direito foi isolado e dissecado do tecido conjuntivo e do tecido adiposo que o
envolve, sendo em seguida canulado com tubo de polietileno (PE50), a uma
distancia aproximadamente de 3 cm do peddnculo renal, através de uma
pequena incisdo. O rim foi descapsulado, e dissecado dos tecidos perirrenais, a
supra-renal foi isolada e seccionada. A artéria renal direita e a artéria
mesentérica superior foram identificadas e isoladas. O rim foi isolado com
pingcas hemostéticas e a artéria renal foi canulada através da artéria mesentérica
superior (Weiss et al., 1959; Nishitsutsujuwo et al., 1967) e logo apés o rim foi
retirado junto com o ureter e fixado a cénula perfusora do sistema, sem

interrupcéo do fluxo vascular (Figura 4).
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Figura 4- Técnica cirlrgica
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Sistema de perfusao de rim isolado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcéo
renal levou varios pesquisadores a desenvolver a técnica de perfusdo de rim

isolado de rato.

Existem dois modelos para perfusdo do rim isolado, um sistema aberto,
onde o perfusato ndo recircula através do rim e que possui como principal
vantagem a manutencdo constante de pardmetros funcionais, porém apresenta
um elevado gasto de albumina, e um outro sistema de perfusdo com
recirculacdo e dialise, o qual apresenta varias vantagens, como manutencéo
constante de parametros funcionais renais, utilizacdo de albumina e outras
substancias na solucdo perfusora em pequena quantidade, manutencao
constante de substancias dialisaveis no perfusato e a oxigenagdo adaptada do

préprio oxigenador.

Este modelo, de perfusdo com circulacdo e dialise, sofreu modificacdes
nas Ultimas duas décadas. Algumas descobertas propiciaram uma melhora
consideravel na perfusdo do rim isolado, como o uso de albumina bovina
(fracdo V) pura na solugdo (Bowman, 1972, Bowman e Maack, 1974; Little e
Cohen, 1974; De Mello e Maack 1976; Ross et al., 1978; Schurek et al., 1978),
0 uso da solucédo de Krebs-Henseleit (Schurek, 1980), a adicdo de substratos na
solucdo perfusora (Bahlman et al., 1967; Nishiitsuji-Uwo et al., 1967; Trimble
e Bowman, 1973; De Mello e Maack, 1976), utilizagdo de um filtro millipore
para o rim de rato (Ross et al.,, 1973; Cohen et al., 1977; Fonteles, 1980;
Fonteles,1982).
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O sistema de perfusdo renal utilizado nesta pesquisa, representado na
Figura 5, baseia-se no sistema desenvolvido por Bowman & Maack (1974) e
Ross (1978), com modificacGes feitas por Fonteles (1980) através da adaptacéo
de um pulmao artificial do tipo silastico, baseado no modelo de Hamilton et al.

(1974) e descritas por Moreira Lima (1983).

Componentes do sistema de perfuséo:

a. Condensador- serve de reservatério de aquecimento da solucao perfusora;

b. Seringa graduada- para retirada de amostra de perfusato;

c. Bomba de perfusdo (Watson)- para manutensdo do fluxo de perfuséo renal;

d. Filtro (USA-Millipore-8pm)- promove uma melhor perfusdo através da
filtracdo constante da solucédo perfusora;

e. Oxigenador (pulméo artificial)- onde acontecem as trocas gasosas (95% de
02 e 5 % de CO2)- constituido de tubos silasticos;

f. Banho maria (Fanem- modelo 100)- aquece e mantém o pulméao a 37°C;

g. Fluxdmetro- permite a leitura do fluxo de perfusdo durante o experimento;

h. Catabolhas- camara que retém bolhas, evitando o embolismo gasoso do
orgéo;

i. Manémetro de mercario- permite fazer a leitura direta da pressdo de
Perfusao;

j. Bomba aquecedora com termostato- para manutencdo de todo o sistema de

perfuséo a 37°C.
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Figura 5- Sistema de perfusdo de rim isolado.



Calibracao do sistema

Antes de cada experiéncia, o sistema foi lavado com detergente e agua
bidestilada aquecida, sendo em seguida montado e calibrado. Na calibracéo
foram usadas quatro curvas, tendo pressdao (mmHg) e fluxo (ml/min) como
variaveis. A bomba que compbe o sistema de perfusdo possui cinco
velocidades; em cada velocidade foi medido o fluxo na ponta da canula e a
pressdo foi registrada em mandmetro. Duas curvas foram feitas com a
velocidade da bomba no eixo das abscissas (X), fluxo e pressdo no eixo das
ordenadas (Y) (Figuras 6 e 7) e as outras duas curvas com fluxdmetro no eixo

das abscissas (X), fluxo e pressdo no eixo das ordenadas (Y) (Figuras 8 e 9).

Protocolo experimental

Apobs o rim ter sido colocado no sistema, 0os 20 minutos iniciais foram
considerados de estabilizacdo e adaptagdo as novas condicBes. ApOs esse
periodo, marcou-se 0 tempo zero e determinou-se 30 min. de controle interno.
A administracdo do veneno da C. d. cascavella foi feita sempre aos 30 min. de
perfusdo. As outras substancias (dexametasona, indometacina e nifedipina)
foram colocadas no tempo zero, inicio da experiéncia, e ap6s 30 minutos
colocou-se o veneno. A cada 5 min. foram registrados a pressdo e o fluxo de
perfusdo em manémetro e fluxbmetro respectivamente, em um periodo total de
120 min. As amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada 10 min.
durante o experimento, e depois foram congeladas a -20°C para posterior
dosagem de sodio, potéssio, inulina e osmolaridade, importantes na

determinacdo dos parametros de funcéo renal.
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Figura 6: Retas de calibragdo da velocidade da bomba vs fluxo
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Figura 7: Retas de calibracdo da velocidade da bomba vs pressédo de perfusao
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Figura 8: Retas de calibragao do fluxémetro vs fluxo
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Figura 9: Retas de calibracdo do fluxémetro vs pressdo de perfusédo
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Solucao perfusora

A solucdo perfusora usada em nossos experimentos foi de Krebs-
Henseleit modificada, concentrada 20 vezes com NaCl (138g), KC1 (7,09),
NaH2PO4. H20 (3,2g), MgS0O4. 7H20 (5,89) e uréia (10,0g). Em seguida foram
retirados 100 ml da solucdo acima descrita e acrescentado NaHCO3 (4,29),
CaCl2. 2H20 (0,749), Glicose (2,09), penicilina (50mg) e o volume completado
para 2000 ml com &gua bidestilada. Apo6s esse procedimento foram retirados
300 ml desta solucéo e adicionada albumina bovina 6% e em seguida a solucao
foi dialisada com uso de um homogeneizador. O restante da solugdo (1700 ml)
serviu como solucdo de dialise, sendo trocada a cada 24 horas. Ao final da
didlise (48 hs) o pH foi ajustado entre 7,3 e 7,4. ApOs a solucdo ter sido

dialisada foi acrescentada inulina (0,15g).

Procedeu-se a didlise da solucdo perfusora contendo albumina com o
objetivo de eliminar véarias substancias contaminantes como citrato, piruvato e
lactato (Hanson & Ballard, 1968; Cohen et al., 1977; Schurek et al., 1970;
Ross, 1978).

Andlise bioquimica

Os testes bioquimicos foram realizados na Unidade de Pesquisas
Clinicas. Foram feitas dosagens de sodio e potdssio em amostras de urina e
perfusato pelo método de fotometria de chama (Flame photometer- modelo 443
IL). A inulina do perfusato e urina foi determinada por hidrdlise direta,
conforme Walson et al. (1955) e Fonteles et al. (1983), com modificagbes que
reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade
das amostras de urina e perfusato foi medida utilizando um osmometro (VVapor

pressure osmometer -modelo 5100c ESCOR).
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Analise histoldgica

As laminas usadas em nosso estudo histologico foram feitas no
Laboratério de Anatomia Patolégica-Biopse e o estudo das mesmas no

Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC.

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do
rim perfimdido (direito) e do ndo perfundido (esquerdo) e colocados em formol
a 10% para posterior exame histologico. Os fragmentos obtidos foram
submetidos a desidratacdo e diafanizacdo, para confeccdo dos cortes
histologicos, os quais mediram 5pm de espessura. Foram realizadas coloracéo
de hematoxilina-eosina para o estudo das laminas através de um microscépio

optico (NIKON).

Também foi realizado o estudo histolégico dos rins perfundidos somente

com solucdo de Krebs-Henseleit modificada para servir de controle perfundido.

Determinacéo de sodio e potassio tissular

Nat+ = sodio tissular
Kt+ = potéssio tissular
Nat+ ou Kt+ = (pEqg/g peso do rim) = DKk. 10ml/ peso seco do rim

Dk (pEg/ml) = Concentragdo de K+ ou Na+ na amostra diluida

Apos cada experimento os rins direito e esquerdo foram pesados e
colocados na estufa (FANEM- Mod. 099EV) a 90°C por 48 horas para
desidratar e determinar o peso seco. Depois de desidratados os rins foram
novamente pesados e incinerados a 550°C (Forno Lavoisier-modelo 400-0) por
12 horas e apds este procedimento foi adicionado 0,2 ml de acido nitrico

concentrado e 1,0 ml de &gua deionizada nas cinzas que foram obtidas por
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incineragdo. Durante 2 minutos essa mistura foi aquecida e o volume foi
completado com 10ml de agua bidestilada em proveta graduada, e determinadas
pelo método de Gregg et al. (1978), as concentracbes de sodio e de potassio

teciduais por fotometria de chama (Flame Photometer-modelo 443).

Parametros funcionais renais (Pitts, 1975; Martinez-Maldonado et al.,

1978; Fonteles, 1980).

1- FU (ml.gl.min'l) = Fluxo Urinario
FU = Peso do volume urinério / Peso do rim esquerdo. 10

* admitiu-se que a urina possui a mesma densidade da agua.

2- PP = Pressado de perfusdo (mmHg) = Analise direta em mandmetro

3- FPR (ml.gl.minl) = Fluxo plasmatico renal ou fluxo de perfusdo

* Fluxo registrado a cada I0Omin / intervalo de tempo. Peso do rim

4- RVR (mmHg / ml.g!l.minl) = Resisténcia vascular renal.

RVR =PP (mmHg) / FPR

5- RFG (ml.g’L.min’l) = Ritmo de filtracdo glomerular
RFG = DOUin / DOPIn . FU
DOUin = Densidade 6tica da inulina na urina

DOPin = Densidade 6tica da inulina no perfusato
6- FNat (pEg. g™.min’l) = Sadio filtrado

FNat = RFG . PNa+t

PNat+ = Concentracédo de sodio no perfusato
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7- ENat (pEg. g Vmin’l) = Sédio excretado
ENat= FU. UNa+

UNat = Concentragdo de sodio na urina

8- TNat (pEg. g”™.min'l) = Sédio transportado
TNat+= FNat- ENat

9- %TNat= Percentual de sdédio transportado

%TNat = TNat. 100 / FNat

10- Cosm (ml.gl.min'l ) = Clearance osmético
Cosm= (Uosm/Posm). FU
Uosm= Osmolaridade urinaria

Posm= Osmolaridade do perfusato

11-Ch20 (ml.g'l.minl) = Clearance de agua livre

Ch20=FU- Cosm

12- dTNa+ (ml.gl.min’l )= Transporte distai de s6dio
dTNat= CH2o- PNat

13- Ad (pEqg.g”.minl) = Aporte distai de sédio
Ad = dTNat + ENat

14- pTNat (pEq.g”.minl) = Transporte proximal de sodio
pTNat = FNat . Ad*

* Aporte distai de sédio

15- %pTNa+ = Percentual de transporte proximal de sodio

%pTNat = pTNat . 100 / FNat

40



16- FK' (pEg. g”™.min’) = Potassio filtrado
FK+ = RFG . PK+

PK+ = Concentracdo de potassio no perfusato

17 EK+ (pEQ. g™.min'l) = Potassio excretado
EK+=FU . UK+

UK+ = Concentracdo de potassio na urina

18- TK (pEqg. g”.min'l) = Potéassio transportado
TK+ = FK+ EK+

19- pTK+ (pEQ. g™.min"1) = Transporte proximal de potassio
pTK+ = FK+ Ad*

* Aporte distai de potéssio

20- % TK = Percentual de potassio transportado

%TK+ = TK+ . 100 / FK+

21- %pTK+ = Percentual de transporte proximal de potassio

%pTK+ = pTK+ . 100/ FK+

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com
significancia p<0,05 para comparacdo entre 0s grupos. Esta permitiu a
avaliacdo da ocorréncia de alteragcdes funcionais renais durante o periodo de

perfusdo. Os dados desse trabalho foram expressos em média (x) £ E. P. M.
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Os trinta minutos iniciais de cada experimento serviram como controle
interno e o0s resultados obtidos apds esse periodo foram comparados

estatisticamente através do teste “t” de Student.

A analise dos dados foi realizada em computador PC-DX-2. Usou-se 0

programa Sigmastat.

O teste “t” de Student foi aplicado para andlise estatistica de sodio e
potassio tissulares dos rins controle e perfundidos, nos Vvarios grupos

experimentais e nas comparacdes dentro do proprio grupo.
As tabelas e os graficos dos parametros funcionais renais foram

analisados segundo a variavel de tempo, que foi dividido em intervalos de 30

minutos.
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Tabela 1: Parametros funcionais de rins perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina (n=9).

Tempo(min.)

30

60

90

120

PP

110,8 +2,73

113,0 +4,48

110,6 +2,27

110,6 +3,03

FU

0,14 +0,005

0,15 +0,004

0,15 +0,006

0,15 +0,004

Os dados representam a média £ E. P. M. (p<0,05).

PP = Pressdo de perfusdo; FU = Fluxo urinario; RVR = Resisténcia vascular renal; FPR = Fluxo de perfusdo renal; RFG = Ritmo de

filtracdo glomerular.

RVR

4,8 +0,30

4,7 +0,15

4,45 + 0,22

4,51 +0,19

FPR

14,9 +0,36

14,8 +0,44

15,0 +0,32

15,2 +0,38

RFG

0,79 £ 0,03

0,73 + 0,02

0,75 £ 0,03

0,73 £ 0,04



T+

Tabela 2: Parametros funcionais de rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit na presenga de 6% de albumina bovina

(n=9).

Tempo(min.) %TNat %pTNat %TK+ %pTK+
30 82,1 £2,4 81,0 +2,9 66,0+ 11 650+20
60 80,8 £2,0 79,0 £3,14 65,7 +1,14 66,0 £ 1,5
90 80,6 +£3,6 78,8 £2,95 66,8 + 1,03 67,0 £3,5
120 80,4 £2,6 81,9 £3,05 67,0 = 1,05 650+ 12

Os dados representam a media + E. P. M. (p<0,05).
%TNat = Percentual de transporte de sodio; %pTNal = Percentual de transporte proximal de sédio; %TK+= Percentual de

transporte de potassio; %pTK+= Percentual de transporte proximal de potéssio.



Tabela 3: Parametros funcionais de rins perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit na presenga de 6% de albumina bovina

indometacina (n=6).

Tempo(min.)

30

60

90

120

PP

106,0 +2,0

108,0 +3,4

106,0 = 1,65

104,0 £3,1

FU

0,12 +0,010

0,13 +0,004

0,14 +0,004

0,13 +0,006

Os dados representam a média + E. P. M. (p<0,05).

PP = Pressdo de perfusdo; FU = Fluxo urinario; RVR = Resisténcia vascular renal; FPR = Fluxo de perfusdo renal; RFG = Ritmo de

filtracdo glomerular.

RVR

3,9+0,25

3,65 +0,17

3,70 +0,11

3,7+0,12

FPR

13,2 +0,49

13,8 +0,67

14,0 £0,57

13,4 +0,47

RFG

0,71 +0,02

0,68 + 0,05

0,69 +0,04

0,69 + 0,05



Tabela 4: Parametros funcionais de rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina

e indometacina (n=6).

Tempo(min.) %TNat %pTNat %TK+ %pTK+
30 82,1 +24 81,0 +2,9 67,3 £2,03 64,0 +£2,0
60 80,8 £ 2,0 79,0 £2,1 68,0 £2,14 65,0 £3,0
90 80,6 £ 2,6 78,8 2,9 69,0+ 1,6 63,0 £2,5
120 80,426 81,9 £3,0 68,0+ 12 65,9 +2,7

Os dados representam a media + E. P. M. (p<0,05).
%TNat = Percentual de transporte de sodio; %pTNa = Percentual de transporte proximal de sddio; %TK+= Percentual de

transporte de potéssio; %pTK = Percentual de transporte proximal de potéssio.



Tabela 5: Parametros funcionais de rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina e

dexametasona (n=9)

Tempo(min.)

30

60

90

120

PP

1160+ 1.2

1130+ 12

1150 +2,4

116,0 +2,0

FU

0,14 +0,01

0,15 +0,01

0,16 +0,01

0,15 +0,02

Os dados representam a média £ E. P. M. (p<0,05).

PP = Pressdo de perfusdo; FU = Fluxo urinario; RVR = Resisténcia vascular renal, FPR = Fluxo de perfusdo renal; RFG = Ritmo de

filtracdo glomerular.

RVR

4,03 + 0,30

4,20 +0,35

4,23 +0,40

4,30 +0,38

FPR

134+ 10

132+ 172

140+ 13

130+13

RFG

0,75 + 0,006

0,68 + 0,07

0,68 + 0,05

0,67 +0,03



Tabela 6: Parametros funcionais de rins perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina

e dexametasona (n=9).

Tempo(min.) %TNat %pTNat %TK+ %pTKH+
30 81,3 +2,31 80,0+ 17 60,8 +1,6 62,025
60 780+ 172 792+ 16 59,0+29 63,0 £3,7
90 77,0 £ 1,61 78,0 £ 3,0 62,0 + 3,39 60,1 + 12
120 76,0 £2,7 77,9 £3,1 63,0 +3,08 61,0 +2,0

Os dados representam a média £ E. P. M. (p<0,05).
%TNat = Percentual de transporte de sodio; %pTNat+ = Percentual de transporte proximal de sédio; %TK+= Percentual de

transporte de potassio; %pTK = Percentual de transporte proximal de potassio.



Tabela 7: Parametros funcionais de rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina e veneno

de Crotalus durissus cascavella (I0pg/ml) (n=8).

Tempo(min.)

30

60

90

120

PP

110,0 £ 1,35

131,0 +4,19*

126,8 +3,45*

113,6 +4,80

FU

0,15 +0,01

0,23 +0,02*

0,30 + 0,02*

0,18 +0,015*

Os dados representam a média + E. P. M. (*p<0,05).

PP = Pressao de perfusdo; FU = Fluxo urinario, RVR = Resisténcia vascular renal; FPR = Fluxo de perfusdo renal; RFG = Ritmo de

filtracdo glomerular.

RVR

4,70 + 0,35

6,64 +0,48*

7,12 +0,52*

7,26 £ 0,50*

FPR

14,0+0,78

12,0 +0,80*

11,4 +0,52*

9,6 £0,42*

RFG

0,77 + 0,03

0,70 £ 0,04

0,73 + 0,02

0,54 +0,03*



Tabela 8: Parametros funcionais de rins perfundidos com solucéo de Krebs-Henseleit na presenca de 6% de albumina bovina

e veneno de Crotalus durissus cascavella (10p.g/ml) (n=8).

Tempo %TNat %pTNat %TK# %pTK+
30 81,1 +54 82,1 +2,8 65,6 £ 1,31 64,8 +2,0
60 72,5 £ 5,87 73,2+3,1 63,0 + 2,65 61,0 £3,0
90 70,9 + 5,66 69,0 +4,5 61,8 +2,00 63,0+24
120 62,3 +4,28* 63,6 +3,2* 62,3 + 3,02 62,0 £3,2

Os dados representam a media = E. P. M. (*p<0,05).

%TNa = Percentual de transporte de sdédio; %pTNat = Percentual de transporte proximal de sédio; %TK = Percentual de

transporte de potassio; %pTK+= Percentual de transporte proximal de potassio.
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Figura 10: Comparagdo entre as pressdes de perfusdo de rins dos

grupos controle e tratado com veneno da Crotalus durissus cascavella.
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Figura 11: Comparagdo dos fluxos urinarios de rins dos grupos

controle e tratado com veneno da Crotalus durissus cascavella.
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A resisténcia vascular renal dos animais tratados com o veneno foi

significativamente (p<0,05) maior que a obtida no grupo controle (Figura 12).

O fluxo plasmatico renal diminuiu progressivamente apés a infusdo do

veneno, com efeito maximo aos 120 min de perfusédo (Figura 13).

A figura 14 mostra uma alteracdo importante na resposta fisiologica a
nivel do ritmo de filtragdo glomerular de rins perfundidos com o veneno. O
grupo tratado apresentou uma intensa redugdo aos 120 min. de perfusdo, com
significancia quando comparada com o grupo controle e com o controle

interno.

O percentual de transporte tubular de sddio e o percentual de transporte
tubular proximal de sédio foram reduzidos significativamente aos 120 min. de
perfusdo quando comparados com o grupo controle e com o controle interno do
proprio experimento (Figuras 15 e 16). O tdbulo renal proximal foi o maior

sitio de acdo do veneno.

O percentual de transporte tubular de potéssio apresentou uma queda

discreta, sem valor estatistico.

O percentual de transporte tubular proximal de potassio permaneceu

estavel, desse modo nédo apresentou significancia em todo o tempo de perfusao.
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Figura 12: Comparacdo entre a resisténcia vascular renal dos grupos

controle e tratado com veneno da Crotalus durissus cascavella.
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Figura 13: Comparacéo entre os fluxos plasmaticos renais dos grupos

controle e tratado com veneno da Crotalus durissus cascavella.
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Figura 14: Comparagédo entre os ritmos de filtracdo glomerular de rins
dos grupos controle e tratado com veneno da Crotalus durissus

cascavella.
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Figura 15: Comparagdo entre os percentuais de transporte tubular de
sédio de rins dos grupos controle e tratado com veneno da Crotalus

durissus cascavella.
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Figura 16: Comparacdo entre os percentuais de transporte proximal de
sédio de rins dos grupos controle e tratado com veneno da Crotalus

durissus cascavella.
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Efeito do veneno da C. d. cascavella na presenca de indometacina

A indometacina foi capaz de reverter a maioria das alteracdes renais
provocadas pela acdo do veneno. Estes dados estdo sumarizados nas tabelas 9 a
17. Esta droga antagonizou o aumento da pressdo de perfusdo e fluxo urinario
(Figuras 17 e 18). No grupo experimental tratado com indometacina e veneno,
os valores da pressdo de perfusdo encontrados permaneceram muito proximos

dos resultados do grupo controle.

O aumento da resisténcia vascular renal e a queda do fluxo de perfusdo
renal induzida pela acdo do veneno foi também antagonizada com o uso desta

substancia (Figuras 19 e 20).

No grupo experimental tratado com indometacina e veneno ndo houve
reversdo da reducgdo drastica do ritmo de filtragcdo glomerular, observado no
grupo tratado somente com o veneno (Figura 21), apesar desta droga ter
melhorado o RFG. Além desse parametro, ela também foi capaz de bloquear a
queda do percentual de transporte tubular de soédio (Figura 22) e do percentual

de transporte tubular proximal de sédio (Figura 23) induzido pela peconha.
O percentual de transporte tubular de potassio e o percentual de

transporte tubular proximal de potassio se mantiverem estaveis durante os 120

min. de perfusao.
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Tabela 9: Comportamento da pressdo de perfusdo (mmHg) dos rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com

veneno (n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno

(n=6).

Tempo(min.)

30

60

90

120

Controle

110,8 2,7

113,0 +4,48

110,6 +2,27

110,6 +3,03

\Veneno

111,0+ 1,35

131,6+4,19*

126,8 +3,45*

112,6 +4,8

Os dados representam a média £ E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 ug/ml).

Indo + veneno

113,0 +0,92

116,0 £3,20

114,1 +4.,86

115,5 +0,60

Dexa + veneno Nif + veneno
111,4 +£2,50 99,0 £ 2,59
105,6 +£2,04 98,0 + 3,76
107,0 2,61 97,3 + 3,99
100,2 £3,46 97,0 +4,17



Tabela 10: Fluxo urinario (ml.g-1.minl) dos rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com veneno (n=8),

indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno (n=6).

Tempo(min.)

30

60

90

120

Controle

0,14 +0,005

0,15 +0,004

0,15 +0,006

0,15 +0,004

\Veneno

0,15 +0,01

0,23 +0,02*

0,30 + 0,02*

0,18 +0,01*

Os dados representam a média £ E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).

Indo+ veneno

0,15 +0,01

0,16 +0,01

0,18 +0,01

0,19 +0,02

Dexa + veneno Nif +veneno
0,14 +0,002 0,14 +0,01
0,17 £0,01 0,15 0,01
0,15 +0,01 0,17 £0,02
0,16 0,01 0,18 +0,01



Tabela 11: Resisténcia vascular renal (mmHg/ ml.g'.min") dos rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com

veneno (n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno
(n=6).

Tempo(min.) Controle Veneno Indo+ veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
30 4,8 +0,30 4,7 +£0,35 4,6 +0,15 445 +0,14 3,9 £0,12
60 4,7 £0,15 6,64 = 0,48* 4,0+£0,14 4,5 +0,23 3,6 £0,24
90 4,45 + 0,22 7,12 +0,52* 4,2 £0,19 4,3 +0,26 3,5+0,22
120 451 +0,19 7,26 +0,50* 4,4 +0,30 4,12 +0,21 3,8 £0,10

Os dados representam a media = E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).



Tabela 12: Fluxo de perfusdo renal (ml. g'L. min’l) dos rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com veneno

(n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno (n=6).

Tempo(min.) Controle
30 14,9 +0,36
60 14,8 + 0,44
90 15,0 +£0,32
120 15,2 +0,38

Veneno

14,0 £ 0,78

12,0 +0,80

11,4 +0,52*

9,6 +0,42*

Os dados representam a média + E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (IOpg/ml).

Indo+ veneno

13,9 +0,65

14,1+0,64

15,0 +0,52

13,4 +0,48

Dexa + veneno Nif+ veneno
14,5 +£ 0,59 14,8 +0,12
13,8 £0,53 15,5 +0,40
14,8 £0,38 16,0 £0,31
13,9 £0,28 14,9 £0,33



Tabela 13: Ritmo de filtracdo glomerular (ml.g"1.min') dos rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com veneno

(n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno (n=6).

Tempo(min.)

30

60

90

120

Controle

0,79 £0,03

0,73 £0,02

0,75 £ 0,03

0,73 £0,04

Veneno

0,77 £ 0,03

0,70 £ 0,04

0,73 £0,02

0,54 +0,03*

Os dados representam a média £ E. P. M. (*p<0,05).

Veneno da Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).

Indo+ veneno

0,70 + 0,04

0,69 + 0,03

0,69 + 0,05

0,66 = 0,06

Dexa+ veneno

0,75+ 0,02

0,72 + 0,03

0,72 +0,05

0,70 + 0,03

Nif+ veneno

0,72 £ 0,03

0,74 +0,04

0,76 £ 0,02

0,74 £ 0,03
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Tabela 14: Percentual de transporte tubular de sédio de rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com veneno

(n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno (n=6).

Tempo(min.) Controle Veneno Indo + veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
30 82,1 £2.4 811 54 74,8 £3,9 84,3 + 1,09 82,6 +2,8
60 80,8 £2,0 72,6 £ 5,87 73,4 £4,07 83,6 £ 1,20 82,8 £ 1,83
90 80,6 £2,6 70,9 + 5,66 72,3 £ 3,24 82,5 + 1,60 71,4 +3,66
120 80,4 £2,6 62,3 + 4,28* 73,7 £3,7 81,5 +2,7 69,4 + 3,6*

Os dados representam a media + E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 ug/ml).



Tabela 15: Percentual de transporte tubular proximal de Sédio de rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com

veneno (n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 Lig/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno
(n=6).

Tempo(min.) Controle Veneno Indo + veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
30 81,0 £2,9 82,1 +2,8 73,8 £3,9 84,3 £ 1,09 81,2 +2,8
60 79,0 £3,14 73,2 £3,1 70,4 £4,07 82,6 + 1,20 79,4 £ 1,25
90 78,8 £2,95 69,0 +4,5* 72,3 £ 3,24 80,0+ 25 77,4 £33
120 81,9 3,05 63,6 £3,2* 70,2 + 3,27 80,6 + 2,62 67,4 + 3,6*

Os dados representam a média = E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).
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Tabela 16: Percentual de transporte tubular de potéssio de rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados com veneno

(n=8), indometacina (10 Lig/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 pg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 ug/ml) + veneno (n=6).

Tempo(min.) Controle Veneno Indo + veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
30 66,0 + 1,1 65,6+ 1,31 65,0 +2,78 60,3 £ 2,87 68,7 +4,8
60 63,7 + 1,14 63,0 + 2,65 66,0 = 5,6 62,3 + 1,03 705+29
90 66,8 + 1,03 61,8 +2,0 67,0 £3,24 61,0+ 12 71,0 £2,0
120 67,0 £ 1,05 62,6 = 3,02 67,2 + 3,27 625+ 12 69,8 + 2,6

Os dados representam a média £ E. P. M. (*p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 p.g/ml).
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Tabela 17: Percentual de transporte tubular proximal de potéassio de rins perfundidos de rato nos grupos controle (n=9) e tratados

com veneno (n=8), indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 p.g/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 pg/ml) + veneno
(n=6).

Tempo(min.) Controle Veneno Indo + veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
30 65,0 £2,0 64,8+ 2,0 65,5 +2,1 62,3 +3,8 66,7 + 4,8
60 66,0 £ 15 61,0 +£3,0 64,0 +4,6 653+ 13 63,5 +29
90 67,0 £ 35 63,0+24 64,7 + 2,2 629+ 172 67,0+2,0
120 650+ 172 62,6 + 3,2 639+ 17 645+ 12 65,8 +2,6

Os dados representam a média £ E. P. M. (p<0,05).

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 |_tg/ml).
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veneno
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Dexa + veneno
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Figura 17: Comparagdo entre as pressdes de perfusdo de rins controle e

tratado com veneno na auséncia e na presenca de Indo, Dexa ou

Nif. Os 30 minutos iniciais funcionaram como controle interno de

cada grupo.
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Fluxo Urinario

0,40
controle

h veneno

m Indo + veneno

e dexa + veneno
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120
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Figura 18: Comparacdo entre os fluxos urinarios de rins controle e tratado
com veneno na auséncia e na presenca de Indo, Dexa ou Nif. Os

30 minutos iniciais funcionaram como controle interno de cada

grupo.
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Resisténcia vascular renal (mmHg/ml/g/min

Figura 19: Comparacdo entre as resisténcias vasculares de rins controle e
tratado com veneno na auséncia e na presenga de Indo, Dexa ou
Nif. Os 30 minutos iniciais funcionaram como controle interno de

cada grupo.
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Huo plasmético reral (ml/g/min)

18
controle

veneno
indo + veneno
Dexa + wveneno
Nif + wveneno

tempo (min)

Figura 20: Comparacgéo entre os fluxos plasmaticos de rins controle e tratado
com veneno na auséncia e na presenca de Indo, Dexa ou Nif. Os

30 minutos iniciais funcionaram como controle interno de cada

grupo.
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Ritmo de filtragdo glomerular (ml/g,min

controle
veneno

Indo + veneno
Dexa + veneno
Nif + veneno

O m > H

tempo (min)

Figura 21: Comparacdo entre os ritmos de filtracdo glomerular de grupo
controle e tratado com veneno na auséncia e na presenca de Indo,
Dexa ou Nif. Os 30 minutos iniciais funcionaram como controle

interno de cada grupo.
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90
Controls
veneno
Indo + veneno
Dexa + veneno
Nif + veneno
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Figura 22: Comparacdo entre os percentuais de transporte tubular de sédio de
rins controle e tratado com veneno na auséncia e na presenca de

Indo, Dexa ou Nif. Os 30 minutos iniciais funcionaram como

controle interno de cada grupo.
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Indo + veneno
Dexa + veneno
Nif + veneno
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Figura 23: Comparacgdo entre os percentuais de transporte tubular proximal
de sodio de rins controle e tratado com veneno na auséncia e na
presenca de Indo, Dexa ou Nif. Os 30 minutos iniciais

funcionaram como controle interno de cada grupo.
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Efeito do veneno da C. d. cascavella na presenga de dexametasona

A dexametasona na dose de 20 pg/ml protegeu os rins dos efeitos
toxicos do veneno. Estes dados estdo demonstrados nas tabelas 9 a 16.
Observou-se uma reversdo do aumento da pressdo de perfusdo e fluxo urinario
(Figuras 17 e 18) causada pela infusdo de 10 pg/ml do veneno aos 60 e 90

min., quando comparado com o0 grupo tratado somente com 0 veneno.

A dexametasona também foi capaz de reverter a queda do fluxo
plasmatico renal (Figura 20), o aumento da resisténcia vascular renal (Figura
19) e o decréscimo do ritmo de filtracdo glomerular (Figura 21) durante a

perfusdo com o uso isolado do veneno.

No grupo experimental tratado com dexametasona e veneno, 0
percentual de transporte tubular de sédio e o percentual de transporte tubular
proximal de sédio ndo mostraram alteracdo significativa, desse modo essa
substancia preveniu o decréscimo dos mesmos, pPOIS nesse grupo nao
observamos a queda aos 120 min. desses parametros, como Visto no grupo

tratado somente com o veneno (Figuras 22 e 23).

No grupo controle em que houve perfusdo com a solugdo de Krebs
Henseleit e dexametasona, foi observada uma reducdo do percentual de
transporte tubular de potéssio em relacdo ao grupo controle (Tabela 2), o qual
foi perfimdido somente com solugdo de Krebs-Henseleit modificada (Tabela
6), no entanto no grupo experimental em que a dexametasona foi adicionada

previamente ao veneno (Tabela 17) esse efeito persistiu.
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Efeito do veneno da C. d. cascavella na presenca de nifedipina

A nifedipina antagonizou o aumento da pressdao de perfusdo e fluxo
urinario (Figuras 17 e 18), bem como o decréscimo do ritmo de filtracdo

glomerular (Figura 15).

No grupo tratado com nifedipina e veneno, a resisténcia vascular renal
foi reduzida a niveis mais baixos que o controle, devido a capacidade dos

antagonistas de canal de calcio em diminuir a resisténcia (Figura 19).

Com a adicdo de nifedipina no inicio do experimento observamos um
aumento do fluxo de perfusédo renal (Figura 20), e ap6s a infusdo do veneno
esse efeito persistiu, mostrando a reversdo do decréscimo desse parametro

provocado pelo veneno.

O percentual de transporte tubular de sédio (Figura 22) e o percentual de
transporte tubular proximal de sédio (Figura 23) continuaram reduzidos com o
uso deste farmaco. em trabalho anterior, quando foi utilizada a perfuséo
somente de solucdo de Krebs-Henseleit e nifedipina, também foi observada

uma reducdo desses dois parametros (Monteiro et al., 1994).

Observamos que durante todo o periodo de perfusdo, o percentual de
transporte tubular de potassio e o percentual de transporte tubular proximal de
potassio permaneceram estaveis, sem ocorréncia de alteracdes significativas
entre os intervalos de tempo analisados, mas a média desse grupo foi maior que

a média do grupo isolado do veneno.
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Composicao eletrolitica tecidual de sodio e potassio nos rins controle e

perfundidos

Os dados apresentados na tabela 18 mostram os resultados obtidos pela
dosagem de sodio e potéssio tissulares no rim perfundido e no rim controle
contralateral. Os diferentes grupos de perfusdo incluem o controle e os diversos

grupos tratados com o veneno, indometacina, dexametasona e nifedipina.

A infusdo do veneno da Crotalus durissus cascavella causou uma
reducdo no sodio tissular quando comparado ao controle (Figura 24), mas ao

utilizar a dexametasona, indometacina houve um bloqueio deste efeito.

No grupo em que a nifedipina foi administrada previamente ao veneno,
houve queda do sédio tissular de forma semelhante ao uso isolado de nifedipina
em perfusdo renal, ja descrito anteriormente por Monteiro et al. (1994). O uso
do veneno também reduziu o potassio no tecido renal, mas ndo foi significativo

em relacé@o ao controle.
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Tabela 18: Composicdo eletrolitica tecidual de sédio e potassio em rins ndo perfundidos (RE) e rins perfundidos (RD) com o veneno (n=8),

indometacina (10 pg/ml) + veneno (n=6), dexametasona (20 gg/ml) + veneno (n=6) e nifedipina (10 |_ig/ml) + veneno (n=6).

Controle Veneno Indo + veneno Dexa + veneno Nif+ veneno
Nat RE 162,2 + 14 160,1 £11 146,14 +14 1545 + 13 150,84 £9,0
ft-Eq.g!
RD 170,0 £ 12 115,0 £8,0* 154,93 £11 175,2 + 16 129,25 + 10,0*
K+ RE 127,64 + 10 120,7 £8,0 129,44 + 7,0 118,2 +£7,0 110,8 £8,0
p.EQ.g’l
RD 117,14 £7,0 114,7 £9,0 119,1 £9,0 110,43 £9,0 93,6 £6,8

Os dados representam a média £ E.P.M.

Veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).
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Rim nao perfundido
Rim perfundido
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Figura 24: Concentracdo tecidual de sédio em rins ndo perfundidos e
perfundidos com veneno na auséncia e na presenca de Indo, Dexa

ou Nif
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Avaliacéo histoldgica

Os dados deste estudo estdo sumarizados nas tabelas 19 e 20.

Na analise histolégica dos rins de animais pertencentes ao grupo
controle, foi observado uma pequena quantidade de material protéico no espaco
urinario em 8% dos glomérulos analisados. N&ao foi encontrada qualquer

alteracdo a nivel de tubulos, vasos e intersticio (Figura 25).

No grupo em que os rins foram perfundidos somente com 0 veneno,
foram analisados 985 glomérulos, dentre eles 52% apresentaram intensa
quantidade de material protéico no espaco urinario. Cilindros hialinos foram
evidenciados nos tubulos renais. Nao foi encontrada qualquer anormalidade a

nivel de vasos e intersticio (Figura 26).

Foi observada uma pequena quantidade de material protéico no espaco
urinario em 30% de 548 glomérulos analisados do grupo em que os rins foram
perfundidos com indometacina previamente ao veneno. N&o foi encontrada

alteracdes a nivel de tubulos, vasos e intersticio(Figura 27).

Os rins que receberam dexametasona previamente ao veneno nao
apresentaram cilindros hialinos nos tubulos renais. Neste grupo foram
analisados 372 glomérulos, dentre eles somente 13% apresentaram material

protéico no espaco urinario (Figura 28).

No grupo em que os rins foram perfundidos com nifedipina e veneno,
795 glomérulos foram analisados, mas somente 21% apresentaram material
protéico no espaco urinario e ndo apresentaram cilindros hialinos nos tdbulos

renais (Figura 29).
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Tabela 19: Alteragdes histopatoldgicas de rins perfundidos com veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml) e rim controle.

GLOMERULOS TUBULOS
(material protéico) (cilindros hialinos)
discreta moderada intensa discreta moderada intensa

VI + +
V2 + +
V3 + +
V4 +
V5 + +

Cl
C2
C3
C4 +
C5 +

V: rins tratados com veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml).
C: rins controle contralateral.



Tabela 20: AlteracGes histopatolégicas de rins perfundidos com veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml) e blogueio
farmacol6gico com indometacina (10 pg/ml), dexametasona (20 pg/ml), e nifedipina (10 pg/ml).

GLOMERULOS TUBULOS
(material protéico) (cilindros hialinos)
discreta moderada intensa discreta moderada intensa

VI + +
V2 + +
V3 + +
V4 +
V5 + +
1 +
12 +
13 +
14 +
15
Dl
D2 +
D3 +
D4 +
NI
N2 +
N3
N4 +
N5 +
V: rins tratados com veneno de Crotalus durissus cascavella (10 pg/ml). I: rins tratados com veneno + indometacina.

N: rins tratados com veneno + nifedipina. D: rins tratados com veneno + dexametasona.



Figura 25a - Rim controle: apresentando glomérulo sem alteracdo

(HE-100X).
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Figura 26a- Fotografia de rim tratado com 10 gg/ml de veneno
apresentando giomeérulo com material protéico no espago

urinario (HE-400x).
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apresentando cilindros hialinos nos tdbulos renais. (HE-

100x).
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Figurai 27- Rim previamente tratado com indometacina (10 pg/ml)

apresentando material protéico em alguns glomeérulos e

tubulos normais (HE-40x).
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Figura 28- Rim previamente tratado com dexametasona (20 |ig/ml).

apresentando glomérulos e tubulos normais (HE-IOOXx).
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Figura 29- Rim previamente tratado com nifedipina (10 Lig/ml)

apresentando glomérulos e tubulos normais (HE-IOOX).
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O rim ¢ particularmente vulneravel a toxinas, por causa do alto fluxo
sanguineo e da capacidade de concentrar substancias na urina (Burdmann,

1993).

A nefrotoxicidade é uma complicacdo frequentemente observada em
pacientes vitimas dos acidentes ofidicos (Amaral, 1980; Burdmann, 1993),
sendo responsavel por um grande namero de mortes. Em geral, 0s possiveis
mecanismos de lesdo renal, por envenenamento ofidico, incluem isquemia e
nefrotoxicidade direta. A isquemia deve-se, principalmente a hipotensao,

vasoconstricdo renal ou coagulagdo intravascular disseminada (Warrell, 1991).

O veneno da C. d. terrificus tem atividade fisiopatologica hemolitica e
neurotdéxica no homem, com frequente ocorréncia de insuficiéncia renal

acompanhada de necrose tubular aguda (Azevedo-Marques, 1985).

A doenca renal que provoca a insuficiéncia renal aguda é uma entidade
conhecida como necrose tubular aguda (NTA), um termo que descreve uma
sindrome clinica caracterizada por um declinio da taxa de filtracdo glomerular
alguns minutos a varios dias ap0s a agressao isquémica ou neffotdxica aguda.
Na maioria dos pacientes com necrose tubular aguda, o evento desencadeador
consiste na reducdo do fluxo plasmético renal ou exposicdo a algum agente
nefrotdxico. Apesar do uso regular do termo necrose tubular aguda, pode ndo
haver necrose dos tabulos, e o quadro histolégico pode ndo ser diagnosticado

(Andreoli et al, 1994).

As peconhas ofidicas produzem efeitos no organismo animal,
indiretamente através da liberacdo de substancias farmacologicamente ativas,

ou diretamente através de acdes nas membranas celulares (Vital Brazil, 1980).
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Foi utilizado o sistema de perfusdo de rim isolado, um modelo
experimental para o estudo de efeitos diretos do veneno, excluindo outros

fatores que poderiam interferir nos resultados.

Barraviera et al. (1989) acompanharam 40 pacientes que sofreram
envenenamento ofidico e observaram que alguns pacientes vitimas de serpentes
do género Crotalus apresentaram episodios hipertensivos. No presente estudo
de perfusdo de rim isolado de rato, o aumento da pressdo de perfusdo apos a
infusdo do veneno da C. d. cascavella, pode ter sido devido a participacdo de

mediadores vasoconstritores ocasionando alteracdo vascular.

Uma intensa diurese foi observada como provavel lesdo renal precoce e
liberagdo de substancias com agdo diurética, onde o aumento da pressdo de
perfusdo também pode ter contribuido para o aumento do fluxo urinario, no

modelo de rim isolado de rato.

Pelo menos duas classes de peptideos natriuréticos estdo presentes no
veneno da B. jararaca, peptideo potenciador de bradicinina (BPP) e o peptideo
natriurético tipo C (CNP), esses agem sinergicamente sobre a pressdo
sanguinea, e provavelmente contribuem para os efeitos cardiovasculares

causados por esse veneno (Murayama et al., 1997).

Amaral et al. (1986) em estudos realizados em vitimas de serpentes C. d.
terrificus, observaram que estes desenvolveram insuficiéncia renal aguda de
alto débito, com elevacao progressiva dos niveis séricos de uréia e creatinina,
portanto a auséncia de oligoaniria ndo afasta a possibilidade de

comprometimento renal.

A determinacdo da creatinina sérica possibilita uma estimativa da fungéo
glomerular, pois esta é eliminada quase que completamente pela filtracdo

glomerular (Andreoli et al., 1994).
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Feitosa (1996) em estudo experimental in vivo, observou que 0 veneno
da C. d. cascavella provoca um aumento dos niveis séricos de creatinina e

reducdo dos niveis séricos de albumina, globulina e sodio.

Em geral, os venenos de cascavéis produzem altera¢des na resisténcia e
integridade de vasos sanguineos (Dart e Rusell, 1991). Em nossos
experimentos, a resisténcia vascular renal do grupo de animais tratados com o
veneno da C. d. cascavella foi significativamente maior do que a obtida no
grupo controle, podendo ser resultado de uma acdo vascular do veneno. No
estudo histolégico ndo se observou obstrugdo a nivel dos vasos, podendo

sugerir entdo uma vasoconstrigao arteriolar.

Amorim e Melo em 1952 ja descreviam que todo agente que diminui a
circulagdo sanguinea nos capilares glomerulares e peritubulares, reduzindo a
pressdo nestes capilares, levava a uma diminuicéo da filtracdo e do suprimento
sanguineo (hipdxia). Ainda segundo 0s mesmos autores, as alteragbes de
permeabilidade dos capilares glomerulares que surgem no envenenamento
crotalico, seriam devidas a falta de oxigénio subsequente a vasoconstri¢cdo
arteriolar. Estudos mais recentes demonstraram que a constricdo da arteriola

aferente reduz a velocidade do fluxo sanguineo pelo glomérulo (Guyton, 1997).

Paralelo ao aumento da resisténcia vascular renal, observa-se no grupo
perfimdido com o veneno, uma queda progressiva do fluxo de perfusédo renal e
do ritmo de filtracdo glomerular, sugerindo um aumento da resisténcia da
arteriola glomerular aferente, que pode ser resultante da liberacdo de

substancias vasoconstritoras.

Os fatores produzidos e liberados pelas células endoteliais vasculares,
desempenham uma funcdo importante na modulacdo da hemodinamica. Os
agentes vasoconstritores derivados da via ciclooxigenase nas células endoteliais

vasculares incluem tromboxanos e prostaglandinas (Guyton, 1997).
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Existem prostaglandinas com efeito vasodilatador, como a PGE2 e PGI?2,
enquanto outras como a PGF2a e TXA2 tém efeito vasoconstritor. Pequeno
aumento de suas concentra¢cdes com diminuicdo discreta dos niveis de PGE2 e
PG12, podem causar uma vasoconstricdo acentuada (Pinheiro, 1995), podendo a
prostaglandina estar envolvida na vasoconstri¢do renal, seguida de um aumento

da resisténcia vascular renal e decréscimo do ritmo de filtracdo glomerular.

De maneira geral, a alteracdo da hemodindmica renal pode também
afetar o processo funcional de reabsorgéo e secregdo tubular (Pinheiro, 1995).
A excrecdo de sodio depende do ritmo de filtracdo glomerular e da taxa de
reabsorcdo deste ion (Vander, 1995). No presente experimento, o percentual de
transporte tubular de sédio foi reduzido no grupo tratado com veneno, por
provavel diminuicdo da reabsorcdo de sédio. Este efeito provavelmente ocorreu
nos tubulos renais proximais, pois a reducdo foi paralela & do percentual de

transporte tubular de sodio.

Defeitos tubulares podem levar & absor¢do incompleta de sodio, pois 0s
tubulos perdem a capacidade de funcionar efetivamente apds vérias lesdes

isquémicas.

Ja& foram sugeridas diversas alteragBes bioquimicas como fatores
responsaveis de lesdo celular na insuficiéncia renal aguda, incluindo disfuncéo
mitocondrial, deplecdo de ATP, degradacgdo de fosfolipidios, elevacdo do célcio
livre no citosol, diminuicdo da atividade de Na -K+ ATPase, alteracdo no
metabolismo dos substratos, alteracbes lisossomicas e producdo de radicais
livres de oxigénio, mas ainda ndo estdo bem definidas as alteragBes que atuam
como causa e as que representam apenas consequéncias de lesdo celular

avancgada (Andreoli et al, 1994).
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Os derivados do acido araquiddnico estdo envolvidos em varios
processos bioldgicos e patoldgicos. Este acido é um poliinsaturado que se
origina de fontes alimentares ou de conversdo enddgena a partir do &cido
linoléico. Para que seja utilizado na formacdo de eicosanoides, ele ¢é
inicialmente liberado dos fosfolipideos por acdo da fosfolipase A2 (Lewis,

1985).

A acdo de enzimas do veneno botrépico em fosfolipideos de membranas
celulares pode levar a liberagdo do &cido araquidénico (Franca & Fan, 1992).
Uma vez liberado, é convertido em prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas (através da via catalisada pela cicloxigenase), ou em 4&cido
hidroxieicosatetraendico e leucotrienos (derivados da via catalisada pela

lipoxigenase).

Barraviera (1993) observou que o sitio priméario de acdo da crotoxina,
principal fracdo do veneno da Crotalus durissus terrificus, é a membrana
plasmatica, estando assim relacionada com a hidrélise de fosfolipidios. Aradjo
et al. (1992) afirmaram que o calcio é importante para a atividade dessa fragéo.
A fosfolipase A2 é o principal componente responsavel pelo complexo
crotoxina. Devido a similaridade dos efeitos parece que a C. d. cascavella

também contém essa toxina.

Silva (1995) observou que a crotoxina da Crotalus durissus terrificus
exerce efeito renal através de um mecanismo direto e/ou indireto. O indireto
provavelmente ocorreu devido aos multiplos mediadores quimicos liberados
pelas células do endotélio renal. A atividade fosfolipésica desta fracdo pode
estar relacionada com a producdo de PAF, produtos de cicloxigenase e

lipoxigenase.

Monteiro (1990) testou o efeito direto da pegonha Bothrops jararaca,

serpente da familia Viperidae, em sistema de rim isolado de rato e constatou
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alteracdes compativeis com insuficiéncia renal aguda, tais como necrose tubular

em alguns animais apds a exposicdo ao veneno.

Um componente importante do glomérulo é o mesangio, que consiste de
células mesangiais e uma matriz (Koeppen e Stanton, 1992). Tais células estdo
localizadas entre a lamina basal e o endotélio glomerular (Ganong, 1995),
exibem atividade fagocitaria e secretam prostaglandinas, além disso muitas
delas contém miofilamentos e podem se contrair em respostas a uma variedade
de estimulos (Vander, 1995). As células mesangiais sdo adjacentes aos
capilares glomerulares e podem influenciar a taxa de filtragdo a partir da

regulacdo do fluxo sanguineo através dos capilares (Koeppen e Stanton, 1992).

A obstrucdo do fluxo por fragmentos ou cilindros na luz dos tubulos e a
reducdo do coeficiente de ultrafiltracdo capilar glomerular parecem
desempenhar um papel fisiolégico na persisténcia do quadro clinico da necrose

tubular aguda (Andreoli et al, 1994).

No estudo histopatolégico foi encontrado material protéico nos
glomérulos e tabulos. No grupo tratado com veneno, esses depdsitos foram
mais intensos, tanto devido aos efeitos toxicos do veneno sobre essas
estruturas, como a alteragdo da permeabilidade vascular, com grave disfimcéo

dos parametros renais.

Pequena quantidade de material protéico estava presente nos glomérulos
e tubulos renais no grupo controle, como descrito anteriormente em rins
perfundidos de coelhos (Moraes, 1984) e ratos (Monteiro, 1990), porém todos
0S parametros renais permaneceram estaveis durante os 120 minutos de

perfusdo, sem alteracdo funcional.

A indometacina é uma droga inibidora da cicloxigenase que previne a

formacéo de prostaglandinas e tromboxanos ( Gordon e Samuels, 1995 ).
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A acdo da indometacina foi estudada sobre os parametros funcionais
renais, sendo observada uma reversdo de quase todos as alteracdes. A pressao
de perfusdo e o fluxo urinario permaneceram estaveis, ndo ocorrendo o
aumento desses pardmetros como visto no grupo em que o0s rins foram

perfundidos somente com o veneno.

Quando os animais foram submetidos ao tratamento com a indometacina
antes do veneno, foram observadas uma reducdo da resisténcia vascular e um
aumento do fluxo de perfuséo renal e consequentemente houve uma melhora do
ritmo de filtracdo glomerular, entretanto esse uUltimo pardmetro ndo teve
significancia estatistica em relacdo ao grupo em que os rins foram perfundidos
com o veneno, sugerindo a participagdo de mediadores que fazem parte da via

cicloxigenase, como prostaglandinas, no mecanismo de leséo renal.

A dexametasona é um glicocorticéide que exerce atividade através da
inibicdo da fosfolipase A2, comprometendo assim a formacdo de mediadores

quimicos liberados pela agdo desta enzima.

Os glicocorticéides sdo capazes de suprimir a liberacdo de mediadores
lipidicos (PAF, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos). Eles também
suprimem a acao da interleucina-2, fator de necrose tumoral, interferon-y aléem

de inibir histamina e bradicinina (Scheimer, 1989; Bames, 1995).

A dexametasona protegeu o rim do aumento da pressdo de perfusédo e do

fluxo urinério induzidos pelo veneno.

Os animais tratados com dexametasona ndo apresentaram aumento da
resisténcia vascular renal, também ndo foi observada reducdo do fluxo de
perfusédo renal e do ritmo de filtragdo glomerular, como visto no grupo em que

os rins foram tratados somente com o veneno. Estes resultados sugerem que a
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nefrotoxicidade do veneno pode ser devida a agdo da fosfolipase A2 que é um
possivel componente do veneno, nos fosfolipideos da membrana liberando

acido araquiddnico e consequentemente mediadores vasoconstritores.

Dexametasona, indometacina e nifedipina provavelmente protegem o
rim dos efeitos toxicos do veneno, j4 que elas blogueiam a formacdo de

cilindros hialinos.

O rim é capaz de liberar histamina, serotonina e PAF, depois de exposto
ao iondforo A23187 (2,5 pg/ml). O iondéforo também causa secrecdo de
metabdlitos do acido araquidénico com atividade espasmogénica sobre 0s vasos

renais (Pirotzky et al., 1984; Summer e Albert, 1995 ).

A lesdo renal que se observa apds o envenenamento pela C .d. terrificus
tem sido atribuida a miotoxicidade e nefrotoxicidade direta do veneno
(Azevedo-Marques et al., 1987; Nancy, 1991). A peconha da C. d. terrificus e
sua principal fragdo, a crotoxina, causaram nefrotoxicidade através da

utilizacdo do sistema de rim de rato como modelo experimental (Silva, 1995).

Uma acdo indireta sobre as células renais leva a uma mioglobinuria
como consequéncia de uma rabdomidlise (Lopez et al., 1972; Magalhaes et al.,

1986).

A metodologia de perfusdo aqui empregada elimina a rabdomiolise como
fator determinante, no entanto, outros mecanismos devem ser responsaveis

pelos efeitos téxicos observados.
Mittal et al. (1986) estudaram durante quatorze anos acidentes ofidicos

causados pelos géneros Bothrops e Crotalus, realizando autdpsia e biopsia nas

vitimas. Os resultados mostraram necrose tubular em 15% dos casos.
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Concluiram que a patogénese de necrose tubular pode ser causada por acdo
toxica do veneno, através de acles da fosfolipase. Nos glomérulos foram
encontradas outras mudancgas significativas, como a dilatacdo endotelial e

ruptura de membrana basal em dezessete casos.

A nifedipina é um antagonista do canal de calcio, assim diminui o

influxo de célcio para dentro da célula.

Os antagonistas do canal de célcio ndo alteram a hemodindmica renal
em modelo de perfusdo de rim isolado de rato, mas quando o rim isolado é
tratado com vasoconstritores, eles exercem forte efeito sobre a hemodinamica

renal (Loutzenhiser e Epstein, 1988).

A administracdo do veneno de serpente causa alteracdo glomerular,
alteracdo tubular e infarto renal. As alteracdes glomerulares consistem em
inflamacao e as tubulares ocorrem por agdo direta do veneno através de hipoxia

vascular (Raab e Kaiser, 1966).

Em nossos experimentos ao utilizar nifedipina, um antagonista do canal
de célcio, observou-se o bloqueio de quase todas as alteragcdes que foram
induzidas pelo veneno. Os animais tratados previamente com nifedipina e apds
30 min, de perfusédo quando o veneno foi adicionado apresentaram uma queda
acentuada da pressdo de perfusdo e da resisténcia vascular renal. Neumayer et
al. (1993) mostrou que antagonistas do canal de calcio agudamente
antagonizam a vasoconstricdo pré-glomerular, enquanto que as arteriolas

eferentes parecem ser refratarias ao efeito dessas drogas.
Yokoyama e Kaburagi (1993) descreveram que a excrecdo de sédio por

antagonista de calcio é causado por uma acdo direta dessa droga inibindo a

reabsorcao tubular.
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No grupo experimental em que os animais foram tratados com nifedipina
e veneno, o fluxo plasmético renal e o ritmo de filtracdo glomerular néo
apresentaram alteragfes quando comparados ao controle, mostrando que a

nifedipina protegeu o rim das alteragdes a que se refere esse parametro.

A administragdo de nifedipina frequentemente resulta em aumento do
ritmo de filtracdo glomerular, quando existe uma vasoconstri¢do renal, mas na
auséncia do tonus vascular esses efeitos ndo sdo sempre observados (Epstein,

1993; Pinheiro, 1995).

A nivel renal, a nifedipina parece atuar preferencialmente sobre a
arteriola aferente, o que poderia explicar o aumento do ritmo de filtracdo

glomerular (Loutzenhiser e Epstein, 1988).

O percentual de transporte tubular de sodio e o percentual de transporte
tubular proximal de sodio continuaram reduzidos no grupo em que se utilizou o
antagonista do canal de célcio previamente ao veneno, pois a nifedipina tem
efeito natriurético, observado no grupo controle, em que o rim foi perfundido
somente com albumina e nifedipina na auséncia do veneno de acordo com o

que foi demonstrado por (Monteiro et al, 1994).

A acdo da nifedipina inibindo o efeito toxico do veneno mostrou que o

célcio parece ter um papel na lesdo renal.

100



e O veneno da seipente Crotalus durissus cascavella causou

nefrotoxicidade no modelo de rim isolado de rato.

« O efeito nefrotdxico foi evidenciado pelo aumento da PP, FU e RVR e
pelo progressivo decréscimo do FPR, seguidos da queda do RFG, bem
como pela reducdo do %TNat+, %pTNat e a concentracdo de sédio
tissular. Foi também observada intensa quantidade de cilindros hialinos
nos tubulos renais. Tais efeitos do veneno provavelmente ocorreram
devido & acdo da fosfolipase A2, agindo sobre os fosfolipideos da
membrana, sendo responsavel pela producdo de prostaglandinas ou

tromboxanos vasoconstritores.

e A dexametasona foi capaz de reverter o aumento da PP, FU, RVR e o
decréscimo do FPR e RFG, também ndo foram observadas alteracdes a
nivel de glomérulos e tdbulos renais. Essa protecdo provalmente foi

devida a inibicdo da fosfolipase A2.

e A administracdo de indometacina previamente ao veneno protegeu o
aumento da PP, FU, RVR e o decréscimo do fluxo plasmatico renal,
talvéz por ser inibidora da cicloxigenase, previnindo assim, a formacao

de mediadores vasoconstritores.

e A nifedipina reverteu o aumento da PP, FU, RVR e o decréscimo do
fluxo plasmatico renal e ritmo de filtracdo glomerular. O %TNa
permaneceu baixo, provavelmente devido & sua acdo natriurética. O
estudo histolégico mostrou glomérulos e tabulos normais. Esses achados

sugerem que a nifedipina pode bloquear as alteragbes decorrentes do
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célcio, provavelmente o mecanismo envolvido seria a nivel de arteriola

aferente.

» A acgdo do veneno sobre o rim isolado parece resultar de uma interacao

incluindo prostaglandina e célcio.
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