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Abstract
Effects caused by Bothrops moojeni venom and of miotoxins | and Il in
rat isolated kidney
Paulo Sérgio Ferreira Barbosa (2002) Master Degree
Departament of Physiology and Pharmacology Federal University of

Ceard
Acute failure renal is one the most common systemic complications after snakebite,

however, its pathogenesis remains obscure. In this study we evaluated the renal effects of
Bothrops moojeni venom and its miotoxins (Bmtx-1 and BmtxIl) in rat isolated perfused
kidneys. The miotoxins were purified by ion-exchange chromatografy and reverse phase
HPLC. The crude venom (10 pg /mL) and myotoxins (5 pg/mL) were added to the
perfusion system 30 min after the start of perfusion. The renal effects were compared with a
control group, perfused with modified Krebs-Henseleit solution alone. B. moojeni venom
decreased the perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR), and the percent
sodium, potassium and chloride tubular transport (% TNa+, %TK+ %TCf). In contrast, the
venom increased the urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), and the sodium,
potassium and chloride excretion (ENa+, EK+, ECF). The renal effects of myotoxin | were
very similar to those of the venom, but there was an increase rather than a decrease in the
PP and RVR. Myotoxin Il had no effect on renal physiology, except for a transient decrease
in %TK+. In conclusion, Bothrops moojeni venom caused intense alterations in renal
physiology, including a drop in vascular resistance associated with diuresis, natriuresis and
kaliuresis. Bmtx-l1 had an opposite effect to that of crude venom in PP and RVR.
Bradykinin potentiating peptides in the venom could contribute to the decrease in vascular
resistance. BmTx-I may have exerted its renal effects by indirectly increasing the calcium

influx after damage to the cell membrane.
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Resumo

Efeitos causados pelo veneno da Bothrops moojeni e de suas fragoes
miotoxina | e Il em rim isolado de rato

Paulo Sérgio Ferreira Barbosa. Dissertacdo de mestrado, 2002.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do

Ceara

A insuficiéncia renal aguda é uma das complicacbes mais frequentes causada pelo
envenenamento por picada de serpente, contudo a sua patogénese permanece obscura. Em
nosso estudos avaliamos o efeito renal causado pelo veneno da Bothrops moojeni e suas
miotoxinas (Bmtx-1 e BmtxIl) na perfusdo de rim isolado de rato. As miotoxinas foram
purificadas por cromatografia de troca i6nica e HPLC fase reversa. O veneno e as
miotoxinas | e Il na dosagem de 10pg/mL, 5pg/mL e 5pg/mL respectivamente foram
adicionados no sistema de perfusdo 30 minutos apds o inicio do experimento. Os efeitos
renais foram comparados com o grupo controle, onde os rins foram perfundidos somente
com a solucéo de Krebs-Henseleit modificada. O veneno da B. moojeni diminuiu a pressao
de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR) e percentual de transporte tubular de
sodio, potassio e cloro (%TNa+, %TK+e TCP). Em contraste, 0 veneno aumentou o fluxo
urinario (FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e a excrecdo de sddio potassio e cloro
(ENat, EK+,

ECF). O efeito renal da miotoxina | foi similar ao do veneno, porém houve um aumento na
PP e RVR. A miotoxina Il ndo apresentou efeito fisiologico, exceto um efeito transitorio
com diminuicdo no %TK+ Concluimos que o veneno da B moojeni causou intensa
alteracdo na fisiologia renal, incluindo o aumento na resisténcia vascular associado com a
diurese, natriurese e caliurese. Miotoxina | tem o efeito oposto ao do veneno na PP e RVR.
Peptideos potenciadores de bradicinina no veneno podem contribuir para a diminui¢cdo na
resisténcia vascular. Os efeitos renais mostrados pela miotoxina | parecem estar

relacionados com o aumento do influxo de calcio causado por danos a membrana celular.
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Introducao

1. Serpentes peconhentas brasileiras

No Brasil encontramos duas familias de serpentes venenosas que
obedecem as seguintes caracteristicas fisicas:
1.1) Familia Elapidae:

Estas serpentes apresentam a cabeca arredondada, olhos pequenos com as
pupilas arredondadas, auséncia de fosseta loreal, presenca de placa na cabeca,
dentes inoculadores de veneno pequenos e situados no maxilar superior, mais
para o interior da boca. O seu corpo tende a ser grosso e longo, sendo
vagarosa, sua pele é &spera e o seu reconhecimento é dificil e perigoso por
necessidade da identificacdo através do exame dos dentes. Possuem habitos
noturnos e em situacao de perigo utilizam a cauda para dar a impressao de que
se trata da cabeca, postando-se em situacdo de defesa quando molestadas. S&o
representadas pelas serpentes do género Micrurus
1.2) Familia Crotcilidae

Possuem a cabeca triangular com escamas, apresentando fosseta loreal, os
olhos sdo pequenos com a pupila em forma de fenda. Os dentes inoculadores
de veneno sdo grandes e implantados no osso maxilar superior situados na
parte anterior. Seu corpo tende a ser grosso, com a pele aspera e o
reconhecimento é relativamente fécil pela presenca da fosseta loreal. Possuem
habitos noturnos, postam-se em posicdo de defesa quando molestadas. S&o
vagarosas (Barraviera, 1991). Sdo divididas em trés géneros Lachesis,

Crotalus e Bothrops (Rage, 1977).
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1.2.1) Género Lachesis
Representada no Brasil pela espécie Lachesis muta, subdivididas em
duas subespécies Lachesis muta e Lachesis muta noctivaga (Barraviera,
1994). Tem um padrdo de cor marrom amarelado, com grandes manchas
triangulares pretas, as quais apresenta uma mancha clara no centro e o lado
ventral de cor creme-esbranquigcada (Grantsau, 1991). Sdo conhecidas como
surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga. E a serpente venenosa de
maior tamanho em toda América Latina, chegando a um comprimento de
quatro (4) metros (Barraviera, 1991).
1.2.2) Género Crotalus
Representado por 26 espécies em todas as Ameéricas (Norte, Central e
Sul), porém no Brasil encontramos uma Unica espécie, a Crotalus durissus.
Esta espécie estd subdividida em 6 subespécies, Crotalus durissus cascavella,
Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus marajoensis, Crotalus
durissus ruruima, Crotalus durissus terrificus e Crotalus durissus trigonicus
(Barraviera, 1993 e Mattison, 1995). Sua coloracdo € varidvel. Podemos
encontrar as cores oliva-cinzenta, oliva, marrom-cinzenta até marrom, com
manchas romboédricas pela linha dorsal, manchas com margens brancas e
centro mais claro; lado ventral branco-amarelado até cinzento-amarelado
(Grantsau, 1991).
1.2.2) Género Bothrops
Encontrado na América Central e América do Sul, esta distribuido por
todo o territério brasileiro, com aproximadamente 32 espécies. Apresenta
grande diversidade de cores, desenhos, tamanhos e habitos, em virtude dos
nameros de espécies hd grande dificuldade na sua identificacdo por nome
popular em todo o territério nacional. Alguns nomes mais conhecidos s&o

jararaca, jararacussu, jararaca- pintada, urutu e cotiara (Puorto 1992) Habita
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preferencialmente os ambientes Umidos, como matas e areas cultivadas, locais
de proliferacéo de roedores, como zonas rurais e periferia de grandes cidades.
Tém héabitos noturnos e sdo consideradas as serpentes mais agressivas do pais
(Franca e Fan,1992).

Principais espécies do género Bothrops existentes no Brasil
(Belluomini, 1984; Campbell e Lamar 1989):
Bothrops alternatus - conhecida como urutu - cruzeiro. Encontrada em regioes
mais elevadas e secas. E &gil, violenta, dando o bote meio de lado, do tipo
chicote, extremamente voraz. Aparece a partir do estado de Minas Gerais até o
Sul do pais.
Bothrops atrox - Chamada de jararaca ou surucucu, conforme a area da regido
Norte em que aparece, tendo ampla distribuicdo geogréfica, habita tanto as
florestas como &reas desmaiadas, adaptando-se facilmente. E a maior
responsavel pelos acidentes ofidicos no Norte do Brasil, podendo atingir
comprimento superior a 1,5 metro.
Bothrops bilineatus - tem cor verde clara e é arboricola. Conhecida como
jararaca verde, ¢ muito confundida com a cobra-papagaio (Corallus Caninus\
que também é arboricola, porém ndo pecohenta. Encontrada na zona da Mata e
na Amazonia.
Bothrops Brazilis - conhecida como jararaca vermelha e surucucu vermelha,
pode ser encontrada no Amapa, Para e Mato Grosso.
Bothrops castelnaudi - possui o nome popular de Jararaca-cinza, e €
encontradas no Amapa, Goias e Mato Grosso.
Bothrops cotiara - conhecida como jararaca, jararaca-da-barriga-preta e
cotiara. E encontrada do sul do Estado de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul.
Bothrops erythromelas - conhecida por jararaca-da-seca, encontrada em toda

regido nordeste.
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Bothrops Fonsecai - popularmente chamada de jararaca, aparece nos estados
de Sdo Paulo, Rio Janeiro e Minas Gerais

Bothrops igleasi - conhecida como jararaguinha, existe apenas no estado do
Piaui

Bothrops insularis - chamada de jararaca ilhoa, é encontrada somente na llha
de Queimada Grande no Estado de Séo Paulo.

Bothrops itapetiningae - conhecida como cotiarinha, boipeva, fruta-cor,
jararaca-do-campo e pequena cotiara, encontradas nos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Goids, Parand, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina.

Bothrops Jararaca - Conhecida popularmente como jararaca, € responsavel
pelo maior nimero de acidentes ofidicos em virtude de sua ampla distribuicao
no territorio nacional. Vive no campo e nos lugares comuns ao homem.
Bothrops jararacussu - conhecida popularmente por jararacucu que significa
"Jararaca-grande". Encontrada nas regides baixas e alagadi¢cos, margem de rios
e lagoas podem alcancar tamanho avantajado. E capaz de inocular até quatro
mililitros de veneno, o que corresponde aproximadamente a um grama de
veneno seco. Constitui enorme perigo para pescadores, cagadores e para 0s
animais, principalmente bovinos e equinos. E uma espécie freqliente no litoral
do Espirito Santo até Santa Catarina.

Bothrops leucurus - conhecida como jararaca, existindo somente no estado da
Bahia.

Bothrops marajoensis - conhecida como jararaca, encontrada no estado do
Amapa, Para e llha do Marajo

Bothrops microphthahTius - chamada de jararaca, encontrada na regido

Amazonia.
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Bothrops neuwiedi - conhecida como jararaca pintada e jararaca-de-rabo-
branco. Habita principalmente as regifes secas, sendo considerada uma das
espécies mais perigosas.
Bothrops pirajai - de tamanho avantajado para o género, podendo competir
em tamanho com bothrops jararacussu. E encontrada no sul da Bahia e em
Minas Gerais
Bothops pradoi - popularmente chamada de jararaca do Estado do Espirito
Santo ou da Bahia, encontrada predominantemente em determinadas regides
desses estados.
Recentemente foi relatado a descoberta de uma nova espécie do género
Bothrops, presente na ilha de Alcatraz, litoral norte do Estado de Sdo Paulo
chamada de Jararaca de Alcatrazes. A espécie devera ser batizada como
Bothrops alcatraz (Lima, 2001).
Bothrops moojeni - objeto de nosso estudo por isso iremos falar mais
detalhadamente. Chamada de Caicaca o comprimento total maximo do macho
1225mm, das fémeas de 1532mm e Cauda de 11,0 a 15,9% do comprimento
total. Habita as regides mais quentes e secas. Nogueira (1998), relata " os
dados obtidos pelos autores somado ao grande numeros de relatos de terceiros,
gue indicam que Bothrops moojeni sdo mais comumente encontradas, em
areas Umidas como matas ciliares, campos Uumidos e veredas no Brasil central,
utilizando também de areas antropicas proximas.” Alguns autores (Campbell e
Lamar 1979; Leloup 1984; Borges e Araujo 1998) indicam a preferéncia por
areas Umidas no cerrado. Apesar de primordial mente terrestre, com 0 uso
freqlente de tocas no solo e cupinzeiros (Leloup, 1984) a espécie pode
também usar esporadicamente a 4gua e escalar a vegetacdo (Nogueira, 1998).
Seus habitos alimentares apresentam uma grande diversificacdo. Ja

foram encontrados mamiferos, anfibios, lagartos, serpentes e aves no seu tubo
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digestivo (Nogueira, 1998). Sdo serpentes de movimentos muito rapidos.
Atacam lancando o corpo varias vezes sobre a vitima dando saltos sucessivos
(Roodt et al., 1997). Quanto ao ciclo reprodutivo ¢ marcadamente sazonal,
com nascimento de filhotes concentrado em dezembro, durante a estagédo
chuvosa. A vitelogénese inicia-se em tomo de abril, havendo ovos no oviduto
em fémeas coletadas no més de julho. A partir de outubro foram detectados os
embrides, e as fémeas coletadas em dezembro apresentavam ninhadas
aparentemente prontas para o nascimento. As ninhadas apresentavam 7 a 32

embrides em fémeas preservadas (Leloup, 1975) (Figura 1).

Figura 01 - Serpente da espécie Bothrops moojeni

2) Caracteristicas e acdes do veneno da Bothrops moojeni
Estima-se que no Brasil por ano ocorram 20.000 casos de acidentes

ofidicos, ocasionando 350 &bitos. A maiorias destes casos deve-se as serpentes
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dos géneros Bothrops 90% e Crotalus 9%, sendo raro os acidentes causados
por Micrurus e Leptomicrurus ou por ofidios do género Lachesis (Brasil,
1998)

Com relacdo aos animais domésticos, os estudos epidemiologicos sdo
escassos (Fonteque, 2001), porém na cidade de Botucatu, estado de Sdo Paulo
foram registrados 149 acidentes ofidicos no periodo de 1972 a 1989, e destes
casos 128 foram causados por serpentes do género Bothrops (Bicudo, 1994).

Em estudo de 46 casos de acidentes ofidicos em humanos em S&o José
do Rio Preto, a Bothrops mooojeni foi a serpente mais comumente envolvida
(Kouyoumdjian e Kouyoumdj ian, 1986).

Kouyoummdjian e Polizelli (1988) estudaram 37 casos de
envenenamentos por picada da serpente Bothrops moojeni, constatando um
prolongamento do tempo de coagulacdo em 73% dos casos, assemelhando-se
aos acidentes por picadas da B.atrox. Os efeitos locais da picada por B.
moojem sdo graves, apresentando numero maior de complicacdes em relacdo
aos acidentes por B. jararaca. As hemorragias sistémicas sdo pouco
frequentes e benignas. As complicagbes ocorreram somente nos casos
inicialmente classificados como moderados ou graves, supostamente em
virtude da maior inoculacdo do veneno que pode chegar a 300 mg de veneno
em uma picada. Administracdo de antiveneno apods a picada em concentracdes
neutralizantes muito elevada, e em tempo rapido, nos casos classificados
inicialmente como grave ndo impediu os aparecimentos de complicacdes
(Kouyoummdjian e Polizelli, 1988 e Roodt et al., 1997).

Os venenos das serpentes dos géneros Bothrops possuem muitas
atividades bioldgicas, entre elas destacam-se a atividade hemorragica,

proteolitica, coagulante, edematogénica, fibrinopénica, trombocitopénica e
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necrosante. Os efeitos se manifestam localmente e sistematicamente (Roodt et
al., 1997).

Ferreira e colaboradores (1992), estudaram o veneno de 9 (nove)
espécies de Bothrops e constataram que o veneno de B. moojeni apresentava
baixas atividades hemorragica, necrosante e coagulante, contudo possuiam
ainda uma alta atividade hemolitica, fosfoslipasica, miotoxica e
edematogénica.

O acidente tem repercussdo clinica devido as caracteristicas coagulante
e proteolitica de seu veneno. A atividade enzimatica e proteolitica do veneno
botrépico origina dor, edema e eritema no local da picada, que serdo mais
intensos de acordo com a quantidade de veneno inoculado durante a picada.
Esses efeitos locais tendem a progredir com formacdo de edema duro,
equimose, bolhas, necrose e celulite (Boer-Lima, 1999). Pode ocorrer também
liberacdo de peptideos para a circulagido com choque periférico e
eventualmente o6bito ( Kouyoumdjian, J A. E Kouyoumdjian, N. C. V., 1986).

O edema causado no acidente botropico €é mediado por
metaloproteinase, fosfolipase A2, produtos eicosandides e ativacdo de
receptores alfa | e alfa 2 adrenérgicos (Ruiz de Torrent et al., 1999)

Hemorragia é uma outra particularidade do envenenamento botropico,
ocasionada pela presenca de proteinas com atividade proteolitica, que contém
célcio e zinco em suas moléculas, denominadas de metaloproteinase (Varanda
e Gianinni, 1994).

As metaloproteinases do veneno atuam diretamente sobre as estruturas
dos vasos sanguineos, provocando extravasamento do sangue (Ruiz de Torrent
et al., 1999) sendo provavel que neste efeito também participem enzimas com
atividade proteolitica que em conjunto atuam sobre a lamina basal, destruindo

a matriz extracelular (Ownby et al., 1978, Serrano et al., 1993), cercando as
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células endoteliais dos capilares e degradando in vitro fibroectina, laminina,
colageno e gelatina (Serrano et al., 1993).

Assakura e colaboradores (1985) isolaram uma metaloproteinase da B.
moojeni denominada protease A. Esta metaloproteinase tem atividade
proteolitica na caseina e a presenca de Ca* aumenta a sua atividade. Portanto
de grande importéncia nas lesdes vasculares, ocasionando principalmente a
hidrélise da gelatina (Roodt et al., 1997). Além da gelatina, a protease A atua
hidrolisando o colageno do tipo I, fibrinogénio, fibrina e cadeia-P da insulina
oxidada. Quanto a sua atividade hemorragica, ela é considerada baixa (Reichl
e Mandelbaum, 1993).

A protease A em conjunto com outros componentes do veneno, como
peptideos de baixo peso molecular (sistema calicreina-bradicinina), lesam o
endotélio e a camada muscular das artérias e arteriolas, causando hipotenséo e
choque hipovolémico, comum no acidente botropico (Vidal 1988).

Serrano e colaboradores (1993) isolaram trés glicoproteinas da B.
moojeni sendo uma com caracteristica de metaloproteinase denominada MPB
e duas com caracteristica de serinoproteinase denominadas de MSP | e MSP
Il.

A MPB apesar de ser classificada de metaloproteinase, é destituida de
atividade hemorragica e apresenta apenas tracos de atividade hemostética.
Suas principais atividades sdo a hidrolise do colageno tipo I, gelatina e da
fibrina, enquanto que o fibrinogénio sofre degradacéo de sua cadeiay (Reich e
Mandelbaum, 1993).

A B. moojeni apresentou efeito Hemorragico semelhante B. jararaca e
B. jararacussu de uma mesma regido na Argentina (Ruiz de Torrent et al.,
1999) o que difere do efeito observado no Brasil com Bothrops jararaca que

tem alta atividade hemorragica (Ferreira et al., 1992).
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As serinoproteinases incluem enzimas que transformam o fibrinogénio
de mamifero em fibrina, ativando o fator de coagulagdo V e proteina C,
liberando cinina do cininogénio e quebra do complemento C3 na cascata do
complemento (Petretski et al., 2000).

MSP | é uma serinoproteinase com atividade amidolitica e de agregacdo
plaquetaria. Enquanto MSP Il a outra serinoproteinase, possui atividades
esterolitica e amidolitica. Tanto a MSP | quanto a MSP |l assim como a MPB
sdo glicoproteinas destituidas de atividade hemorragica. Elas hidrolisam
fibrinogénio, fibrina, gelatina, colageno 1 e fibronectina (Reichl e
Mandelbaum 1993).

As enzimas trombina-simile ou tipo trombina estdo presentes em
numero variado de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae.
Apresentam acOes hemostaticas e atuam no fibrinogénio do tipo A ou no
fibrinogénio do tipo B, enquanto a trombina sérica atua em ambos. Isso resulta
na formacdo de um complexo de fibrina facilmente degradado pela plasmina,
ocasionando um quadro de diminuicdo da coagulacdo sangiiinea (Russel, 1983
e Havt, 1999).

A acdo mionecrotica se deve as miotoxinas de estrutura fosfolipasica
(destituida ou ndo de atividade enzimatica), que levam a transtornos
vasculares e hemostaticos, podendo causar um processo tissular isquémico
levando a uma amputacdo de membro ou lesdo musculo tendinosa permanente
(Roodt et al., 1997).

Gutiérrez e colaboradores (1986) citam que a membrana celular do
musculo se desestabiliza seletivamente com a acdo das miotoxinas,
provocando um rapido aumento na concentracdo de calcio no citoplasma
causado pelo influxo através dos canais de célcio. Alterando de forma

generalizada a membrana plasmatica.
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Villarroel e colaboradores (1978/79) estudando o veneno de sete
serpentes do género Bothrops concluiram que a serpente B. moojeni induziu a
maior acdo necrotica em cobaias brancas. Ficando demonstrado que as areas
de necrose dependeram diretamente da quantidade de veneno inoculado e do
tempo decorrido para administracdo do antiveneno.

Dentre as inumeras atividades exercidas pelos componentes protéicos,
destacamos a acdo enzimatica e a presenca de toxinas protéicas especificas,
sendo a maioria delas hidrolases (Havt, 1999). Algumas sdo encontradas em
todas as espécies, como a fosfolipase A2 A atividade fosfolipasica €
amplamente encontrada nos venenos botropicos.

As serpentes Bothropsjararaca, Bothropsjararacussu e Bothrops atrox
apresentam alta atividade fosfolipasica (Vidal e Stoppani, 1971; Vidal et al.,
1972). Contudo, ja foram isoladas proteinas com atividade de fosfolipases A2
dos venenos de Bothrops neuwiedi (Vidal e Soppani, 1971) Bothrops asper
(Gutierrez et al., 1984), Bothrops alternatus (Nisenbom et al., 1986) e
Bothrops moojeni (Reichl et al., 1989).

A fosfolipase A2 hidrolisa as ligacdes 2 -acilas das fosfatidilcolinas e
das fosfatidiletanolaminas com liberagdo dos é&cidos graxos e formacdo de
lisofosfolipides como lisolectinas (Havt, 1999). Elas sdo divididas em dois
grupos maiores sendo um intracelular ou citosélico (cPLA2), com alto peso
molecular e encontrado em varias células, enquanto o outro é extracelular ou
secretério (SPLA?2), de baixo peso molecular e sdo encontrados nos venenos de
serpentes e suco pancreatico dos mamiferos (Glace et al., 1993 e Castro et al.,
2000)

De acordo com as estruturas primarias e locacdo das células, as
fosfolipases secretérias podem ser divididas em trés subgrupos: o primeiro foi

obtido dos venenos de serpentes da familia Elapidea e Hidrofidea, e do
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pancreas de mamiferos (suco pancreatico); o segundo grupo obtido dos
venenos de serpentes da familia Crotalidea e Viperidea bem como do liquido
sinovial e das plaquetas de seres humanos; o terceiro grupo pode ser obtido
através do veneno de vespas (Dennis 1994 e Pfeilschifter, 1995).

O segundo subgrupo de fosfolipase A2 pode ser dividido em Asp-49
sPLA2 (esta fosfolipase contém no residuo de acido aspartico um sitio de
ligacdo para o ion Ca" e possui alta atividade enzimatica) ou proteina Lys-49
(contém uma lisina homologa na posicdo 49 e tem pequena ou é destituida de
atividade enzimatica).

Ownby e colaboradores, (1999) apo6s administragdo de PLA? de veneno
de serpente ou porgdo de pancreas em animais, observaram que usualmente a
PLA2 comanda reagdo inflamatoria local, principalmente degranulacdo de
mastécitos aumentando a permeabilidade celular e formacao de edema.

As PLA2 de veneno de serpentes sdo capazes de induzir efeitos
biologicos severos como neurotoxiclade pré ou pés-sinaptica, cardiotoxicidade
miotoxidade, inibicdo da agregacdo plaquetaria, edema, hemolise,
anticoagulacédo, convulsédo e hipotensdo (Kini e lwanaga, 1986 e Soares et al.,
1998)

Moura-Da-Silva e colaboradores (1991) isolaram duas miotoxinas
denominadas JSU-5 e MOO-I das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni repectivamente, no qual a JSU-5 era destituida de atividade
fosfolipasica e MOO- | possuia uma alta atividade fosfolipésica , porem,
Lomonte e colaboradores (1990) isolaram a miotoxina | e miotoxina II.
Ambas apresentaram-se como Lys 49 PLA2-simile do veneno da Bothrops
moojeni e sdo destituida de atividade PLA2, hemorragica, anticoagulante e
coagulante, porém poderia ter uma atividade necrdtica grave na fibra do

musculo esquelético, bem como um rapido e transitério edema de pata.
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Além da acdo hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase AZ
também apresentam acBes neurotoxicas pré-sindpticas e miotoxicas, dando
origem a necrose e mioglobinudria (Fohlman e Eaker, 1977).

Ferreira e colaboradores (1970) fracionaram do veneno de Bothrops
jararaca nove peptideos biologicamente ativos. Nestes peptideos observou-se
a presenca de fatores potenciadores de bradicinina. Os fatores potenciadores
de bradicinina encontrados nos venenos Bothropsjararaca, inibem as enzimas
proteoliticas que inativam a bradicinina e catalisam a conversdo da
angiotensina | em angiotensina Il. Este mecanismo foi o principal responsavel
pelo aparecimento de farmacos inibidores da enzima de conversdo da

angiotensina (ECA).

3) ALTERACOES RENAIS

Durante um acidente ofidico uma das consequéncias que traz grande
preocupacdo sdo as alteracdes renais, que foram descritas por varios autores,
como a glomerulonefrite (Seedat et al., 1974), glomerulite e nefrite intersticial
(Sant e Pundare, 1972), artrite e necrose tubular (Sitprija e Boonpucknavig.,
1979), necrose cortical (Varagunam e Panabokke, 1970) e insuficiéncia renal
(Raab e Kaiser, 1966). De todos, a mais relatada tem sido a insuficiéncia renal
aguda.

Aung-khin (1978) apds a injecdo letal do veneno da RusselVs viper em
animais e 7 acidentes em pacientes, observou alteracdes nos rins que
consistiam principalmente em coagulacdo nos glomérulos, hemorragias e
necrose tubular aguda.

Na microscopia observou que os capilares glomerulares estavam

congestos e preenchidos com hemacias dispostas em pilha ou em agregacéo. A



luz dos capilares estavam preenchidas com material eosinofilico granular,
contendo alguns polimorfonucleares e poucos mastécitos. Formas sem
granulacdes também foram vistas. Depositos de fibrina foram observados nos
capilares glomerulares, além de uma grande quantidade de plaquetas e
coagulacdes intraglomerulares, nos espacos de Bowrnan apareciam
hemorragia.

Nos animais ou pacientes que morreram antes de 16 horas foram
observadas degeneracOes das membranas hialinas e a vacuolizacio de células
epiteliais com dilatagdo do tabulo proximal. Apds 24 horas observou necrose
tubular aguda.

Boer-lima e colaboradores (1999) citam que observagbes
histopatolOgicas apds inoculacdo intravenosa do veneno de Bothrops moojeni
em camundongos, causavam as seguintes lesdes renais: vacuolizagdo celular,
descontinuidade da borda de escovas, edema tubular com dano glomerular.
Todas estas lesGes foram atribuidas a atividade proteolitica e de phospholipase
A2,

A atividade  fosfolipdsica pode  produzir  prostaglandinas
vasodilatadoras renais, PGElL PGE2 PGAk PGA2 PGH2 PGI2 e PGG?2,
responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo e consequiente diurese,
natriurese e caliurese ou produz PGF2a cuja acdo é vasoconstritora. Alem das
prostaglandinas, a PLA?2 através da ciclooxigenase, pode ativar o tromboxano
A2 que também possui acdo vasoconstritora, promovendo reducdo do fluxo

sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (Bydlowski, 2000).

Endotelina (ETi) é um peptideo de 21 aminoacidos que apresenta uma
acdo vasocontritora renal, sendo secretado no compartimento basolateral do

endotélio e que existe em abundancia no parénquima renal, podendo induzir a
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formacdo de fibrina (Douglas, 2001; Nambi et al., 2001). A formacdo de
fibrina no rim é uma das consequéncias comuns em acidentes ofidicos (Ponraj
e Gopalakrishnakone, 1997; Aung-khin (1977) e Boer-lima et al., 1999).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (Amorim
et al., 1969; Amorim e Melo, 1954; Silva et al., 1979; Shastry et al; 1977;
Aung Khin 1978) é a principal causa de morte por acidentes com veneno
ofidicos. Ocorrendo secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda
(Seedat et al., 1974), necrose tubular aguda (Chugh et al., 1981) e necrose
cortical renal (Date e Shastry, 1981), sendo usualmente atribuida ao
sangramento, hipotensdo, colapso circulatério, hemdlise intravascular e
coagulacao intravascular disseminada (Soe-Soe, 1990).

Rabdomidlise é uma condigéo clinica freqliente no envenenamento, esta
condicao associada a mioglobinuria, pode ser uma das causas que leva a IRA,
este fenébmeno tem sido referido como sindrome mio-renal (Zager, 1996).

Rabdomidlise com a conseqiiente formacdo de mioglobina parece ser
proeminente nas primeiras 24 horas apds o envenenamento, sendo causado
pela miotoxina do veneno de diversas serpentes. Ponraj e Gopalakrishnakone
(1997) utilizando 90 pg da miotoxina da serpente Pseudechis australis por via
intramuscular em camundongos albinos, machos, pesando aproximadamente
20g fizeram as seguintes observacdes:

1) A extensdo dos danos musculares causados pela miotoxina determinava a
quantidade de mioglobina que penetrava na circulagdo renal.

2) A concentracdo de mioglobina no tdbulo distai seria controlada pela
mioglobina no tubulo proximal.

3) O pH urinéario influenciava o aparecimento da IRA. Quando o pH da urina

apresentava-se alcalino, tinha-se uma significativa protecdo morfoldgica e
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funcional, enquanto que em condi¢cdes acidas a mioglobindria promovia
IRA.

4) A estase na luz do tdbulo aumentava o contato com a mioglobina
aumentando a citotoxicidade.

5) A diminuicdo do volume intravascular devido a desidratacdo
potencializava vascontricdo e diminuia o ritmo de filtracdo glomerular.

O mecanismo de acdo hipotético realizado na cultura de celulas
lisossémicas e células musculares esqueléticas in vivo sugeriu que a miotoxina
da B. moojeni deveria se ligar a um local ainda ndo identificado na membrana
plasmatica celular. Porém, sugere-se que a miotoxina da B. moojeni penetra na
bicamada da membrana por interagdo hidrofébica, entre os seus botdes,
causando uma desestabilizacdo da membrana e prejuizo na permeabilidade de
ions e macromoléculas, ocorrendo um proeminente influxo de calcio,
iniciando uma série de variacdes de destruicdo celulares; como alteracdo do
citoesqueleto, danos mitocondriais e ativacdo de proteases e fosfolipases
dependentes de célcio (Boer-Lima et al., 1999).

Em estudos usando como modelo rim isolado, Pirotzky e colaboradores
(1984), demonstraram que o rim seria capaz de produzir substancia como
histamina, serotonina e indiretamente, fator de agregacdo plaquetaria (PAF).

Embora muitos destes mediadores ndo estejam envolvidos diretamente
no sistema de perfusdo de rim, as células renais podem liberar
prostaglandinas, citoquinas, bradicinina, fracdo de complemento e fator de
agregacdo plaquetaria (Barraviera e colaboradores, 1995 e Whatly 1989).

Monteiro e Fonteles (1999), concluiram que o veneno da B. jararaca
causa uma nefrotoxicidade direta no rim isolado de rato, alterando

principalmente os parédmetros funcionais e comparam estas alteragdes ao
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observado na insuficiéncia renal aguda, atribuindo ao PAF como sendo um
dos possiveis responsaveis.

Havt e colaboradores (2001), concluiram que alteragBes nos parametros
funcionais de pressdo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular renal (RVR) em
rim isolado de rato utilizando o veneno de Bothrops jararacussu, ndo foram
promovida pelo Fator de Agregacdo Plaquetaria (PAF).

O PAF promove uma vasocontricdo renal com diminuicdo do fluxo
sanguineo, reduz a taxa de filtracdo glomerular, determina a excrecéo reduzida
de sddio pela urina, produz oliguria e retencdo hidroeletrolitica apresenta um
efeito compensador que é a liberacdo de protagladinas vasodilatadoras no rim
(Douglas 2000).

No nosso trabalho procuramos estudar os efeitos causados pelo veneno
da serpente Bothrops moojeni e de suas miotoxinas purificadas em rim isolado

de rato.
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Objetivos Gerais

O nosso objetivo foi analisar os efeitos do veneno da Bothrops moojeni

e de suas miotoxinas no sistema de perfusdo de rim isolado de rato.

Objetivos Especificos

1) Avaliar a toxicidade aguda através da DL5 do veneno da Bothrops
moojeni proveniente do laboratorio de ofidiologia da Universidade Federal do
Ceard (LAROF)

2) Avaliar a acdo do veneno bruto e suas fracGes miotoxina | e
miotoxina Il no sistema de rim isolado, comparando seus efeitos com o grupo
controle e 0s grupos entre si.

3)Avaliar as alteracBes histopatdlogicas renais causadas pelo veneno e

suas fracBes miotoxina | e miotoxina Il apés perfusdo renal.
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MATERIAIS E METODOS

O veneno utilizado em nossos experimentos foi fornecido pelo LAROF
(Laboratério de Ofidico da Universidade Federal do Ceara), pela pessoa do
Dr. Lima Verde. As fracdes do veneno foram isoladas no laboratério do
departamento de Bioquimica da UNICAMP-SP (Universidade de Campinas)
em colaboracdo com o Dr. Marco H Toyama.

1) Toxicidade Aguda (DL50)

Em nosso trabalho foram usados camundongos albinos pesando entre
25-30 g privado de alimento por toda a noite com agua "ad libitum". Divididos
em grupos com 10 animais, sendo 5 machos e 5 fémeas. O veneno foi aplicado
por via intraperitoneal em dose decrescente de 18, 15, 12, 9, 6, 5, 4, 3 e |
mg/kg.
2)Purificagéo do veneno da Bothrops moojeni

Para a purificacdo do veneno da B. moojeni e a obtencdo da Miotoxina |

e Miotoxina Il foram utilizados os seguintes Métodos:

2.1) Cromatografia Troca ibnica em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Cerca de 200 mg do veneno total da serpente Bothrops moojem foi
dissolvida em tampdao bicarbonato de amonia 50nM, apds a homogeneizacao o
veneno total foi entdo centrifugado a 10000 rpm (4500/g) por | minuto. O
veneno clarificado foi entdo aplicado a coluna Protein Pack SP 5PW (0.78 cm
x 7.0 cm) previamente equilibrada por 20 minutos com o0 mesmo tampao
usado para o preparo do veneno total (bicarbonato de aménia, pH 7,8, 0,05
M). A eluicdo das fracbes do veneno foi feita usando-se gradiente linear (0.05

- 1.0 M) de bicarbonato de amoénia, usando-se um fluxo continuo de 4
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mL/minuto. A deteccdo dos picos foi feita em um detector Uv/visivel modelo
490 A (Waters) usando uma absorbancia de 280 nM.
2.2) HPLC fase reversa

As purificagGes das miotoxihas de B. moojeni por cromatografia de fase
reversa foram feitas como descrito por Toyama et al., (1995).

Cinco miligramas da fracdo que apresentavam atividades de PLA2
foram dissolvidas em 250pl de acido trifluoracético 0.1%(v/v) (solvente A). A
solucéo resultante foi clarificada por centrifugacdo e o sobrenadante aplicado
ao p-Bonpack C-18 column (0.78 cm x 30cm; Wasters 991-PDA System). As
proteinas foram eluidas com um gradiente linear (0 - 100%) de 66.5% (V/V)
acetronila em acido trifluoracético 0,1% (solvente B), usando um fluxo de 2.0
mL/min. O padrédo retirado foi monitorado a 280nM. e as fragcOes coletadas
foram liofilizadas e estocadas a -20°C
Reducéo da carboxy metilacdo da proteina

Um miligrama de toxina purificada foi dissolvida em 6M de cloreto de
guanidina (Merck, Darmstadt, Germany) contendo 0.4 M Tris-HCL e 2mM
EDTA, a um pH final de 8.15, reduzido com DTT ( e carboxy-metilado com
Cl4-4cido iodoacético ( Marangoni et al., 1995). A amostra foi disaliticada em
coluna Sephadex G 25, usando como eluente da coluna é&cido acético 1M a
25'C e 0 achado RC-toxin foi liofilizada.

Procedimento sequencial

A seqliéncia direta do N-terminal foi levada a cabo com a proteina
reduzida carboximetilada que foi sequenciada usando um sequenciador gas
liguido automatico 477A Biosystem (Applied Biosystens). Os aminoacidos
feniltioidantoina (PTH) foram identificados de acordo com o tempo de

retencdo dos 20 aminoéacidos (PTH) padrbes. Os Peptideos contendo (14C)
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CM-Cys foram monitorados por detectar a taxa de radio atividade usando
contador de centilacdo liquida (Beckmann, model L-250).
Atividade PLA?

A atividade de PLA?2 foi medida segundo o método descrito por Cho
and Kézdy (1991) and Holzer and Mackessy (1996) e modificado para 96
pocos. A mistura padrdo do ensaio continha 200 pL de tampéo (10 mM Tris-
HC1, IO0mM CaC12, I0OmN Nacl, pH 8.0), 20pL do substrato,20 pL de agua e
20 pL da PLA2 no volume final de 260 pL. Depois a adigdo de PLA2 (20 pL),
a mistura foi incubada por volta de 40 min a 37 C e as absorbancias foram
coletadas a cada 10 minutos de intervalos. A atividade enzimatica foi expressa
como a velocidade inicial de reacdo (Vo) e calculada baseada no aumento na
absorbancia depois de 20 minutos. A inibicdo da atividade PLA? pelas
Miotoxina | e Il foi determinada por co-incubacdo de 2 proteinas (1:1, w/w)
por 30 minutos a 37 °C, e analisada a atividade residual enzimética. O pH e a
temperatura da PLA2 foram determinadas por incubacdo das enzimas num
tampéao de diferentes pHs (4,5 - 9,5) e na solucdo tampédo HCL-Tris, pH 8.0 a
370C. Todos os ensaios foram feitos no triplicato e a absorbancia a 425nM,
foram medidos usando o SpectraMax 340 multiwell plate reacler (molecular
Devices, Sunnyvale, CA).
Atividade Miotdxica

Niveis de Creatina Kinase (CK) foram analisados usando o kit
comercial (Merck Granutest 2.5 kit). As miotoxinas foram injetadas na
guantidade de 50pL a uma concentracdo de lpg/pL por via intramuscular em
ratos Wistar machos pesando 90-110 g em um grupo de 6 ratos. Os controles
receberam solucdo salina de 0,15 M NaCl por via intramuscular em
guantidade similar ao do grupo testado, apdés 3 horas os animais foram

anestesiados e o sangue foi coletado pela veia cava abdominal dentro do tubo



39

gue continha heparina como anticoagulante. O plasma foi armazenado a uma
temperatura de 40C por no maximo 12 horas antes de ser analisado.
Berfusédo renal

Foram utilizados Ratos Wistar adultos com peso entre 270 e 300g,
machos, oriundos do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em jejum
alimentar de 24 horas antes do experimento com o fornecimento de agua "ad
libitum™.

Grupos de animais

Com a finalidade de avaliar os efeitos do veneno da Brothrops moojeni,
como também de duas de suas fracdes a miotoxina | e miotoxina Il, os animais
foram dividido em quatro grupos com 6 animais cada. No grupo controle, 0s
rins foram perfundidos com a solucdo de Kresb-Henseleit modificada com
69% de albumina bovina. Nos demais grupos foram utilizados os mesmos
procedimentos do grupo controle até os 30 minutos de perfusdo, apds este
periodo foi adicionado em 100 mL da solucdo, no segundo grupo, Img de
veneno total liofilizado, enquanto que no terceiro e quarto grupos foi utilizada
0,5 mg das fracOes de miotoxina | e miotoxina Il respectivamente.

O veneno e as fragOes liofilizadas foram diluidos em 1 mL de solugéo
salina (0,9%) e adicionado ao sistema, na solucédo perfusora aos 30 minutos de
cada experimento ficando com a dosagem de 10 pg/mL do veneno, enquanto
que para as miotoxina | e Miotoxina Il a dosagem foi de 5 pg/mL.
Substancias utilizadas na perfusdo renal
Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as seguintes substancias:
NaHCO3 (Synth)

NaH2PO4.H20 ( Synth)
NaCl ( Synth)
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MgSO4.7H20 (Reagen)
CaCl2.2H20 (Reagen)
Manitol (Reagen)
Uréia (Reagen)
KC1 (Merck)
Glicose ( Squibb)
Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
Heparina (CEME)
Inulina (Sigma)
Pentobarbital Sodico (Cristalia)
SOLUCAO PERFUSORA E SEU PREPARO

A solucdo empregada nas experiéncias foi a de Krebs-Henseleit
modificada, contendo albumina bovina 6g%.

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada a 20%, continha
NaCl = 138g, KC1 = 7g, NaH2PO4 . H20 = 3,29, MgSO4. 7 H20 = 5,89 e
Uréia = [0g. 48 horas antes dos experimentos, I00mL desta solucdo foi
separada e acrescidos NaHCU3 = 4,2g , CaCl2.2 H20 = 0,74g, glicose = 2g, e
penicilina G potassica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi
completado para 2000mL com agua bidestilada. Foi retirado 300mL desta
solucdo, na qual foi adicionada albumina bovina (6g%). Em seguida, solugdo
foi dialisada com albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise tem
como objetivo retirar substancias contaminantes como piruvato, citrato e
lactatos (Hanson e Ballard, 1968, Cohen et.al.,1977, Schurek et al., 1970;
Ross 1978).

A solucdo de Kresbh-Henseleit para a dialise foi trocada com 24 horas.

No final, apos 48 horas de didlise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15¢



de inulina. O pH da solugdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de
7,3 e74.

O SISTEMA DE PERFUSAO RENAL

Nos nossos experimentos foi utilizado o sistema de perfusdo de rim
isolado com recirculagdo, também conhecido como sistema de perfusdo de rim
isolado fechado. Este sistema foi inicialmente baseado nos estudos
desenvolvidos por Bowman e Mack (1974) e Ross (1978). Modificado pelo
trabalho de Fonteles e Moreira Lima (1983), os quais adicionaram um pulméo
artificial do tipo silastico, baseado no modelo de Hamilton e colaboradores
(1974).

Neste sistema o perfusato recircula no rim com uma quantidade de 100
mL de solucdo Krebs-Hanseleit modificada e a oxigenagdo e adaptada ao
sistema (Monteiro 1990).

O sistema de perfusdo de rim isolado com recirculacdo (Figura 2) é
composto por um conjunto de equipamentos cada um deles desempenha uma
determinada funcéo:

1) Condensador - Mantém aquecido o cilindro reto que comporta a solucédo do
experimento;

2) Coletor de urina - Frasco que recebe a urina do rim montado no sistema,
trocados em intervalos de 10 minutos;

3) Seringa coletora de perfusdo - Coletor da solucdo de perfusdo no sistema
feita em intervalos de 10 minutos;

4) Bomba de perfuséo (Watson) - Bombeia a solucdo de perfusdo no sistema,
apresenta cinco velocidades;

5) Filtro de millipore (8pm) - Filtra a solucdo perfusora;

6) Banho Maria - aquece o oxigenador ou o pulmédo artificial mantendo a

temperatura constante entre 37 °C;
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7) Fluxdmetro - Mede o fluxo da solucéo;
8) Man6metro de mercurio -Mede a pressdo do perfusato;
9) Catabolhas - Retira as bolhas formadas evitando assim embolia no rim;

10)Oxigenador ou pulmao artificial - Promove as trocas gasosas (95% de CF e
5% de CO2)

Figura 02 - Sistema de perfusdo de rim isolado com recirculacédo
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Cata bolhas

Mandmetro
Canula
Arterial
etor
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Condensador Fluxdmetro
Oxigenador
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Figura 03 - Representacdo grafica do sistema de perfusdo de rim isolado com

recirculagdo
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PREPARO DO SISTEMA

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e
depois calibrado.

A calibracdo foi sempre feita com o sistema em funcionamento na
presenca de solucdo fisioldgica a 0,9%, aquecida na temperaturas de 37 C. A
cada unidade da bomba de perfusdo (1,2,3,4 e 5), foi coletado a solucédo por !
minuto em proveta milimetrada (fluxo na ponta da canula arterial), e anotada a
medida do fluxdmetro e a pressdo de perfusdo, através do manbémetro de
mercurio ligado ao sistema. Para melhor adaptacdo do sistema as unidades de
bomba, foram estabelecidos 3 minutos de intervalos entre cada coleta.

A calibracdo é feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusdo em
face da resisténcia da propria céanula arterial. Para tanto, os resultados de
calibracdo obtidos nos quatro grupos tratados, foram compilados em curvas,
onde foi plotado a velocidade da bomba no eixo das abscissas contra a pressao
de perfusdo, volume de salina coletado (fluxo) e o valor obtido no fluxémetro
no eixo das ordenadas ( Gréaficos 1,2 e 3).

TECNICA CIRURGICA

Apobs a anestesia do animal com Pentobarbital Sédico na dose de
50mg/Kg intraperitoneal (IP), foi injetado na veia femural, devidamente
identificada, 3ml de manitol a 20 % , com intuito de melhorar o acesso
cirurgico ao ureter. Apos assepsia do abdémen, foi realizada uma incisdo da
parede abdominal com base na linha alba e duas incisdes perpendiculares a
primeira no meio da parede, para aumentar o campo cirdrgico. Rebatidas as
visceras para o lado esquerdo para visualizagdo do rim direito e consequente
limpeza dos tecidos presentes na area. Em seguida, o ureter foi isolado e

canulado com tubo de polietileno (PE50). Com o intuito de evitar interferéncia
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fisiologica da glandula adrenal direita no experimento, esta foi identificada,
isolada e seccionada, para com isso providenciar a descapsulagdo do rim.
Cumpridos estes procedimentos, a artéria renal foi canulada a partir da artéria
mesentérica superior. Apos sua identificacdo, a artéria mesentérica superior
foi ocluida em seu lado direito e pingado no seu lado esquerdo. Com pequeno
corte em seu tecido introduzimos a canula por 3 a 5 mm e fixamos cénula e
artéria. Logo a seguir, o oOrgdo foi isolado com pingas e seccionado,
promovendo a retirada do rim e ureter. Devidamente liberado, o rim ja
aclopado ao sistema, passa por um periodo de adaptagdo in vitro de
aproximadamente 30 minutos ( Figura 03).
PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram iniciados apos a adaptacdo do érgédo ao sistema
num tempo de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do
orgdo foi de 120 minutos. Durante esse periodo, foram coletados a cada 5
minutos as medida do fluxdmetro e a pressdo do perfusato. Em intervalos de
10 minutos, de maneira intercalada, foram coletados a urina e o perfusato, de
modo que na hora de coletar o ultimo ndo se trocava o coletor de urina e vice e
versa. Estes frascos com urina foram pesados e, juntamente com os frascos de
perfusato, mantidos em temperatura de -20C para permitir posteriores
dosagens de potassio, sédio, cloro, inulina e osmolaridade. Sempre aos 30
minutos do inicio do experimento, administramos veneno da Bothrops
moojeni para os ratos do segundo grupo e miotoxina | e miotoxina Il nos
terceiro e quarto grupos respectivamente.

Com o rim direito montado no sistema, o rim esquerdo foi coletado para
controle, o qual foi pesado e retirado um fragmento para posterior exame
histopatologico. Apo6s o fim do experimento, foi realizado o mesmo

procedimento com o rim direito.
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« 4) AVALIACAO BIOQUIMICA

Perfusatos e urinas foram coletados em intervalos de 10 minutos, de
forma intercalada, conforme o protocolo experimental acima descrito. Com
este material foram realizados testes bioquimicos de dosagem de sodio e
potassio, pelo método de fotometria de chama (Flame photometer - modelo
443IL). As dosagens de cloro foram realizadas seguindo o método descrito
pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi dosada a partir do mesmo
material, através de hidrolise direta, descrita por Fonteles e Leibach (1982).
Finalmente foi medida a osmolaridade das amostras com um osmoémetro (
vapor Pressur osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as analises
bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara.
5) HISTOLOGIA

Apo6s cada experimento, fragmentos dos dois rins foram retirados e
acondicionados em frasco de formol 10% para proceder a andlise histoldgica.
Estes fragmentos foram desidratados, diafanizados e em seguida cortados,
numa espessura de 5pm. Procedeu-se a coloracdo do material por
hematoxilina-eosina e as laminas foram analisadas por microscépio 6ptico
(Nikon).

Todas as laminas da perfusdo foram confeccionadas no Laborat6rio de
Anatomia Patologica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e

Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.



Figura 03 - Técnica cirargica (A=fveia femural, B= ureter canulado e C= canula arterial)
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Bomba X Pressao

Veneno bruto Il Miotoxina |

Grafico 1 - Calibragdo do sistema. Velocidade da bomba X Pressdo de perfusdo
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