PATRICIA ALINE BOER-LIMA

ALTERACOES FUNCIONAILS,
HISTOPATOLOGICAS T ULTRAESTRUTURALS
RENALS CAUSADAS PELO VENENO BRUTO DE

Bothrops moojene (CAICACA) EM RATOS
WISTAR.

)

a redacia  fingl

o
Ay

Al One

pelo (¢). ceadidate a)

s

o JE
O
& ;
T
e 1 Kl
L o
= E
-~ L
PR
¢ i

g T g

e a A

4

{
e e o

“ste exemplar corresponds
@ aprovada pela Comissao Jelpadora.

ia
2
|5

UNICAMP
1998

~ |B6333

34711/BC |




PATRICIA ALINE BOER-LIMA

ALTERACOES FUNCIONAIS,
HISTOPATOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAILS
RENAIS CAUSADAS PELO VENENO BRUTO DE

Bothrops moojene (CAICACA) EM RATOS
WISTAR.

Dissertacior de  Mestrado
apresentada ao Instituto- de
Biologiaw da Universidade
Istadual de Campinay para
obtencio do Titulo-de Mestre
em Ciéncias Bioldgicas- Area
de Biologiaw Celidar.

Orientadora: Profa. Drov. Mariw Alice da Crug-Hofling
Colaborador: Prof. Dr. José Antdonio-Rocha Gontijor

UNICAMP
1988



i TR

' CPD

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Boer-Lima, Patricia Aline
B633a Alteragdes funcionais, histopatolégicas e ultraestruturais renais causadas
pelo veneno bruto de Bothrops moojeni (Caicaca) em ratos wistar/ Patricia
Aline Boer-Lima. -- Campinas, SP: [s.n.],1998.
118f.: ilus.

Orientadora: Maria Alice da Cruz-Héfling

Co-orientador: Jos¢ Antdnio Rocha Gontijo

Dissertagio (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

> 1.Rim. 2.Veneno. 3. Ultraestrutura (Biologia). 1. Cruz-Héfling,
Maria Alice. II. Gontijo, José Anténio Rocha. III. Universidade Estadual
de Campinas.Instituto de Biologia. IV. Titulo.

Ak Sn Sh M a de s s e e



Defesa publica: Campinas 26 de maio de 1998

Banca Examinadora

Titulares:

Profa. Dra@?/f« asAlice da méﬂing

4 ';; f/f
Vi ) 7 - “;Z’;f/.‘jigﬁ O ap—
AL

Prof. Dr. Eﬁm@/zél de Almeida Burdmann

a

{ Ry R
Prof. Dr. Luis A tofpé Ribeiro de Moura
Suplente:

Prof. Dr. Sebastido Roberto Taboga






Aoy funcionarios doy Departamentos de Histologia e
Embriologiov e de Biologia Celudar.

A Gustavo Henwique da Silvar pelo- auridio- consgtante no
parte técnica dovtese:

Aoy amigoy, funciondrioy e professorves do Nicleo de
Medicina e Cirurgia Experimentul; pelow solicitude e apoio-

A Adriana Zaparolli pelaw contribuicio nas dogagens e o
Donav Neide pelo- cavindho-

Ao Dr. tlliot W. Kitwjuma por permitir a wtilizacdo do
Microscopio-Eletvénico de Varreduro.

Ao mew filho-Gabriel pelo-carinho; respeito-e altruismo-

A minha irmd Sibele pov estow por perto- noy momentoy gue
Madis precised.

Aoy animaisy que foram sacrificadoy para a realizacdo
destow pesquisa.

A todoy gue, de wmor maneira ow de outvoy, contribuwivoun
i deste trabalho-
paraw o-andaento et .

A CAPES pelo- aunilio-financeiro:



RESUMO

1. INTRODUCAO | 1
1.1. Caracteristicas das serpentes venenosas brasileiras 3
1.2. Dados epidemiologicos 7
1.3. Composi¢do quimica e atividades biologicas dos venenos

botrdpicos 8
1.3.1. Caracteristicas do veneno de Bothrops moojeni 12
1.4. Manifestacdes clinicas apds envenenamento por serpentes 13

1.4.1.Insuficiéncia Renal Aguda apds envenenamento

ofidico 14

1.5. Alteracdes celulares envolvidas na IRA 20

2. OBJETIVO 23
3. MATERIAIS E METODOS 25
3.1. Aninais € veneno 26
3.2. Teste da fungéo renal 26
3.3. Determinagdes bioquimicas 28
3.4. Célculos e analise estatistica 28
3.5. Medida da presséo arterial 29
3.6. Processamento para microscopia de luz 29
3.7. Processamento para microscopia eletrOnica 31
3.7.1. Microscopia eletrdnica de transmissdo 31

3.7.2. Microscopia eletrdnica de varredura 32

4. RESULTADOS 34

4.1. Avaliacdo funcional através do clearance de creatinina e

de Hti() 35




4.2. Pressdo arterial 43

4.3. Avalia¢do das alteragdes morfologicas 44
4.3.1. Andlise histolégica 44

4.3.2. Anélise ultraestrutural 70

5. DISCUSSAO 86
6. CONCLUSOES 104
7. ABSTRACT 107

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 109




Resumo

RESUMO

Acidentes ofidicos em paises tropicais sdo freqiientes e constituem um
importante problema de Satide Publica no Brasil. Dentre as manifestacdes
sistémicas apds o envenenamento botropico e crotilico destaca-se a
insuficiéncia renal aguda, sendo esta a principal causa de morte. Interposto ao
meio interno € externo e responsavel pela homeostase, o rim, de uma forma
geral, bem como os epitélios que constituem os varios segmentos do nefron,
respondem a diversas situagOes sistémicas de agressdo incluindo o
envenenamento ofidico. O objetivo deste estudo foi investigar as lesdes
morfologicas e funcionais renais provocadas pelo veneno bruto de Bothrops
moojeni. Apos 5, 16 e 48 horas da inoculagdo endovenosa de 0,4pg e 5 hs
apos a inoculagdo de 0,2ug/g do veneno, foram realizados estudos funcionais
estimando a filtragdo glomerular e a manipulacio tubular de sodio através do
clearance de creatinina e clearance de litio, ¢ morfoldgicos através de
microscopia de luz e eletrdnica de transmissio e varredura. Os resultados
fisiologicos e morfologicos demonstraram que o veneno de Bothrops moojeni
causa uma série de alteragdes tubulares renais precoces, incluindo necrose
tubular aguda (NTA). Estas altera¢des foram acompanhadas por modificages
significativas na filtragdo glomerular, e importantes alteragdes morfolégicas
dos corpusculos renais. Nao foram encontradas modificagdes significativas da
pressdo arterial sistémica, nem tampouco microcoagulos de fibrina nos
capilares glomerulares e peritubulares. Nossos resultados sugerem importante

papel a ag@o nefrotoxica direta do veneno como fator patogénico.
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Os paises tropicais sdo conhecidos pela grande riqueza faunistica que
possuem, e desta forma, € proporcionalmente grande a ocorréncia de
serpentes sendo muitas delas peconhentas. Consequentemente esta alta
ocorréncia repete-se no que diz respeito aos acidentes ofidicos,
principalmente na zona rural e, estudos que enfoquem esta questio sdo de
grande interesse. No sentido de entender tanto a constituicdo destes venenos
quanto 0s mecanismos de a¢do e conseqiiente quadro clinico, tém sido feitas
investigagdes envolvendo profissionais de vérias dreas do conhecimento como
farmacologistas, bioquimicos, fisiologistas, patologistas, histologistas e

biologistas celulares.

Os venenos ofidicos sdo constituidos por uma série de componentes
que produzem efeitos deletérios no organismo animal, quer indiretamente,
através da liberacdo de substncias farmacoldgicamente ativas, quer

diretamente atraves de agdes nas membranas celulares.

Dentre as conseqiiéncias do envenenamento provocado por serpentes de
grande importincia epidemioldgica no Brasil, destacam-se as alteracdes
renais pois a insuficiéncia renal aguda (IRA) ¢ considerada a primeira causa
de morte apo6s acidentes com estes ofidios. Interposto ao meio interno e
externo e responsavel pela homeostase, o rim de uma forma geral, bem como
os epitélios que constituem os varios segmentos do néfron, respondem a
agressdes sistémicas incluindo o envenenamento ofidico. O exato mecanismo
pelo qual o veneno botrépico produz necrose tubular aguda permanece
desconhecido. Assim, modelos experimentais que contribuam para a
elucidacdo dos mecanismos nefrotoxicos e o grau de comprometimento renal

sdo de alta relevéancia.

O gé€nero Bothrops compreende vérias espécies de serpentes

distribuidas na América, a partir do México até a Argentina (Hoge &
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Romano-Hoge, 1972). Os integrantes deste género, como veremos, sio
responsaveis pela grande maioria de acidentes no Brasil. Neste trabalho nés
utilizamos o veneno bruto da serpente Bothrops moojeni e nossa escolha esti

respaldada pelos seguintes aspectos:

e Os acidentes ofidicos provocados por serpentes do género Bothrops tém
grande importincia em termos de Satde Publica.

o O veneno de Bothrops moojeni possui uma alta atividade proteolitica
associada com uma baixa acfo hemorragica. Este veneno também tem alta
atividade coagulante e de fosfolipase A, (Assakura ef a/, 1985; Reichl et
al., 1989; Furtado et al., 1991),

Existem poucos trabalhos na literatura que enfoquem a a¢do nefrotéxica

direta das pegonhas de serpentes brasileiras do género Bothrops.

e O conhecimento das altera¢Ses morfofuncionais renais causadas por tal
peconha, poderd contribuir para o esclarecimento do quadro clinico
desencadeado pelo envenenamento.

e O conhecimento dos eventos celulares envolvidos em processos

nefrotoxicos, apds o envenenamento botrépico poderd constituir-se em

ferramenta valiosa para a avalia¢do clinica e abordagem terapéutica.

1.1-CARACTERISTICAS DAS SERPENTES VENENOSAS
BRASILEIRAS

No mundo todo existem, aproximadamente, 2.500 espécies de
serpentes. Destas, 250 sdo conhecidas no Brasil, das quais 70 sdo peconhentas
e pertencentes a dois grupos. Um constituido pelos Elapideos (corais
verdadeiras) e outro, pelos que nos interessam neste trabalho, os Crotalideos.
As serpentes pertencentes ao grupo dos Crotalideos apresentam as seguintes

caracteristicas: 1) fosseta loreal, 2) cabega triangular recoberta com escamas
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pequenas, 3) dentes inoculadores de veneno, grandes, ponteagudos, méveis e
ocos, situados na frente da boca, 4) parte superior do corpo recoberta por
escamas sem brilho, em forma de quilha, e 5) caudas diferenciadas para cada
género que constitui este grupo, ou seja, cauda lisa, com guizo ou chocalho e

cauda com escamas arrepiadas no final (Ministério da Saude, 1991).

Os Crotalideos pertencem a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae.
As serpentes pertencentes a familia Viperidae possuem o mais desenvolvido
mecanismo para inje¢do de veneno sendo classificadas, quanto a posicio e
estrutura dos dentes, como soleno6glifas. Estas possuem presas anteriores
bastante desenvolvidas e de grande mobilidade, com um canal central que se
comunica pela base com o ducto excretor da glindula de veneno (Goin &
Goin, 1971). Por este motivo, a forma de inoculacdo do veneno em suas
vitimas € extremamente eficiente em termos de velocidade e quantidade de
veneno injetado. As articulagBes frouxas entre os ossos da cabeca destas
serpentes e a extrema mobilidade dos mesmos, devido a musculos cranianos
apropriados, possibilitam o direcionamento das presas para frente, em posigio
de ataque, permitindo que a serpente possa ferir e injetar 0 veneno enquanto
sua boca permanece aberta formando um angulo de aproximadamente 90
graus. Ao mesmo tempo, durante a projecdo da presa, a bainha retrai para
cima aderindo fortemente a base, colocando o ducto da glinduia de veneno
em justaposicdo com a abertura superior da presa. Um sistema do tipo seringa
¢ assim formado, o qual, junto com as longas presas, permite uma penetragio
profunda e a eficiente inje¢do do veneno ( c¢f Kochva, 1987). Estas
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas do género, contribuem para a
grande incidéncia de acidentes, bem como para a gravidade dos sintomas
clinicos, alem da larga distribuicfio geografica, reflexo do bem sucedido

aprimoramento do aparato para aquisicfo de alimento.
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Os representantes da subfamilia Crotalinae distribuem-se em trés

géneros: Lachesis, Crotalus ¢ Bothrops.

O género Lachesis ¢ constituido pelas surucucus, que sd3o as maiores
serpentes  peconhentas da Ameérica do Sul. Sdo encontradas na Floresta
Amaz6nica e Mata Atlantica e o nimero de acidentes provocados por elas no

Brasil chega a quase 3%.

O género Crotalus € constituido pelas cascavéis, que possuem guizo ou
chocalho na ponta da cauda. Com exceciio da Floresta Amazonica, Mata
Atlantica e regides litordneas, as cascavéis sdo encontradas no restante do pais

e sdo responsaveis por 8% dos acidentes ofidicos.

O género Bothrops € constituido pelas jararacas, que possuem cauda
lisa. Este género ¢ composto por mais de 30 variedades de serpentes que
apresentam cores e desenhos diferentes pelo corpo, indo do verde ao negro.
Habitam preferencialmente ambientes imidos como matas, areas cultivadas e
locais de proliferacdo de roedores (paidis, celeiros, depositos de racdo), em
zonas rurais. Possuem hébito noturno e sfio consideradas as mais agressivas.
Quando se sentem ameacadas, atacam em siléncio. Estas serpentes estdo
distribuidas em todo territério Nacional (Ministério da Saade, 1991;

Barraviera & Pereira, 1994).

A espécie Bothrops moojeni que foi descrita por Hoge (1965), e cujo
veneno foi utilizado neste trabalho, recebeu este nome em homenagem ao
pesquisador mineiro Jodo Moojen, que realizou diversos estudos com animais
na regido de Brasilia. Esta ¢ uma espécie tipica do Distrito Federal e é a maior

serpente pegonhenta do Planalto Central (Sebben et al., 1996).

Esta serpente ¢ conhecida popularmente como caicaca ou jararacfio, ¢

de porte médio sendo que individuos grandes podem ultrapassar um metro e
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meio de comprimento. Sua pele ¢ de aspecto marrom aveludado com
desenhos bem nitidos, e seu comportamento € agressivo, podendo dar botes
sucessivos projetando praticamente todo o corpo, o que dificulta sua captura
com o lago ou gancho. E uma espécie de habito terrestre, vivendo em areas
abertas de regibes mais quentes e secas, sendo encontrada em parte do Sul,
Sudeste e Centro Oeste do Brasil. A incidéncia dos acidentes causados por
estas serpentes vem aumentando por toda regido Centro Oeste. Pelo fato de
dominarem as regides onde habitam, possivelmente a médio prazo, o nimero
de acidentes crescerd muito em tais regides (Secretaria de Estado da Salde de

S#o Paulo, 1993; Barraviera & Pereira, 1994).

Figura 1- Bothrops moojeni. Foto tirada em Brasilia DF, pelo Dr. Ivan Sazima.
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1.2 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os acidentes ofidicos constituem um sério problema de Satide Publica
em paises tropicais. Ribeiro (1991), em estudo de acidentes provocados por
serpentes peconhentas no Estado de Sao Paulo, verificou que os acidentes
predominam nos meses de outubro a abril (época chuvosa} e no periodo
diurno, sobretudo durante a tarde, sendo a maioria das vitimas do sexo
masculino e com idade entre 5 e 50 anos. A ocupagfo mais relacionada aos
acidentes € a de lavrador e a maioria das vitimas se encontram com as
extremidades inferiores desprotegidas no momento da picada. As regides

anatémicas mais freqlientemente picadas sdo os pés, as mios e as pernas.

Das 70 espécies de serpentes venenosas e (ou) peconhentas catalogadas
no Brasil, 32 pertencem ao género Bothrops, sendo estas responsaveis por
cerca de 90% dos acidentes ofidicos (Kaiser & Michl, 1971; Amaral et al,
1986; Barraviera & Pereira, 1994).

De janeiro de 1990 a dezembro de 1993, a taxa de acidentes, por

género, que foram notificados ao Ministério da Satde € a seguinte:

T, 7% 0.4%

BABothrops
B Crotaius
Ellachesis

Edaficrurus

Figura 2- Acidentes ofidicos. FONTE: Ministério da Satde, 1997.
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Em 1989, foram notificados ao Ministério da Satde 20.748 acidentes
ofidicos. A maioria dos casos foi atribuida ao género Bothrops. Das 20
espécies reconhecidas, 4 sdo as mais freqlientemente responsiveis por
acidentes humanos: B. jararaca, no Sudeste; B. moojeni, no Centro Oeste; B.

erithromelas, no Nordeste ¢ B. arrox, no Norte do Brasil (Cardoso, 1990).

1.3—- COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS
VENENOS BOTROPICOS

De uma forma geral, os venenos ofidicos sdo constituidos por uma
mistura extremamente complexa de componentes protéicos (enzimaticos e
ndo enzimaticos) e ndo protéicos (orgdnicos e inorgdnicos), com acgdes
diversas, que podem ser sinérgicas ou mesmo antagénicas, o que torna dificil
um tratamento eficaz no sentido de inibir os efeitos de todos estes
componentes. Dentre as proteinas enzimaticas, as principais, presentes nos

venenos ofidicos, sdo as enzimas proteoliticas e as fosfolipases (¢f Santo

Neto, 1987).

O veneno das espécies pertencentes ao género Bothrops tem efeito
predominantemente proteolitico, coagulante ¢ hemorragico (Da Silva et al.,
1979; Amaral et al, 1985; Rezende er al, 1989; Furtado er al, 1991;
Secretaria de Estado da Salde de Sdo Paulo, 1993).

A ag¢do proteolitica ¢ responsavel pelo efeito necrdtico, na regidio da
picada, e pelo edema inflamatério (Rosenfeld, 1965; Jorge & Ribeiro, 1989) e
decorre da presenca de proteases, fosfolipases, hialuronidases e outras
enzimas. As fosfolipases sdo uma familia de enzimas que hidrolisam
fosfolipidios gerando 4cidos graxos livres, os quais tém propriedades

detergentes toxicas. No veneno, estas restringem-se quase que exclusivamente
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as fosfolipases A, (PLA;), que tém conjuntamente a fungdo digestiva, uma
extensa atividade bioldgica, incluindo neurotoxicidade, miotoxicidade,
iniciagdo ou inibi¢do de agregacdo plaquetdria, efeito hemolitico,
edematogénico, anticoagulante, convulsivante, hipotensor e cardiotoxico

(Gutiérrez & Lomonte, 1995; Kini & Evans, 1989).

Gutiérrez & Lomonte (1995) considerando o fato de algumas
miotoxinas botropicas afetarem, in vitro, muitos tipos celulares como
neurdnios, macrofagos ¢ fibroblastos (Brusés et af, 1993), além dos
mioblastos de misculo esquelético, classificaram-nas mais como citotoxinas
do que como miotoxinas. Estes autores estudaram o efeito de miotoxinas em
células, lipossomos e musculo esquelético e sugerem o mecanismo de agdo

hipotético que se segue:

As miotoxinas ligam-se a um sitio imdével, nfo identificado, na
membrana plasmatica das células. Este sitio pode ser uma proteina, um
dominio fosfolipidico carregado negativamente ou outro tipo de componente
de membrana. Em qualquer um destes casos, parece haver envolvimento de
uma interagfo eletrostdtica entre sitios catibnicos das toxinas e grupos
carregados negativamente na meémbrana. Apés esta ligacdo inicial, as
miotoxinas penetram a bicamada por uma interagio hidrofobica mediada por
uma regifio citotéxica da molécula, a qual é diferente do sitio catalitico. E
possivel que nesta regifio combinem-se residuos de aminoacidos basicos e
hidrofébicos. Adicionalmente, a acilagdo pode contribuir para a interagdo e
penetragdo da toxina na membrana celular. Tal dominio téxico hipotético
poderia estar presente nas variantes enzimaticamente ativas ou inativas. E
muito provavel que a presenca de residuos hidrofobicos flanqueados por
residuos catidnicos, constitua um esbogo molecular comum para a regifo
citolitica nas miotoxinas. A penetragdo desta regido no core hidrofdbico da

bicamada lipidica seria responsavel pela desestabiliza¢do da membrana, com
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conseqiiente diminuicio na regulacdo da permeabilidade a ions e
macromoléculas. A penetragdo na membrana requer, provavelmente, uma
membrana fluida, porque a miotoxina perde a agdio citotdxica a 4°C.
Paralelamente a esta perturbacgdo inicial da membrana, variantes
enzimaticamente ativas induzem danos adicionais & membrana por
hidrolizarem fosfolipidios da bicamada, um efeito nio observado em
miotoxinas cujo residuo Lys-49 ¢é enzimaticamente inativo. O
desencadeamento de um influxo proeminente de célcio seria provavelmente a
conseqiiéncia mais relevante de disturbios na membrana, sendo responsavel
pelo comego de uma variedade de mecanismos desestabilizadores tais como
alteracdes no citoesqueleto, dano mitocondrial e ativagdo de proteases e
fosfolipases célcio dependentes as quais, por sua vez, causam danos celulares
adicionais, que em conjunto seriam as responsadveis pelos efeitos

degenerativos fisiopatologicos observados.

Por outro lado, algumas dessas enzimas proteoliticas produzem
hemorragia, sendo por isso chamadas de hemorraginas ou fatores
hemorragicos. Existem também fatores hemorrdgicos desprovidos da
atividade proteolitica. A maioria das enzimas proteoliticas, apresenta grande
quantidade de carboidratos e ions calcio ou zinco, como integrantes de sua
molécula, os quais desempenham importante papel na agdo enzimatica. Por

isso so chamadas também de metaloproteases {¢f Santo Neto, 1987).

A acfio hemorragica leva ao extravasamento do sangue dos capilares

para o intersticio na regido da picada (Rosenfeld, 1965; Ohsaka, 1973).

A agfo de algumas hemorraginas foi estudado por Ownby (1990) e
detectado por Cruz-Hofling e al. (1992) com o veneno de B. insularis, ambos
em musculo esquelético, que verificaram que a passagem de eritrécitos pelo

endotélio pode ocorrer por diapedese, quando os eritrécitos passam através

10
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das juncdes intercelulares das células endoteliais ou por “rhexis”, quando os
eritrocitos passam através de grandes fendas nas células endoteliais causadas
por degeneracdo e ruptura da parede endotelial, sendo que as jungdes

intercelulares permanecem intactas.

Além disso, Araki et a/. (1993), descreveram evidéncias de inducfo de
apoptose em cultura de células endoteliais apés a incubacdo com veneno
bruto de serpentes os quais apresentam agdo hemorragica. Além da ag¢dio nas
células endoteliais, Baramova er al. ( 1989), demonstraram a habilidade de
hemorraginas crotalicas em degradar proteoliticamente, in vifro, componentes
da ldmina basal e da matriz extracelular como laminina, fibronectina,

coldgeno tipo IV, entactina, nidogénio e outros tipos de colagenos.

Ja o efeito coagulante observado nos venenos botrépicos, ¢ devido,
fundamentalmente, a proteases que atuam em pontos especificos da cascata de
coagulag@o. A maijoria dos venenos de serpentes do género Bothrops possui,
isolada ou simultaneamente, agéo sobre o fibrinogénio, a protrombina, o fator
X ¢ as plaquetas, resultando em altera¢Ses na coagulagfio sanguinea. Nesses
casos, o tempo de coagulagdo do sangue total pode estar prolongado e o
sangue parcialmente coagulavel ou incoagulavel. Essas alteragSes sfo
decorrentes do consumo dos fatores da coagulagio, notadamente do
fibrinogénio, havendo formacgdo de microcodgulos de fibrina que sdo
depositados em capilares e arteriolas, os quais sdo, posteriormente, removidos
pelo sistema fibrinolitico. A agfio direta do veneno botrépico sobre o
fibrinogénio ¢ chamada de atividade “thrombin-like” (Kamiguti & Cardoso,
1989; Kamiguti ef al, 1991; Secretaria de Estado da Satde de Sdo Paulo,
1993).

Os componentes ndo protéicos dos venenos botropicos sio pouco

expressivos em quantidade e menos ativos biolégicamente porém, como ja

it




Introducio

citado, desempenham importante papel coadjuvante na acdo enzimética (cf.

Santo-Neto, 1987).

1.3.1 — CARACTERISTICAS DO VENENO DE Bothrops moojeni

Brazil & Vellard (1928), consideraram o veneno de B. moojeni {na
época descrita como Lachesis atrox) como o de acdo proteolitica mais intensa
entre os botropicos. Além disso, foi considerado o de maior atividade

coagulante entre as espécies brasileiras até entdo estudadas.

Vellard & Viana (1931), ao pesquisarem as alteracdes sangiiineas
provocadas in vivo pelo veneno de B. moojeni, determinaram que a forte agdo
coagulante era devida 4 rdpida destruicdo do fibrinogénio. Eagle (1937),
mostrou que este veneno age sobre o fibrinogénio e o sangue de maneira

semelhante a trombina.

Mais recentemente Assakura et al. (1985) verificaram que o veneno de
B. moogjeni tem baixa atividade hemorragica comparada a dos venenos de B,
Jjararaca € B. neuwiedi. A atividade proteolitica deste veneno é duas vezes
maior que a dos venenos de B. jararaca e B. neuwiedi, embora a agfo
hemorragica seja dez e duzentas vezes, respectivamente, menor que as destes

venenaos.

O veneno de B. mogjeni possui uma alta atividade proteolitica
associada a uma baixa acdo hemorrigica. Este veneno também tem alta
atividade coagulante e de fosfolipase A, (Reichl ef al., 1989; Furtado e al.,
1991).
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1.4 - MANIFESTACOES CLINICAS APOS ENVENENAMENTO POR
SERPENTES

Os sintomas ¢ a gravidade do envenenamento por serpentes, dependem

dos seguintes fatores:

e O tamanho e idade da vitima.

e A natureza, localizacdo, profundidade e nimero de picadas.

¢ A duracéio do tempo de inje¢do do veneno (durante a picada).

e O grau de irritacdo ou “preocupagdo” que motivou a serpente a dar o
golpe.

e A quantidade de veneno injetado.

e A espécie e tamanho da serpente envolvida.

s A condigfo dos dentes inoculadores da serpente e de suas glandulas de
veneno.

+ Os patogenos presentes na boca da serpente.

s A sensibilidade da vitima ao veneno.

o A medida e espécie de tratamento de primeiros socorros ¢ subsequente
medicacdo.

Qutros fatores influem no aparecimento de complicagdes apds o
acidente, como por exemplo o fato do veneno ser espécie-especifico e nio ser
possivel, na maioria dos casos, a identifica¢cdo do animal que provocou o
acidente. Desta forma um acidente com serpente pode variar em severidade,

de leve a extremamente grave (Russell, 1979).

O acidente botrdpico causa manifestagfes locais ¢ sistémicas que
evoluem simultaneamente. As manifesta¢des locais incluem edema e dor
local, eritema, equimose, bolhas, cianose e necrose podendo haver
complica¢Oes causadas por infecclo caracterizada por celulite no sitio da

picada (Rosenfeld, 1971; Amaral er al., 1985; Jorge et al., 1994).
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Quanto as manifestagSes sistémicas, a mais freqiiente ¢ a alteracdo no
processo de coagulagio sangiiinea seguida por hemorragia. OQutras
manifestagGes sdo o choque e a insuficiéncia renal. O tratamento nestes
pacientes € feito através da administragdo endovenosa do soro antibotrépico.
Na fase aguda do envenenamento, além das medidas gerais de suporte e alivio
da dor, deve ser dada atengdo especial & hidratacio do paciente, pois existe o
risco da evolugdo do quadro clinico para IRA. A real incidéncia da IRA nos
picados por Bothrops niio estd determinada, visto que somente pacientes que
necessitam de tratamento dialitico tém sido notificados (Secretaria de Estado

da Saude de Sdo Paulo, 1993).

1.4.1- INSUFICIENCIA RENAL AGUDA APOS ENVENENAMENTO
OFIDICO

Dentre as alteragGes renais encontradas, principalmente, em pacientes
envolvidos em acidentes com outros géneros de serpente que ndo Bothrops,
tém sido observadas: faléncia renal aguda (Seedat et al., 1974; Sitprija et al.,
1974; Shastry et al., 1977; Azevedo-Marques et al., 1985), necrose tubular (
Sitprija et al., 1974; Chugh e¢ al, 1975; Shastry et al., 1977, Aung-Khin,
1978; Da Silva et al, 1979; Date & Shastry 1981; 1982: Ponraj &
Gopalakrishnakone, 1997), calcifica¢do do cortex renal (Oram er al.,1963;
Ponraj & Gopalakrishnakone, 1995), nefrite intersticial aguda (Sitprija et al,
1982), congestdo glomerular e glomerulonefrite proliferativa (Seedat er

al.,1974; Barnes, 1989; Barnes er al., 1994).

A lesdo renal mais freqiientemente encontrada é a necrose
tubular, podendo ser provocada por isquemia e/ou aglio nefrotdxica direta
e/ou indireta. No que diz respeito as lesdes glomerulares, tém sido observadas

em pacientes picados por serpente glomerulonefrites e um quadro clinico

i4




Introducio

compativel a sindrome nefrética. As caracteristicas glomerulares deseritas
consistem essencialmente de proliferagdo das células endoteliais e mesangiais
¢ deposi¢do de fibrina e complexos imunes. Quanto as lesSes vasculares, a
alteragdo mais observada € arterite necrozante das artérias interlobulares,
sendo esta lesdo segmentar. Podem ocorrer lesdes intersticiais severas com
perda de hemoglobina no limen do tibulo contorcido distal e tubo coletor.
Edema intersticial € uma caracteristica constante, observada somente em
casos com IRA, e é mais pronunciado na regido cortical (Sitprija &
Boonpucknavig, 1979). Vérios mecanismos tém sido propostos para explicar

a patogénese destas lesdes, mas estes nfo estdo esclarecidos.

No sentido de esclarecer esta questdo, vérios trabalhos tém sido feitos
com o veneno da serpente Vipera russelli, que pertence a familia Viperidae
assim como o género Bothrops. Esta espécie, causa grande nimero de mortes,
por IRA, em Burma e Sri L.anka, e em partes da fndia, Paquistdo, Bangladech
e Tailandia (Sanguanrungsirikui et al., 1989; Ratcliffe et al., 1989: Than-Than
et al., 1989; Soe-Soe et al., 1990).

Segundo Than-Than et al. (1989), embora existam varias evidéncias
histolégicas da agfio direta do veneno de Vipera russelli sobre os thbulos
renais, ndo € possivel determinar a causa da necrose tubular aguda utilizando

apenas exames histologicos.

A evidéncia mais persuasiva da nefrotoxicidade direta deste veneno foi
obtida por Ratcliffe er al. (1989), que trabalhando com rim isolado de rato,
constataram altera¢des funcionais relacionadas 4 dose do veneno de V.
russelli sobre o “clearance” de inulina e excrecio de sédio. Estes autores
sugerem que, devido a alta incidéncia de faléncia renal apds o envenenamento

por serpentes Sul Americanas do género Bothrops, estes venenos podem

conter nefrotoxinas.
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Sce-Soe ef al. {1990), em estudo da agdo nefrotéxica do veneno de V.
russelli ~por microdissecgcdo de rins de animais envenenados
experimentalmente, e por experimentos in vitro, diferenciam a necrose
tubular em dois tipos. O tipo nefrotoxico, é causado por acdo direta das
toxinas, produzindo destrui¢do das células tubulares da parte proximal, sendo
que a membrana basal se mantém preservada. Na nefrotoxicidade direta todos
os tiibulos proximais do rim seriam afetados igualmente. Ao contréario, no tipo
isquémico, produzido por isquemia renal de alguma causa, o dano tubular
seria casual, todas as por¢des do tubulo, proximal ou distal de um mesmo
néfron, seriam destruidas e ocorreria ruptura da membrana basal, porém nem
todos os néfrons seriam afetados. Este conceito, entretanto, parece ndo ter
base pratica, uma vez que o teor de veneno/toxina que atingira os tibulos dos
2.000 néfrons de cada rim do individuo por certo nfio serd o mesmo, e

portanto seria impossivel que o grau de lesdo fosse igual em todos eles.

Mais recentemente, Willinger et al. (1995), também com o objetivo de
verificar a nefrotoxicidade direta do veneno de Vipera russeli, trabalharam
com perfuséo artificial de rim isolado assim como Ratclife er al. (1989). Estes
fizeram uma andlise morfolégica das altera¢des em rim isolado. Além das
alteragdes fisiologicas similares as encontradas por Ratclife ef al. (1989), os
autores encontraram alteragdes morfoldgicas caracterizadas por destruicdo do
filtro glomerular, lise de paredes vasculares e varios graus de injlria epitelial
em todos os segmentos tubulares. Além disso, os autores trabalharam com
cultura de c€lulas mesangiais e epiteliais (LLC-PK; ¢ MDCK) que foram
expostas ao veneno (100 a 1000 pg/ml). Em células mesangiais o veneno
induziu completa destruicBo em concentragio de 200 pg/ml. Em células

epiteliais somente doses extremamente altas levaram a danos

microscopicamente discerniveis,

16




Introducio

Em uma série de 400 pacientes picados por serpentes tropicais
venenosas, Sitprija & Boonpucknavig (1979) observaram faléncia renal em
5% dos casos, proteinuria leve em 4%, e hematuria em 35%. Por esta razdo
consideraram necessdrio o estudo detalhado das alteragdes patoldgicas, da
patogénese ¢ manifestagdes do envolvimento renal em acidentes ofidicos. Na

figura abaixo, ¢ mostrada a patogénese das leses renais sugerida por estes

autores.
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Figura 3- Patogénese das lesdes renais sugerida por Sitprija & Boonpucknavig, 1979.

Com relagdo aos estudos das lesdes renais causadas por venenos
botropicos, existem poucos dados na literatura, e estes referem-se a relatos
das disfung¢des renais de pacientes acidentados (Azevedo & Teixeira, 1938;
Da Silva et al., 1979; Amaral ez al., 1985;1986; Barraviera & Pereira, 1994)

ou a estudos experimentais que procuram, através de abordagens diferentes,
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enfocar aspectos que contribuam para caracterizar as lesdes renais e tentar
elucidar qual(is) o(s) agente(s) desencadeante(s) das mesmas (Chaves ef al.,
1989; Rezende et al., 1989; Burdmann ef al., 1993; D’Abreu er al, 1995;
Pérez et al., 1996).

A IRA tem sido considerada a primeira causa de morte por
envenenamento botropico. Em uma descrigdo de 63 pacientes com [RA ap6s
acidente ofidico, 32 (51%) foram causados por Bothrops enquanto 31 (49%)
foram causados por Crotalus. Do primeiro grupo 7 apresentaram necrose

cortical renal ( Amaral ez al., 1986).

A acdo proteolitica do veneno decorrente da acio citotoxica direta nos
tecidos por fragdes proteoliticas, somada a agfio coagulante com formacio e
deposicdo de microtrombos na rede capilar, poderiam contribuir para
desencadear a IRA (Amaral et al., 1986; Chaves ef al., 1989; Barraviera &
Pereira, 1994).

Da Silva et al. (1979), verificaram que em pacientes com faléncia renal
aguda, provocada por veneno de serpentes do género Bothrops, ocorreram
alteragGes como necrose tubular, necrose cortical bilateral e insuficiéncia
renal cronica. Estes autores, atribuiram estas alteragdes a a¢do nefrotoxica do
veneno, hemolise intravascular, coagulag¢do intravascular disseminada ou

sindrome de defibrinacdo, hipotensio ou choque.

Chaves et al. (1989), em estudo das alteragdes renais provocadas pelo
veneno de B. asper em camundongos, verificaram primeiro a ocorréncia de
congestdo glomerular e depois de lesdes tubulares e, sugeriram que estas
foram provenientes da isquemia resuitante da hemorragia e coagulacio

intravascular.
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Rezende et al. (1989), estudaram as alteragcdes renais, utilizando ratos
injetados (i.p.) com veneno de B. jararaca, e a indugdo de faléncia renal
aguda e lesbes degenerativas das células epiteliais tubulares. Eles sugeriram
que estas caracteristicas eram provenientes, primeiro, das mudancas
hemodinadmicas e isquemia renal, tendo estas importante papel na etiologia da

patogénese das alteragdes renais histopatolégicas e funcionais.

Burdmann et al. (1993), estabeleceram um modelo experimental para o
estudo da faléncia renal aguda induzida pelo veneno de B. jararaca. Através
de estudos funcional e morfol6gico, os autores determinaram que a isquemia
relacionada com a coagulagdo glomerular e hemolise, foi o mais importante
fator patogénico causando um decréscimo no indice de filtracdo glomerular,

embora a nefrotoxicidade direta do veneno nio possa ser excluida.

D’Abreu et al. (1995), em estudo da acdo nefrotéxica do veneno bruto
e de uma fracdo com atividade de PLA, , do veneno de Bothrops insularis
(i.v.) em rim de pintainho, concluem que as alteracdes renais encontradas

tiveram provavelmente, origem isquémica.

Pérez et al (1996) apds injecdo intramuscular da dose de
aproximadamente 2,5ug/g do veneno de B. alternatus, verificaram a partir de
6 horas, congestio glomerular, tumefacdo e degeneragdo hidropica dos
tabulos proximais e distais, com presenca de cilindros hialinos na luz dos

tabulos.

Os estudos existentes no sentido de elucidar a génese das lesdes renais,
mais especificamente tubulares, provocadas por venenos botrdpicos,
atribuem-nas geralmente & isquemia. Isto pode ocorrer na maioria dos casos

mas a nefrotoxicidade direta também tem sido sugerida.
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Desta forma, o fator ou fatores exatos pelos quais os venenos de
Bothrops produzem necrose tubular aguda ndo sdo concludentes. Com base
nas agdes proteolitica e coagulante destes venenos, 0s mecanismos que tém
sido propostos para explicar as lesdes renais sdo: 1) a coagulacdo
intravascular disseminada que acarreta a formagdo e deposicdo de
microtrombos na rede capilar e, 2) a nefrotoxicidade direta atribuida & agdo
proteolitica do veneno e/ou espasmo dos vasos renais decorrente da liberagdo
de substdncias vasoativas (Amaral et al., 1985; 1986; Secretaria de Estado da

Saude de Sdo Paulo, 1993).

Devemos considerar ainda, que o veneno ¢ eliminado principalmente
através dos rins ¢ o endotélio vascular neste érgdo entra em contato com o
veneno mais que em outros 6rgdos ja que os rins possuem grande irrigagdo

sangiiinea (Azevedo & Teixeira, 1938).

1.5—- ALTERACOES CELULARES ENVOLVIDAS NA
INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

Varios eventos moleculares e metabdlicos que ocorrem nas células dos
tibulos renais e suas conseqiiéncias na fungio glomerular estio envolvidos na
patogénese daIRA . Quando estes eventos sdo decorrentes de isquemia renal,
ocorre deple¢io do ATP celular que esta envolvido em uma série de processos
essenciais para a fungdo celular como a sintese proteica, a lipogénese e o

transporte ativo através da membrana (laina & Schwartz, 1994).

Molitoris e al. (1988) e Molitoris (1991), verificaram que apés 10
minutos de isquemia, a atividade da Na'-K”™ ATPase, que normalmente é
encontrada na regido basolateral das células do tubulo contorcido proximal, é

encontrada na membrana apical indicando ocorréncia de alteracdio na
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polaridade das células epiteliais destes tibulos. Este fendmeno estaria
relacionado a actina (componente majoritario do citoesqueleto), uma vez que,
a polimerizagdo destes microfilamentos é ATP dependente. Além disso, sendo
o volume celular controlado pela bomba de Na™ e K, alteracdes na sua
atividade provocam actimulo de sédio e cloro, e como resuitado, alteragdes do
volume celular. A célula absorveria 4gua e incharia o que contribuiria para a
obstru¢do tubular e isquemia medular, dois fendmenos principais no

desenvolvimento da necrose tubular aguda (Mason et al., 1981).

Além disso, durante injirias tOxicas ou isquémicas ¢é observado
acumulo de cdlcio intracelular provavelmente devido & inibicdo da Ca™-
ATPase e¢ da Na'-K™-ATPase pela falta de ATP (Schatzman, 1966;
Snowdowne & Borle, 1985). Este acumulo de calcio também acarreta
alteragdes citoesqueléticas. Em concentragdes intracelulares normais de Ca™
(<10 — 107M), a vilina, uma proteina citoplasmatica, age como um fator de
empacotamento de microfilamentos. A vilina age formando um “cap”
funcional em uma das extremidades dos microfilamentos impedindo a adicio
de mondmeros. Se a concentragio de calcio excede 10uM, a vilina divide os
microfilamentos em pequenos fragmentos (Glenney ez al., 1981; Walsh et al.,

1984; Coudrier et a/., 1988).

Por outro lado, o calcio ionizado pode provocar detrimentos as células
causando edema mitocondrial (Lehninger, 1970), desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa (Rossi & Lehninger, 1964), e liberacdo de 4cidos
graxos livres (Chan & Higgins, 1978). O actmulo de calcio ainda é o
responsavel pela ativagdo de fosfolipases e proteases endégenas dependentes
de calcio. Estas fosfolipases degradam os fosfolipidios de membrana,
alterando sua permeabilidade e as proteases dependentes de cilcio atuam
causando, como jd citado, mudangas na actina (Cotran et al, 1994).

Microfilamentos, compostos por actina F, sdo os componentes primérios do
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citoesqueleto de microvilos de células que possuem membranas com
bordadura em escova (Mooseker, 1985). Nas células do tibulo proximal, os
filamentos de actina, além de estarem localizados nos microvilos, situam-se
sob a rede terminal ancorando os microfilamentos microvilares (Coudrier et
al., 1988). No entanto existem controvérsias quanto ao fato do aumento nos

niveis de calcio intracelular ser a causa ou conseqiiéncia das injurias celulares

(laina & Schwartz, 1994).

Outro fator envolvido na injdria celular é a produgio de radicais livres,
pois o metabolismo intracelular de agentes toxicos pelo reticulo
endoplasmatico altera a funcio de oxidases resultando na formacdo de
metabolitos reativos, alguns dos quais sdo radicais livres téxicos as células

(Younes & Siegers, 1984).
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Obietive

O objetivo deste trabalho é estudar as lesdes renais provocadas pelo
veneno bruto de Bothrops moojeni, procurando estabelecer as relagdes com a
génese destes processos. Aliada as técnicas de microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissfo e varredura, serd feita uma analise
fisioldgica da acdo do veneno através do clearance de litio. De acordo com os
resultados encontrados, este trabalho podera fornecer subsidios para a
caracterizacido dos tipos de lesfo que acometem o néfron. Dard elementos

para trabathos subseqiientes que visam caracterizar qual o componente do

veneno responsavel pela acdo nefrotoxica.
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Wateriais e Métodos

3.1- ANIMAIS E VENENO

Foram utilizados 51 ratos machos adultos, Wistar Hannover (200-
300g), provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP. O veneno bruto,
liofilizado de B. moojeni foi fornecido pelo Instituto Butantan e estocado a

-20°C. Seis destes animais foram utilizados para os procedimentos de

microscopia eletronica.

Os 45 animais restantes foram, em principio, divididos em dois grupos:
grupo experimental (GE), injetado com solug@o de veneno e grupo controle
(GC), injetado com solugdo salina. Os animais do GE receberam uma injec¢do
i.v de veneno, diluido na hora de ser utilizado, em solu¢do salina estéril na

concentracdc de 0,4 mg/ml.

A utilizacdo da dose de 0,4 mg/kg estd respaldada pelos seguintes
aspectos: A quantidade de veneno geralmente encontrada na glindula de uma
serpente do género Bothrops ¢é de aproximadamente 50 mg (Rosenfeld,
1971). A partir deste dado ¢ do fato de que as serpentes nunca injetam todo o
contetido da glandula em uma picada, Burdmann et al., 1993, estabeleceram
esta dose por ser comparativa a dose injetada por estas serpentes nos acidentes

com seres humanos (50 mg de veneno em uma pessoa de 70 kg = 0.7 mg/kg).

Um tUnico grupo foi injetado com a dose de 0,2 mg/kg. Os animais do
GC receberam uma injecéo, pela mesma via, de 0,1 ml/100g de peso corporal,

de solucdo salina estéril.

3.2- TESTE DA FUNCAO RENAL

Os experimentos fisioldgicos foram realizados no Laboratério de

Metabolismo Hidro-Salino do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental
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da UNICAMP. A funcéio renal foi avaliada 5 horas (GEs, n=10 e GC, n=35),
16 horas (GEen, n=11 e GC, n=4) e 48 horas (GE;, n=10 e GC, n=5) apos a
injegdo. Para um Gnico grupo (GE,,, n=5 e GC, n=5), foi dada a dose de 0,2

mg/kg e avaliada a fungéio renal 5 horas apos.

As injegdes, tanto de solu¢io de veneno quanto de solugio salina,
foram feitas através da veia peniana estando os ratos anestesiados com éter.
Quatorze horas antes do teste renal (Garcia et al, 1991), os animais
receberam cloreto de litio (Merck), 60 umol/100g de peso corporal (Thomsen,
1984), administrado por gavagem (introdu¢do de uma sonda gistrica através
da cavidade oral). O clearance de litio renal tem sido usado como um método
ndo invasivo para o estudo da fungdo renal. Os jons de litio sdo reabsorvidos
através dos tibulos proximais na mesma propor¢do que os ifons sodio e agua,
contrariamente ao que acontece no néfron distal (Thomsem, 1984; Koomans,
1989). Assim, este método permitire o estudo das altera¢Ses funcionais no
néfron proximal e distal separadamente. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas, em jejum para ragfo solida, ingerindo dgua ad /ibitum. Para
a obtencdo de um fluxo urinario regular e estavel durante a coleta de urina, os
animais receberam, também por gavagem, uma sobrecarga hidrica de 5% do
peso corporal. Decorridos 60 minutos, os animais receberam nova sobrecarga
de dgua de igual volume (Garcia et al, 1991). Apds um tempo de equilibrio
de 20 minutos cada rato foi colocado em uma gaiola metabélica individual,
sem restri¢do de movimentos, em jejum e a urina eliminada espontaneamente

,foi coletada, por um periodo de 2 horas, em um tubo de centrifuga graduado.

ApOs a coleta de urina, os animais foram anestesiados com éter, e a
seguir foi realizada laparotomia medial, através do ventriculo direito. Foram

obtidas amostras de sangue por punc¢do cardiaca ¢ os rins retirados e

processados para andlises morfologicas.
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3.3 - DETERMINACOES BIOQUIMICAS

As concentragdes no plasma e urina de sddio, potassio e litio foram
medidas por fotometria de chama (Micronal, B262, Sio Paulo, Brasil),
enquanto  as concentragdes de creatinina foram determinadas por
espectrofotometria (Micronal, 362, Sdo Paulo, Brasil) pelo método picrato

alcalino (Brod & Sirota, 1948).

3.4 - CALCULOS E ANALISE ESTATISTICA

O clearance renal ( C ) foi calculado pela formula padrio C = VU/P
(u/min/100g), sendo U a concentragdo urinaria, V o volume urinario por

minuto e P a concentracdo plasmatica de creatinina ou litio.

O clearance de creatinina (Ccr) foi usado para estimar a taxa de
filtragdo glomerular (RFG) e o clearance de litio (CLi) foi usado para medir a

manipulagdo tubular renal de sédio e 4dgua (ul/min%).

A fracdio de excre¢do de sddio (FENa') e de potassio (FEK") foram
calculadas como CNa"/Cer (%) e Ck'/Cer (%), onde CNa® é o clearance de

sédio, Ck™ é o clearance de potassio e Cer é o clearance de creatinina.

As fragdes de excrecfo proximal (FEPNa") e pés-proximal (FEPPNa")
de sédio, foram calculadas como 1-CLi/Cer x 100 e 1-CNa'/CLi x 100

respectivamente.

O aporte distal de sédio a partir dos tibulos proximais (DDNa), foi

calculado como CLi x PNa” onde, PNa” € a concentracio de soédio no plasma
¢ p

espressa como pmol/min ~'/ 100g do peso corpéreo” .
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O tratamento estatistico dos dados se deu pela analise de varidncia
“one-way” (ANOVA), para medidas repetidas. Quando os resultados foram
significativos, o teste de contraste de Scheffé foi usado para determinar a

amplitude das diferencas. Um valor P < 0,05 foi considerado significante.

3.5- MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL

A pressdo arterial sistémica foi estimada 5, 16 ¢ 48 horas apos a
inoculagdo do veneno, com os ratos conscientes, pelo método indireto
utilizando um manguito de cauda com um eletrofigmomanometro e transdutor
de pulso pneumdatico (Narco Biosystems Inc.). Para avaliar a pressdo

sangiiinea foi utilizada a média de trés medi¢des consecutivas.

3.6- PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Os rins foram seccionados sagitalmente na regido mediana e fixados em
solu¢do de Bouin por imersdo durante 24h e lavados em dlcool 70% durante
12h. Estes foram entfo desidratados em série etanolica crescente (etanol 30%,
50%, 70%, 90% uma vez de 15 minutos cada e trés vezes de 15 minutos em
etanol 100%), diafanizados e incluidos em parafina (Histosec-Merck/RJ).
Foram obtidas sec¢des de 5 um de espessura, em micrétomo rotativo manual,

coletadas em laminas histolégicas e coradas pelas seguintes técnicas:
3.6.1- Hematoxilina & Eosina (Behmer ef al., 1976).

As seccdes foram desparafinizadas, hidratadas, coradas pela
Hematoxilina de Harris por cinco minutos e lavadas em agua corrente por 10

minutos. Posteriormente, foram contra-coradas com Eosina por 10 minutos,

29



Materiais e Métodos

lavadas em agua destilada, desidratadas, clarificadas em xilol e montadas em

ENTELLAN (MERCK).

3.6.2- Hematoxilina Fosfotingstica de Mallory (Michalany, 1980).

As secgoes, depois de desparafinizadas e hidratadas, foram imersas em
solugdo de alimen de ferro 5%, por 5 minutos, lavadas em 4gua corrente por
10 minutos e em dgua destilada por 30 minutos. A seguir, foram coradas com
hematoxilina fosfotingstica durante 24 horas, lavadas rapidamente em dgua
destilada e diferenciadas em 4&lcool a 95°, entdo foram desidratadas,

clarificadas em xilol e montadas em ENTELLAN (MERCK).
3.6.3- Acido Periédico Schiff (PAS, Mc Manus, 1946).

As secgdes, depois de desparafinizadas e hidratadas, foram oxidadas
pelo acido periédico 0,5% durante 10 minutos, lavadas em 4gua destilada por
5 minutos, coradas pelo Reativo de Schiff por 9 minutos, lavadas em 4gua
destilada e descoradas com bissulfito de sodio 0,5% durante 9 minutos. Foram
entdo lavadas em agua durante 5 minutos, contra-coradas com Hematoxilina
durante 5 minutos, lavadas em 4gua corrente por 10 minutos, desidratadas,

clarificadas em xilol e montadas em ENTELLAN (MERCK).
3.6.4- Reaciio de Feulgen (Melio & Vidal, 1978).

As seccdes, depois de desparafinizadas e hidratadas, foram hidrolisadas
pelo HC1 4N, durante 1hora e 30 minutos, a 25°C. Depois de lavadas em agua
destilada, foram imersas no Reativo de Schiff (Mello & Vidal, 1980) por 40
minutos a temperatura ambiente, estando as sec¢les protegidas da luz. Estas
foram lavadas em agua sulfurosa (metabissulfito de s;odio a 10% - HCI IN —
agua destilada [1:1:18 — v/v/v]), 3 banhos de 5 minutos cada. Depois de
lavagem em agua destilada, foram desidratadas, clarificadas em xilol e

montadas em ENTELLAN (MERCK).
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O material foi observado em microscopio de luz Zeiss/Axioskop e

fotomicrografado em cores com filme Kodak Gold -ASA 100-135mm.

3.7- PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

Ap6s a inoculagfo sist€émica do veneno, os animais foram submetidos
aos seguintes tempos de sobrevida: 5h (n=2) e 16h (n=2). O grupo controle

(n=2) foi inoculado com soluc&o salina estéril.

Os animais foram anestesiados com pentabarbital sodico (sagatal
1,éml/kg, 1.p.). Logo apos foi realizada laparotomia medial, rebatendo-se a
arcada dorsal, visualizando-se o coragdo e identificando-se a area cardiaca
correspondente ao ventriculo esquerdo, onde foi introduzida uma agulha
conectada ao sistema de perfusfo. A drenagem da solucio foi obtida pela
sec¢do da auricula direita. Deu-se entdo inicio a perfusdo, inicialmente com
100 ml de liquido pré-perfusdo constituido por salina heparinizada & 1%. Em
seguida foram perfundidos com solu¢do de glutaraldeido 2,5% em tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7.4, por 20 minutos. Os rins foram retirados e foram

obtidos fragmentos.

3.7.1- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQ

Os fragmentos obtidos permaneceram imersos por 3 horas em solugdo
de glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4 contendo 0,1% de
acido tdnico e 5% de sacarose. Apoés este periodo, os fragmentos foram
lavados em solugdo salina glicosada ( NaCl 0,1M contendo sacarose 0,2M),
pos-fixados em soluclo de tetroxido de osmio 1% durante 2 horas sob

refrigeracdo, ¢ novamente lavados na mesma solugdo salina glicosada, A
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seguir, foram desidratados em série etandlica crescente, embebidos em
mistura de etanol-6xido de propileno na propor¢do 1:1 durante 30 minutos,
6xido de propileno puro durante 30 minutos, mistura de 6xido de propileno e
resina Epon 812, na propor¢do 1:1 durante 3 horas em rotor e resina pura
durante 24 horas em rotor. Foram entdo incluidos em resina Epon 812 e a

polimerizagao conduzida a 60°C por 48 horas.

Cortes semifinos de aproximadamente | um de espessura foram
obtidos em utramicrétomo LK B - super nova, com navalhas de vidro, e
corados em solu¢do de azul de toluidina 0,5%, com a finalidade de definir a
area de interesse. Os cortes ultrafinos (60-70 nm de espessura) foram obtidos
em ultramicrétomo com navalha de diamante (Diatome 45%), coletados em
telas de cobre (200 mesh) e contrastados com acetato de uranila & 2% durante

20 minutos e citrato de chumbo a 0,5% durante 5 minutos.

As observagdes e documentagdo fotografica foram feitas em
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 900, do Centro de

Microscopia Eletrdnica do Instituto de Biologia da Unicamp.

3.7.2- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os fragmentos obtidos permaneceram imersos em solucdo de
Karnovsky (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2% em tampéo fosfato 0,1M,
pH 7,4) overnight, em geladeira. Em seguida foram lavados no mesmo
tampdo durante 1 hora e p6s-fixados em solugdo de tetroxido de 6smio 1%
durante 2 horas, sob refrigeracdo. Foram entdo lavados novamente no mesmo
tampdo e imersos em solugdo de sacarose 2,3M, overnight em geladeira. Fol
feita fratura dos fragmentos ap6s 30 minutos de imersdo em nitrogénio

liquido. Os fragmentos fraturados foram lavados em tampédo ¢ desidratados
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em gradiente crescente de acetona. Foi feita secagem no aparetho de ponto
critico Balzers CPD 030 e cobertura com ouro em metalizador Balzers MED

010.

O material foi analisado e fotografado ao microscédpio eletrdnico de
varredura Zeiss DSM 940A do Nugcleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia
Eletronica da Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz”, Piracicaba,

S.P. ap6s autorizagdo e gentileza do Dr. Elliot W. Kitajima.
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Resuitados

Dentre 0s 31 animais injetados com a dose de 0,4ug/g de veneno bruto
de B. mogojeni, 13 morreram logo apds a injecdo intravenosa. Os animais
sobreviventes ficaram distribuidos nos trés grupos experimentais a saber:
GEsn, GE1en € GEygy, integrados respectivamente por 7, 6 e 5 animais. O
aspecto da urina eliminada pelos animais, ap6s a inoculacio do veneno
apresentou uma coloracdo avermelhada sugestiva de hematiria ou hemolise,
sendo este aspecto menos intenso 48h apds inoculacdo i.v. do veneno. Um
animal do GE,gy, apresentou diarréia observada 12 h ap6s a injecdo, e anuria
durante as duas horas de coleta de urina para o clearance de litio, sendo que a
avaliacdo funcional foi prejudicada, e os dados referentes a este animal
desconsiderados. Apds a necropsia deste animal través de laparotomia medial,
foi verificada uma turgidez da bexiga urinaria e dilatagio ureteral indicando a

existéncia de um débito urinario e rins hidronefréticos.

4.1- AVALIACAO FUNCIONAL ATRAVES DO CLEARANCE DE
CREATININA (Ccr) E CLEARANCE DE LiTIO (CLi):

Os resultados funcionais renais apresentaram uma queda
significativa (P < 0,05), em relagdo ao grupo controle, na taxa de filtracdo
glomerular, estimada pelo clearance de creatinina (Figura 4; Tabela 1). Esta
queda foi observada em todos os GE, ndo havendo diferengas significativas
entre os tempos analisados. Porém, os animais inoculados com 0,2 pg/g

apresentaram pequena queda n&o significativa deste pardmetro.

Paralelamente, foi observado em todos os GE, um aumento
significativo na excreg¢do urinaria fracional de sodio (Figura 5;Tabela 2).
Quando comparada aos animais controle, esta elevacio foi menos
proeminente as 16h e mais acentuada as 48h apds a inoculagdo de 0,4ug/g de

veneno. Ja a excregdo urindria fracional de K nos animais inoculados com a
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dose de 0,4pg/g de veneno, teve um aumento significativo somente 16h apos
a inoculagdo, decrescendo apos 48h, embora nfio tenha retornado a valores

proximos aqueles observados no GC. Vale ressaltar aqui, que 5h apés a

inoculag@o dos animais com a dose de 0,2ug/g, estes apresentaram um

aumento significativo da FEK”, se comparado aqueles injetados com o dobro

da dose (Figura 6;Tabela 3).

Verificamos que os animais inoculados com a dose de 0,4ug/e,
apresentaram uma elevagdo isolada, mas significativa do CLi 5h apés a
inoculacdo do veneno (Figura 7;Tabela 4), ndo sendo encontradas alteragdes
significativas neste parimetro apos 16 ¢ 48 horas. Um aumento significativo
do CLi também foi verificado nos animais injetados com 0,2ug/g.
Coincidindo com estes resultados, a fragdo de excrecdo proximal de sédio
(FEPNa") se comportou de maneira similar (Figura 8; Tabela 5). Entretanto,
48h apos injecdo de veneno ndo foi observada qualquer modificacdo no CLie
na FEPNa" , a despeito do significativo aumento na FENa™. Porém, a
observagdo dos valores referentes a fragdo de excregio péds-proximal de sddio
(FEPPNa"), nos revelou um significativo aumento apés 48h, sendo que néo
foram encontrados valores significativamente diferentes nos outros GE. Ja no
GEs, pode ser verificada uma discreta mas nfo significativa diminuico na
FEPPNa" sugerindo uma reabsorgio compensatéria pos-proximal de sddio

(Figura 9; Tabela 6).
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Figura 4: Clearance de creatinina 5h apés a inoculagio da dose de 0,2ug/g e 5, 16
e 48h apos inoculacdo da dose de 0,4pg/g do veneno bruto de B. mogjeni. GC,
grupo controle injetado com solugfio salina. Os resultados estdo registrados como
média EPM. *P<0,05.

Cer 270,9+20  173,5+11,1* 184,5i27,6* 180,8+25,5*% 220,426
N 19 7 6 5 5

Tabela 1: Valores obtidos para o clearance de creatinina 5h apos a inoculagfo da
dose de 0,2ng/g e 5, 16 € 48h ap6s inoculagiio da dose de 0,4ug/g do veneno bruto
de B. moojeni. GC, grupo controle injetado com solugfo salina. Os resultados estdo
registrados em p/min/100g, como média +EPM. *P<0,05.
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Figura 5: Excre¢io urindria fracional de sédio 5h ap6s a inoculagfo da dose de
0,2ug/g e 5, 16 e 48h apds inoculagdo da dose de 0.,4ug/g do veneno bruto de B.
moojeni. GC, grupo controle injetado com solugfo salina. Os resultados estdio
registrados como média +EPM. *P<0,05.

FENa" 6,51+0,15  1,16+0,12* 0,88+0,36* 1,46:+044% 1,32+0,12%

Tabela 2: Valores da excregfio urinaria fracional de sodio 5h apés a inoculagdo da
dose de 0,2ug/g e 5, 16 € 48h apés inoculagio da dose de 0,4ug/g do veneno bruto de
B. moojeni. GC, grupo controle injetado com solugdo salina. Os resultados estdo
registrados em %, como média TEPM. *P<0,03.
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Figura 6: Excrecfio urindria fracional de potassio 5h apds a inoculagdo da dose de
0,2ug/g e 5, 16 e 48h apds inoculagdo da dose de 0,4pg/g do veneno bruto de B.
moojeni. GC, grupo controle injetado com soluglo salina. Os resultados estdo
registrados como média +EPM. *P<0,05.

FEK" 0,31+0,14  0,34+0,08  0,67+0,04* 0,52+0,05* 0,95+0,17*

Tabela 3: Valores da excrecio urinaria fracional de potdssio 5h apds a inoculagéo da
dose de 0,2ng/g e 5, 16 ¢ 48h ap6s inoculagfio da dose de 0,4pg/g do veneno bruto de
B. moojeni. GC, grupo controle injetado com solugfo salina. Os resultados estdo
registrados em %, como média TEPM. *P<0,05.
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Figura 7: Clearance de litio 5h apos a moculag8o da dose de 0,2ug/g e 5, 16 € 48h
ap6s inoculacfo da dose de 0,4pg/g do veneno bruto de B. moojeni. GC, grupo
controle injetado com solugdo salina, Os resultados estdo registrados como média

+EPM. *P<0,05.

CLi 71+8,4 128,6+5,9% 75,1+£2,5 87,2423 140,2+15,9%

Tabela 4: Valores obtidos para o clearance de litio 5h apos a inoculagfo da dose de
0,2ug/g € 5, 16 e 48h apés inoculagdo da dose de 0,4pg/g do veneno bruto de B.
moojeni. GC, grupo controle injetado com solugfio salina. Os resultados estdo

registrados em pl/min/100g, como média =EPM. *P<0,05.
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Figura 8: Excrecfio fracional proximal de sédio 5h apés a inoculagfo da dose de
0,2ug/g € 5, 16 e 48h apds inoculaglio da dose de 0,4ug/g do veneno bruto de B.
moojeni. GC, grupo controle injetado com solugfio salina. Os resultados estiio
registrados como média +EPM. *P<(,05.

FEPNa®  31,8%13,5 88,9+18,9% 48,5+15,1 29,713 77,5+17*

Tabela 5: Valores da excrecfio fracional proximal de sédio Sh ap6s a inoculagfio da
dose de 0,2ug/g e 5, 16 ¢ 48h ap6s inoculagdo da dose de 0,4ug/g do veneno bruto
de B. moojeni. GC, grupo controle injetado com solucfo salina. Os resultados estdo
registrados em %, como meédia +EPM. *P<0,05.
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Figura 9: Excrecfio fracional p6s-proximal de sodio 5h ap6s a inoculagdo da dose
de 0,2ng/g e 5, 16 € 48h apds inoculagiio da dose de 0,4ug/g do veneno bruto de B.
moojeni. GC, grupo controle injetado com soluglio salina. Os resultados estfio
registrados como média EPM. *P<0,05.

FEPPNa" 1,82+0,47 1,44+0,62 2,02+0,39  3,35+0,75% 1,9+0,11

Tabela 6: Valores da excrecfio fracional pés-proximal de sédio Sh apds a
inoculacio da dose de 0,2pg/g e 5, 16 e 48h apds inoculagéo da dose de 0,4png/g do
veneno bruto de B. moojeni. GC, grupo controle injetado com soluglio salina. Os
registrados estfio reportados em %, come média +EPM. *P<0,05.
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4.2- PRESSAO ARTERIAL:

Niao foram encontradas alteragdes significativas na pressdo

arterial média 5, 16 e 48h apds a inoculagdo da dose de 0,4pg/g do
veneno bruto de B. moojeni (Figura 10; Tabela 7).
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Figura 10: Pressfo arterial média 5, 16 ¢ 48h apos a inoculaglo da dose de 0,4ug/g
do veneno bruto de B. moojeni. GC, grupo controle injetado com solugéio salina. Os
resultados estio registrados como média TEPM.

PAM 10818,7 101+10,3 119 +18,6  117,9+16,9

Tabela 7: Valores da pressiio arterial média 5, 16 e 48h apos a inoculag@io da dose
de 0,4ug/g do veneno bruto de B. moojeni. GC, grupo controle injetado com
solucdo salina. Os resultados estéo registrados em mmHg, como média THPM.
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4.3 — AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS:

As alteracdes morfoldgicas serdo enfocadas do ponto de vista da analise
histopatoldgica, sob a microscopia de luz e do ponto de vista das alteracdes
ultraestruturais, através das microscopias eletronicas de transmissdo e

varredura.

Os resultados dessas observagdes serdo detalhadamente descritos junto
as micrografias que ilustram as anormalidades morfolégicas induzidas pelo
veneno bruto de B. moojeni. Antes da analise detalhada, faremos uma

exposic@o comparativa das alteragdes estruturais encontradas nos diferentes

tempos experimentais.

4.3.1 — ANALISE HISTOLOGICA:

A andlise do parénquima renal dos animais pertencentes ao GEs, nos
revelou, de uma forma geral, aumento da acidofilia, indicativo de sofrimento
celular, e capilares peritubulares contendo hemdacias densamente agrupadas
(Figuras 11B e 17A). Mais detalhadamente, no que diz respeito a lesdes das
células do TCP, observamos vacuolizagdo citoplasmatica, picnose nuclear e
descontinuidades na bordadura em escova (Figuras 12B, 15B e 17B), que se
apresentou mais delgada em relagdo ao GC (12A e 15A). Estas alteragdes
foram observadas em todo parénquima cortical renal dos animais pertencentes
a este grupo. Os TCD e TC apresentaram-se dilatados (Figuras 12B e 15B) e
foi possivel observar regiGes onde ocorreu rompimento dos capilares
peritubulares e da parede tubular caracterizando hemorragia (Figura 12A).
Algumas regides do cOrtex renal apresentaram necrose tubular aguda com
completa desorganizagdo do epitélio tubular (Figura 19A e B). Quanto aos

corpusculos renais, alguns apresentaram-se com aparente hipercelularidade,
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contendo hemécias densamente agrupadas nos capilares e espaco de Bowman,
quase imperceptivel (Figuras 11B e 22B). Esta hipercelularidade pode ser
melhor caracterizada apdés reagdio de Feulgen (Figura 23B). Mas, as
caracteristicas glomerulares mais freqiientemente encontradas, como pode ser
constatado na figura 12B, foram retra¢do do tufo capilar, que se apresentou
lobulado e com modulagdes hialinas, além da presenga de grande quantidade
de neutrdfilos nos capilares. Esta retragio do tufo capilar, provocou um
grande aumento do espaco de Bowman (Figura 24B e C). Na regido medular,

encontramos restos celulares e hemacias na luz dos tabulos (Figura 30A e B).

Ja no GE4 pudemos observar que os capilares peritubulares também
apresentaram hemadcias densamente agrupadas e a acidofilia ainda se
apresentou aumentada (Figura 13A). Quanto ao TCP, foram encontradas
falhas na bordadura em escova, além desta se apresentar mais delgada.
Vacuolizagdo citoplasmatica e picnose nuclear foram encontradas com menor
freqéncia (Figura 3A ¢ B). o epitélio destes segmentos tubulares apresentou
grande quantidade de figuras mitéticas (Figuras 13B, 21A e 29A). Os TCD e
TC apresentaram-se extremamente dilatados (Figura 13A e B).
Freqlientemente foram encontrados restos celulares na luz destes tubos
(Figuras 18A ¢ 21A) além de ttibulos rompidos (Figura 21B). Diferentemente
do GEsy,, estes apresentaram extensas regides de necrose tubular restritas &
regido cortico-medular (Figura 20A, B e C). No que se refere aos corpusculos
renais, alguns apresentaram-se necrdticos (Figuras 16A, 27A e 29A),
enquanto outros apresentaram-se com menor aglutinagdo e com ntcleos
hipertroficos (Figuras 26A e 27B). Quanto & regiio medular, foram

encontrados varios restos celulares na luz dos tabulos (Figura 32A e B).

As lesdes medulares presentes nos glomérulos dos animais do GEg, e

GE ¢, puderam ser caracterizadas também, pela hematoxilina fosfotungstica

de Mallory (Figura 25B e C).
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No GEgg, raramente foram encontradas alteracSes severas nas células
tubulares tanto nos segmentos proximais quanto nos distais (Figuras 14A,
16B ¢ 18B). Poucos corpusculos renais com lobulagdes e retracdo do tufo
glomerular foram encontrados. A maioria dos corpusculos apresentou

estrutura mais proxima ao controle (Figuras 26B e 29B).
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No GEggy, raramente foram encontradas alteracdes severas nas células
tubulares tanto nos segmentos proximais quanto nos distais (Figuras 14A,
16B e 18B). Poucos corpisculos renais com lobulagdes e retracdo do tufo
glomerular foram encontrados. A maioria dos corpusculos apresentou

estrutura mais proxima ao controle (Figuras 26B e 29B).
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FIGURA 11- VISTA GERAL DO CORTEX RENAL APOS COLORACAO
COM HE.

A- GC: Parénquima cortical do rim com aspecto normal, mostrando tabulos contorcidos
proximais (P), tibulos contorcidos distais (D) e corptsculo renal (CR) (225x).
B- GEsy: Observe o aumento da acidofilia citoplasmatica no tibulo contorcido proximal, a

presenga de hemdcias intertubulares (seta) e intraglomerulares sob a agéio do veneno

(225x%).
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FIGURA 12- VISTA GERAL DO CORTEX RENAL APOS REACAO DO PAS.

A- GC: Podem ser observados tibulos contorcidos proximais (P) e tibulos contorcidos
distais (D) com aspecto normal. Note dois corpiisculos renais, ambos mostrando seu
polo vascular, com as arteriolas aferente e eferente (A), o tufo glomerular (G) com os
nucleos das células epiteliais e endoteliais e das células mesangiais. Observe o
intrincado trajeto da membrana basal ¢ da matriz mesangial que aparece como uma
linha nitida PAS+(225x).

B- GEsp: O veneno de B. moojeni parece ter afetado, de forma importante, a estrutura
glomerular em todos os animais deste grupo. Observe o aspecto de acentuada
lobulaggo do tufo de capilares e conseqiiente aumento do espago de Bowman B). 0
veneno também afetou os tubulos contorcidos distais (D) tornando-os deformados pelo
aumento do volume intraluminal e dos tibulos como um todo. Os tibulos contorcidos
proximais (P) apresentaram diminui¢io da altura do epitélio, as vezes tornando-se
cubico, e alteragdo da bordadura em escova que apresentou-se sem a exuberdncia vista

nos controles (225x).
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FIGURA 13 - VISTA GERAL DO CORTEX RENAL 16 HORAS APOS A
INOCULACAO

A- Observe tubulos proximais (P) mal definidos, ntcleos desalinhados, citoplasma
floculento. Note que os tiibulos do canto esquerdo inferior da foto tem melhor
aspecto; tubulos distais (D) com didmetro irregular e interrupgdes do epitélio de
revestimento (seta). Corpusculos renais e capilares peritubulares congestos. (HE,
225x).

B- Vista de sec¢fio corada com PAS, delineando as membranas basais e bordadura em
escova dos tubulos proximais (P). Os aspectos mais notdveis referem-se aos tibulos
distais (D) com aumento e distor¢do do diAmetro intraluminal e o aspecto lobular do

glomérulo renal (225x).
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FIGURA 14 - VISTA GERAL DA REGIAQ CORTICAL DO RIM APOS REACAO
DO PAS.

A- GEusp: Note a baixa reatividade da membrana basal e bordadura em escova ao PAS em
relagdo aos controles. O epitélio dos TCP (P) voltou a ter o aspecto cubico e os TCD
(D) j4 ndo se encontram téo dilatados (225x).

B- GEo: Note que ndo existem alteragSes significativas nos TCP (P) e nos TCD (D). Os
corpusculos renais apresentaram grande espago de Bowman (B) devido ao plano de

corte. O tufo glomerular apresenta capilares visiveis (225x).
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FIGURA 15 - REGIAO CORTICAL DO RIM, EM MAIOR AUMENTO, APOS
REACAO DO PAS.

A - GC: Observar através desta técnica que os  tubulos contorcidos proximais (P) ficaram
claramente distingiiidos, por causa da presenga da bordadura em escova corada em
magenta, dos tibulos contorcidos distais (ID) que ndo possuem bordadura em escova.
O citoplasma das células do tibulo contorcido proximal se apresentou corado de forma
homogeénea e os niicleos se apresentaram com cromatina frouxa e nucléolo evidente
(450x).

B — GEsp: Observe que varias células do tiibulo contorcido proximal apresentaram niicleo
picnotico (N) e aparentemente houve diminuigio do nimero de micleos por tibulo. A
coloragdo do citoplasma néo foi homogénea, exibindo vacuolizagio citoplasmatica
(seta), evidenciada pela baixa densidade do material citoplasmatico. Além disso houve
edema tubular expresso pelo aumento do didmetro. Note que os tiibulos contorcidos

distais parecem ter um epitélio clibico mais baixo que nos animais controle (450x).
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FIGURA 16 — REGIAO CORTICAL DO RIM, EM MAIOR AUMENTO, APOS
REACAO DO PAS.

A — GEen: Nesta micrografia pode-se observar que ocorreu rompimento da cépsula de
Bowman (seta) e total desarranjo da estrutura glomerular. Os TCP apresentaram
células achatadas em relago ao controle e bordadura em escova delgada e descontinua
que se corou fracamente. Os TCD ainda se apresentaram dilatados e seu epitélio com
aparéncia cubica (450x).

B — GE4sn: Ap6s 48 horas o epitélio dos TCP parece ter recuperado sua forma cilindrica e a
bordadura em escova recuperou sua espessura apresentando-se mais continua, embora
fracamente corada pela técnica de PAS. As células do TCD também recuperaram sua
forma normal e provavelmente em conseqii€ncia disso a luz destes ja nfio se apresenta

tdo ampla (450x).
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FIGURA 17 - DETALHE DAS CARA CTERISTICAS HISTOLOGICAS
TUBULARES APOS COL.ORACAO POR HE.

A - GC: Observe, em corte transversal, porgdes dos tabulos proximais mostrando nicleos
com morfologia normal, citoplasma claro e bordadura em escova bem delineada.
Notar que os capilares peritubulares sio pouco evidentes (1.125x).

B- GEsy: Observar a congestdo dos capilares peritubulares com hemacias densamente
agrupadas. Os tibulos proximais apresentam varias células com nticleo picnético (N).
Houve aumento evidente da acidofilia citoplasmatica indicativa de sofrimento celular,

e a bordadura em escova nfio se apresentou tdo bem desenhada como nos animais

controle (1.125x).
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FIGURA 18 - DETALHE DAS CARA C TERISTICAS HISTOLOGICAS
TUBULARES APOS COLORACAO POR HE.

A — GEj¢n: Podem ser observados TCD contendo aglomerados de restos celulares que,
provavelmente, sdo resultantes da descamacéo de regides anteriores deste néfron. Os
capilares peritubulares também apresentam hemadcias densamente agrupadas (450x)

B — GEggy: Os TCP (P) ja nfio apresentam alteracdes como as que foram vistas nos outros
tempos analisados. Compare o didmetro, tanto do Kimen quanto do TCD (D) como um
todo, nesta foto aos cortes de TCD presentes na foto anterior. Houve evidéncias de

recuperagdo morfologica tubular apos 48 horas (450x).
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FIGURA 19 - DETALHE DA REGIAO CORTICAL DO RIM DE ANIMAIS DO
GEsn

A - Em destaque, no centro, necrose tubular aguda que caracteristicamente mostrou a alta
acidofilia, principalmente do citoplasma basal, e a degeneracdo dos ntcleos com
cromatina altamente condensada, os tdébulos contorcidos proximais ao redor

apresentaram-se com aspecto lavado (HE, 1.125x).

B - Observar que a citoarquitetura dos tabulos foi drasticamente alterada, ndo sendo

possivel observar a delimitagdo dos mesmos (HE, 1.125x).
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FIGURA 20 - DETALHE DA REGIAQO CORTICOMEDULAR DO RIM APOS
COLORACAO COM HE.

A — GEjr: Em menor aumento ¢ possivel constatar a ocorréncia de grandes areas de
necrose (450x).

B —GE¢p: Detalhe de regifio de necrose tubular mostrando uma drastica desorganizacio
tubular (1.125x).

C — GEien: Nesta micrografia ¢ mostrada uma regifo, onde ainda é possivel ver a
delimitagdo dos tibulos, mas as células apresentam citoplasma com aspecto lavado,

extensa vacuolizacéo (seta) e picnose nuclear (N) (1.125x).
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FIGURA 21 - DETALHE DOS TUBULOS CORTICAIS APOS REACAO DO PAS.

A — GEj6n: Podem ser observados TCP cujo epitélio apresentou citoplasma lavado e varios
restos celulares na luz (cabeca de seta). Em contrapartida, pode-se observar uma figura
mitotica (seta) em um TCP (1.125x).

B — GEjen: Em outras regides foi observado rompimento de tubulos distais ¢ membrana

basal (cabega de seta) e perda de varias células (seta) demonstrando importante

comprometimento destes (1.125x).
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FIGURA 22 - DETALHE DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS
CORPUSCULOS RENAIS.

A - GC: Corpusculo renal onde podem ser vistas as células do epitélio parietal (EP), os

poddcitos (PO), as células mesangiais (M) e as células do endotélio dos capilares
glomerulares (E) (HE, 1.125x).

B — GEs,: Nos animais envenenados outro aspécto observado nos corpisculos renais que

parecem mostrar hipercelularidade glomerular. Notar a presenga de neutréfilos (seta)
(HE, 1.125x%).
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FIGURA 23 - REACAO DE FEULGEN EM CORPUSCULOS RENAIS.

A - GC: Note o destaque dado pela reagio aos nucleos dos diferentes tipos de células
(1.125x).

B — GEsp: Sob a agdo do veneno, parece ocorrer aumento na celularidade do glomérulo.
Note ainda a condensagio da cromatina nuclear evidenciada por esta reagfio que cora o
DNA (1.125%).
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FIGURA 24 - DETALHE DE CORPUSCUL OS RENAIS APOS REACAO DO PAS.

A - GC: Estrutura normal do corptsculo renal como descrito na figura anterior. Ao redor
uma série de tibulos contorcidos proximais com estrutura integra (1. 125x).

B e C — GEs;: Sob agéo do veneno, os corpisculos renais em aumento maior, evidenciando
extravasamento mesangial difuso (*) e a formagdo de lesdes lobulares separadas pelo

espaco de Bowman (B) aumentado. Infiltragio neutrofilica (seta) também pode ser
observada (1.125x).
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FIGURA 25 — DETALHE DE CORPUSCULOS RENAIS APOS COLORACAO
PELA HEMATOXILINA FOSFO TUNGSTICA DE MALLORY.

A - GC: Estrutura normal do corpusculo renal. Repare no contorno dos capilares em
vermelho alaranjado. Em roxo, hemicias na luz dos capilares. Repare que o
citoplasma das células epiteliais dos tubulos se apresentou pouco corado. No canto
inferior direito, um corte de TCP. Note que a bordadura deste cora-se em laranja claro.
Esta técnica € especifica para detecgio de fibrina que, se presente, cora-se em azul-
negro (1,125x).

B — GEsy: O tufo capilar sofreu retragdio e consequentemente o espago de Bowman esta
aumentado. Repare aqui, que os nodulos vistos nas micrografias anteriores, sdo
compostos por elementos da matriz extrace lular (*) pois coraram — se intensamente de
vermelho alaranjado. Ndo foi observado fibrina no glomérulo. O citoplasma basal do
epitélio dos tubulos se apresentou intensamente corado de roxo (1.125%).

C — GE16n: Aqui podemos observar uma condensagiio macica dos capilares glomerulares.
Ja ndo ¢ possivel distinguir o limite dos 1mesmos. Observe que os tubulos ao redor
apresentam cé€lulas destruidas (1.125x).

Repare ainda que em A, os tibulos ao redor do corpusculo apresentam-se com
pequenas pontuagdes, coradas em roxo, na por¢do basal das células representando as
mitocondrias. J4 em B e C podemos observar intensa coloragdo basal nestes ttibulo

devida a alterag¢Ges mitocondriais.
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FIGURA 26 -DETALHE DE CORPUSCULOS RENAIS APOS COLORACAO
COM HE.

A — GEjep: Nos animais deste grupo a lobulacdio do tufo glomerular foi menos evidente.
Porém, foram encontrados varios nucleos hipertréficos (H) (1.125x).

B — GE4sh: Apos 48 horas nfio foram encontradas lobulagdes nem tampouco neutréfilos nos

tufos glomerulares (1.125x).



Resultados

62




FIGURA 27- DETALHE DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE
CORPUSCULOS RENAIS APOS REACAO DE PAS.

A — GE6: Embora tenham sido raramente encontrados glomérulos com lobulagdes, alguns
deles apresentaram alteragdes severas. Repare que a matriz mesangial se apresentou
espessa ¢ aglutinada estando densamente corada, ndo sendo possivel observar as algas
capilares. Consequentemente, o espago de Bowman (B) apresenta-se dilatado. Foi
possivel observar perdas de porgdes do tufo glomerular (seta). O epitélio dos tubulos
distais, a direita, apresentou-se descontinuo e achatado (1.125x).

B — GE6n: Outros corpiisculos se apresentaram corados com menor intensidade, devido ao
comportamento difuso da matriz mesangial, permitindo melhor visualizagdo das alcas
capilares. Note novamente a presenga de nticleo hipertréfico (H) e neutréfilos (cabega
de seta) (1.125x).

C — GEysn: Observe que o comportamento da matriz mesangial se assemelha ao da foto
anterior. O espessamento mesangial difuso visto nos glomérulos do GE; ndio ocorreu,
ao invés disso sdo vistas grandes dreas de natriz fracamente corada se comparada ao

GC. Néo foram encontrados neutr6filos (1.125x)
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FIGURA 28 - DETALHE DO POLO URIN ARIO DE CORPUSCULOS RENAIS
APOS REACA O DO PAS.

A - GC: Observar que no polo urindrio, onde nasce o tbulo contorcido proximal, as
células deste se apresentam com niicleos claros e nucléolo evidente, citoplasma corado
de forma homogeénea, bordadura em escova bem delineada e a estriagdo do citoplasma
é bem nitida (1.125x).

B — GEsy: O citoplasma de algumas células apresentou coloragdo mais fraca, sendo que nas
regides mais claras houve auséncia da estriagfo basal; outras apresentaram nicleos
picnéticos (N) e a bordadura em escova se apresentou aglutinada (seta). Note que estas
caracteristicas, ja demonstradas nas figuras anteriores, acometem o TCP desde a sua

origem (1.125x).
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FIGURA 29—~ DETALHE DO POLO URIN ARIO DE CORPUSCULOS RENAIS
APOS REACA O DO PAS.

A — GEjen: Este tufo glomerular também apresentou perda de porgdes (cabega de seta) e
espago de Bowman (B) dilatado. Freqlientemente, foi possivel observar figuras
mitéticas (seta) proximas a regides severamente afetadas (1.125x).

B — GEusn: Repare que em algumas regides deste tufo glomerular é possivel observar a
delimitagdo dos capilares e em outras ndo, estando a matriz aglutinada e espessa. O
epitélio do TCP no polo urindrio, apresenta células altas com espessa bordadura em

escova (1.125x).
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FIGURA 30 - REGIAO MEDULAR DO RIM APOS REACAO DO PAS.

A — GEsp: Sob a agdo do veneno, os ductos coletores (C) apresentaram-se edematosos e
com contornos mais sinuosos. A regido demonstrou grande quantidade de segmentos
dos ramos finos da ai¢a de Henle (H). Interessantemente, na luz dos ductos coletores
aparecem restos de células degeneradas ou necréticas que descamaram (seta) (225x).

B — GEsp: Em maior aumento, outra regiio da porgdo medular permitindo melhor
observagiio de restos celulares (seta) na luz de tubulos coletores cujos contornos

também se apresentam sinuosos (450x).
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FIGURA 31- CARACTERIZACAO DO QUADRO DE HEMATURIA.

A — GEsy: Na regido cortical, foi possivel observar o epitélio tubular descontinuo. Ocorreu
rompimento das ldminas basais do tibulo e do capilar peritubular, com consegiiente
extravasamento de hemécias (seta) para a luz do tabulo (HE, 1.125x).

B — GEsn: Como na foto acima, os capilares peritubulares se apresentam congestos, na
regido medular, com hemAcias densamente agrupadas. Na luz do ducto coletor notou-
se hemacias (seta), caracterizando o quadro de hemattiria. Houve descontinuidade do

revestimento epitelial que apresentou-se mais acidéfilo (HE, 1.125x).
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FIGURA 32 — DETALHE DA REGIAO MEDULAR APOS REACAO DO PAS.

A — GEjgp: Neste grupo também puderam ser observados restos amorfos na luz dos dutos

coletores, cujo epitélio se apresenta achatado. Tanto a luz quanto os dutos coletores

como um todo se apresentam com didmetro maior (450x)

B — GEusn: ApOs 48 horas ainda foram observados restos celulares na luz dos dutos

coletores (1.125x).
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FIGURA 33 — CARACTERISTICAS CORTICAIS DO RIM DE UM ANIMAL DO
GE4s, APOS REACAO DO PAS.

A — Como j4 citado, o veneno provocou reacOSes singulares em um dos animais deste
grupo. Os rins deste animal que macroscOpicamente se apresentaram hipertroficos,
quando analizados a microscopia de luz revelaram grande dilatacdo de todos os
segmentos do néfron. Observe o aumento de didmetro dos TCP (P) e dos TCD (D).
Pode ser observado um corpusculo renal cuja capsula foi rompida (cabega de seta). A
despeito destas severas alteragdes, repare no grande nimero de figuras mitéticas (seta)
tanto nos TCP quanto nos TCD (450x).

B — Em maior aumento, pudemos observar tibulos exibindo grande quantidade de restos
celulares (cabeca de seta) na luz, epitélio achatado e bordadura em escova descontinua
(1.125x).

C — Embora os tlibulos apresentem as mesmas caracteristicas observadas na foto anterior,
aqui, podemos observar em maior aumento uma figura mitética (seta) em distaque

(1.125x%).
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Resultados

4.3.2- ANALISE ULTRAESTRUTURAL:

Os resultados ultraestruturais comprovaram as alteragdes severas nos
corpisculos renais observadas a microscopia de luz. Pela microscopia
eletronica de varredura observamos, 5 e 16 horas ap6s a inoculagdo, que os
poddcitos apresentaram transformacgdo vilosa e simplificacdo podocitéria
refletindo na perda das fendas de filtragdo e da estrutura coesa do glomérulo
(Figuras 34B e 35B e C). A microscopia eletrénica de transmissdo confirmou
tais alteragdes, as quais foram vistas no GEs, e no GE g, (Figuras 36B, 38B e
40). Além disso, 16h apos o envenenamento os poddcitos apresentaram
formacdo de lacunas, por vezes com contetdo floculento (Figuras 38A e 41) e
dilatagdo de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso contendo material
eletrondenso (Figura 42A e B). Foi observada 5h ap6s o envenenamento,
formagdo de microaneurisma no capilar glomerular (Figura 39). Apés 16h
foram encontradas alteragdes no meséngio, caracterizadas pela presenca de
seus componentes na luz capilar (Figuras 43 e 44A) e, em algumas regides foi
observado estrangulamento de células endoteliais entre 0 mesingio e a parede
capilar (Figura 45A e B). Quanto as alterages nos tubulos contorcidos
proximais, foi verificada, no GEs, a presenga de corpos fagociticos
polimorfos, hiperplasia do aparelho endocitético, vactolos, alteragdes
mitocondriais, reticulo endoplasmadtico agranular muito desenvolvido e
complexo de Golgi com cisternas dilatadas (Figuras 46B, C e D, 47A e B).

Foi observada, no GEs, e GE ¢, fusdo e rarefagdo das microvilosidades das

células tubulares proximais (Figura 48).
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FIGURA 34 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.

A - GC: Micrografia mostrando o arranjo tridimensional da face externa do epitélio
visceral, constituido pelo arranjo peculiar entrelagado dos podécitos. E possivel
observar a regido do corpo celular (c) onde situa — se o niicleo e trés ordens de
ramificagdo dos processos podocitarios: 1¥™ , 2% ¢ os pedicelos (cabeca de seta).
(4.000x) a - Em maior aumento observar entre os pedicelos justapostos, as fendas de
filtragdo e uma coesdo entre os capilares que constituem o tufo glomerular (6.000x).

B — GEsp: Ap6s 5hs da administragdio iv. do veneno de B. moojeni, os podécitos
apresentam transformacdo vilosa com prolongamentos finos , compridos e

desorientados com prejuizo das fendas de filtragdo. Observe os espagos entre as alcas

capilares confirmando a lobulagdo observada a microscopia de luz (Fig. 24 B e C)

(4.400x). b — Em maior aumento verificamos a desorganizagio dos pedicelos e das

fendas de filtragéo (7.000x).
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FIGURA 35 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE
GLOMERULOS EM M AIOR AUMENTO.

A - GC: Aspecto tridimensional da organizacdo do poddcito no epitélio visceral : ¢- corpo
celular; 1 - ramificagdo 1*™; 2 — ramificacdo 2%, (cabega de seta) — ramificago 3%,
A seta indica a fenda de filtraggo (13.500x).

B — GEj6n: Apds 16hs, o veneno de B. moojeni induz a desestruturagio do epitélio visceral
decorrente do desalinhamento dos pedicelos (ramificagdes 3. Como conseqiiéncia

hé perda das fendas de filtragdo (10.000x). b — Em maior aumento (16.000x).
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FIGURA 36 - MICROSCOPIA ELETRONXCA DE TRANSMISSAO DE REGIOES
DA BARREIRA DE FILTRACAO G OLMERULAR EM CORPUSCULO
RENAL DE RATOS.

A — GC: Nesta eletromicrografia ¢ possivel observar os componentes estruturais da
barreira de filtragdo: o endotélio glomerular interrompido pelas fenestragdes (cabeca
de seta), as membranas basais do podécito e das células endoteliais (fundidas) com
suas trés camadas (a ldmina rara externa, a 1amina densa e a rara interna), os pedicelos
dos poddcitos (p) separados pela fenda de filtragdo atravessada por ténues diafragmas
(seta) (69.500x).

B — GEsy: Cinco horas ap6s a administragdo do veneno de B. moojeni, verificou-se que as
alteragBes atingem a triade, componente da barreira de filtragdo: ha diminui¢do no
numero de fenestragdes do endotélio glomerular e simplificagio do epitélio visceral
que apresenta indefini¢do do perfil dos processos podocitarios e desorganizac¢do do
citoesqueleto no interior dos mesmos, com conseqiiente desaparecimento das fendas
de filtragdo e do diafragma. Note a rarefacio dos trés estratos da limina basal
(61.160x).

C — GE;jgn: Outro detalhe da barreira de filtragdo apés 5hs o envenenamento, evidenciando
a severidade da desestruturagio da mesma. Note que a dispersio da lamina basal
atinge tanto a regiéio de barreira fisica ( a lAmina densa, local de colageno IV), como as
duas regides de barreira de cargas (IAminas raras, local de sitios aniénicos devido &
presenca de moléculas de heparansulfato) (83.500x).

D — GEj6n: Ap6s 16hs do envenenamento parece haver repolarizagio dos elementos do
citoesqueleto, muito embora, com aspecto impactado evidenciado pelas regides
eletrondensas. Nesta regido, observamos um certo grau de recuperagdo da estrutura

trilaminar usual da lAmina basal (69.500x).
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FIGURA 37 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE REGIOES
DA BARREIRA DE FILTRACAO GLOMERULAR.

A - GC: Assim como na figura anterior, podemos verificar entre dois capilares
glomerulares (c), a disposi¢do organizada do epitélio visceral formado pelos pedicelos
interpostos pelo diafragma das fendas de filtragdo. Entre eles o espaco de Bowman ou
espago urinario (u). A seta indica elementos do citoesqueleto dos pedicelos (38.410x).

B — GEsp: Apo6s 5 horas da administragdo i.v. do veneno, hé drastica alteracdo da estrutura
do epitélio visceral: simplificagiio podocitaria e diminuicdo do nimero de fendas de
filtragdo; esta simplificagdo ¢ acompanhada da aglutinagdo do citoesqueleto formando
massas polimorfas (*). Além disso, hd distor¢do do didmetro da l4mina basal, com
perda do seu padrdo trilaminar. Note a diminui¢do das fenestraces endoteliais
(38.410%).

C — GEj6n: Ap6s 16 horas do envenenamento, ja & observado uma recuperacio da estrutura
da lamina basal que, entretanto, nfio ¢ acompanhada pela reorganizagiio do epitélio

visceral, visto que este mostra perda da integridade do plasmalema apical (38.410x).
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FIGURA 38 — ASPECTOS DA ESTRUTUR A GLOMERULAR DE CORPUSCULO
RENAL DO GEg,.

A — Porgdo do corpusculo renal mostrando retragdo dos prolongamentos podocitarios e
deposigdo do corpo celular sobre a barreira (cabega de seta) levando a perda de padrio
da barreira de filtragdo (fendas). Nesses locais, massas (m) ndo envolvidas por
membrana com diferentes eletrondensidades, podem ser vistas (7.238x). Ver detalhe
em maior aumento (11.136x) das massas eletrondensas e, justaposta a elas,
esfacelamento do processo podocitdrio corm deposigdo de material granular no local.
cm: célula mesangial (7.238x).

B - Em detalhe, célula mesangial (cm) e seus prolongamentos interpostos & matriz
mesangial (mm). Observe a escassez das fendas e auséncia de diafragma, bem como a
retragdo dos pedicelos dando lugar a regides expandidas dos poddcitos acoladas a
lamina basal. Note ainda, a desestruturagdo da ldmina basal levando & perda do padro
trilaminar comum. Nesta eletromicrografia podemos observar virios cortes de
pedicelos na regido do espago urindrio (cabega de seta), caracterizando novamente a

transformag&o vilosa vista a microscopia eletronica de varredura (Fig. 34B) (13.200x).
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FIGURA 39 - VISAO PARCIAL DE GLOMERULO DO GEg;,.

A - Observe as inter — relagdes topogréaficas dos seus componentes do glomérulo (4.175x).
Nesta micrografia € no detalhe ampliado em B observamos, que anomalamente uma
célula mesangial (cm) encontra — se abaixo do endotélio () (9.686x). Outras células
mesangiais, bem posicionadas junto 4 matriz mesangial (mm). Observar que o capilar
cl representa um microaneurisma. Fragmentos vistos no seu interior representam
por¢des da matriz mesangial (fm) e das células endoteliais (fe). c: capilar; p:

processos podocitarios; Ib: lamina basal; co: fibras coldgenas.
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FIGURA 40 - REGIOES DA BARREIRA DE FILTRACAO.

A — GC: Observar que os processos podocitarios de 2* ordem (2) posiciona-se ao redor do
capilar (c) em diregfio ao qual emite os pedicelos num 4ngulo aproximado de 90°
(26.000x).

B — GE6n: O processo podocitario (2°) retraiu vérios pedicelos, de forma que o proprio
corpo do processo justapde-se a lamina basal (Ib), diminuindo drasticamente o niimero
de fendas de filtragdo. Repare que em A ha 17 fendas numa extensio de
aproximadamente 14 cm, enquanto em B ha 13 fendas numa extensdo de 42 cm
(26.000x).
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FIGURA 41 - DETALHE DE PODOCITOS DE ANIMAIS DO GEj6p.

Porgdo de corpusculo renal focalizando alteragdes dos processos podocitarios,

caracterizadas por formagdes lacunares superficiais (Is) limitadas por uma lamina fina
de citoplasma (seta) (8.992x).

Detalhe de porg¢do da micrografia A (14.388x).

Observar perfis delicados de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias (m), feixes
de microfilamentos (f) (8.992x).

Vacuolagéo floculenta de processo podocitario (15.600x).

Em A, B, C e D podem ser vistas invaginag&es pinocitéticas (cabeca de seta) voltadas
para o espago urindrio (u).
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FIGURA 42 - MICROGRAFIA DE GRANDE AUMENTO ENFOCANDO O
CORPO CELULAR DE PODOCITOS DO GE4,

A- Nucleo (N) de contorno irregular, heterocromatina em grumos na periferia e
nucléolo (nu) exuberante. No citoplasma, vé-se grande populagdo de
polirribossomas em meio a qual pode ocorrer pequenos perfis de cisternas
achatadas (*) de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que subitamente,
expandem-se e contém no interior, material secretado polimoérfico, de média e alta
eletrondensidade. No corpo celular e principalmente nos processos podocitarios
(P) ha profusdo de elementos do citoesqueleto. Na (*) observar expansdo varicosa
da lamina basal com perda do padréo trilaminar (20.150x).

B- Detalhe em grande aumento de material proteiniceo englobado em cisterna
dilatada do REG (43.420x).
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FIGURA 43 - DETALHE DE PORCAO DO GLOMERULO RENAL DE RIM
DE RATO DO GEg,.

A - Trés capilares glomerulares sendo invadidos por componentes do mesangio
intraglomerular (provavelmente em resposta ao estimulo toxico presente no sangue
circulante). Em dois capilares sio vistas projegdes mesangiais bulbosas (*) de
eletrondensidade menor do que a apresentada pelo endotélio. Em um capilar, a luz esta
ocluida por células mesangial e elementos da matriz mesangial. Em outro, esse fato
pode ser melhor observado: matriz mesangial e parte do citoplasma de uma célula
endotelial (¢) rica em polirribossomas ocluem a luz capilar (7.238x).

B - Detalhe de  A. As projecdes em forma de rede representam o endotélio fenestrado em

seccdo tangencial; N: nicleo da célula mesangial (15.600x).
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FIGURA 44 - DETALHE DE PORCAO DO GLOMERULO RENAL DE RATO DO

GE 16p.

A- Outra imagem mostrando oclusdo do capilar glomerular pela célula mesangial (cm) e

pelo corpo da célula endotelial (e); (*) complexo de Golgi hipertrofico da célula
mesangial. A direita, restos celulares dentro do capilar glomerular (12.080x).

Detalhe de célula endotelial obstruindo a luz capilar, vendo-se no canto inferior
esquerdo a auséncia de fenestragdes no endotélio. Concomitantemente, ha também
auséncia de pedicelos pois em seu lugar, porgdes expandidas dos poddcitos ficam
apoiads sobre a limina basal. Observe as estruturas densas (cabegca de seta) ai
localizadas, que supostamente representam a condensagdo das proteinas constituintes
dos elementos do citoesqueleto, agora desestruturados e portanto, responsaveis pela

perda do padréo podocitario na regifio da barreira de filtragdo (20.150x).
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FIGURA 45 - VISAO PARCIAL DE UM GLOMERULO RENAL DE ANIMAL DO
GE y6n-

A~—. Sho vistas relagdes dos processos citoplasmaticos dos podécitos. Repare em um fino
prolongamento (cabega de seta) emitido pelo podécito, como visto a microscopia
eletronica de varredura (FIG.34B) (7.238x).

B- Detalhe da Figura A mostrando um estrangulamento de uma célula endotelial confinada

entre 0 mesangio e a propria parede capilar (15.600x).
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FIGURA 46 - CARACTERISTICAS DE CELULAS DO TCP.

A- GC: Eletromicrografia de parte da parede de um tubulo proximal de rim de rato
controle mostrando as por¢des mediana e apical de duas células com a estrutura tipica
desse segmento do néfron: grande quantidade de mitocondrias pleomérficas com
cristas lamelares e matriz mitocondrial de eletrondensidade média; abaixo da bordadura
em escova, o aparelho endossdmico — lisossdmico; pequenos perfis de RER e
polirribossomas entremeiam-se nas demais organelas.

B, C e D- GEsp: Corpos fagociticos polimérficos (f) aparecem junto aos lisossomas 287 e
a0 mesmo tempo, ha aumento do sisttéma endossdmico-lisossdmico (ver em C). A
coalescéncia de vesiculas pinociticas provavelmente da origem aos vactolos (v) de
diferentes tamanhos, que apresentam material floculento no interior (ver em C e D).
Observe que as mitocondrias tém a matriz mais eletrondensa, e ha menos defini¢do das

cristas, quando comparadas as dos animais controles (B e C: 9.600x; D: 12.400x).
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FIGURA 47: DETALHES DE PORCOES DE CELULAS DO TCP DE ANIMAIS
DO GEs, EM DIFEREN TES AUMENTOS.

A e B- As alteragdes mais dramaticas observadas dizem respeito as mitocondrias: Matriz
mitocondrial muito eletrondensa, cristas dilatadas e vesiculares (ao invés de
lamelares), forma arredondada sugerindo alteragio da permeabilidade da membrana e
edema mitocondrial (ao invés do pleomorfismo caracteristico nos controles) e ruptura
das cristas (ou cristdlise). Outra observag@io interessante é a presenca de reticulo
endoplasmatico liso (rel) muito desenvolvido, geralmente com localizago
subplasmalemal, complexo de Golgi (g) com muitiplas cisternas dilatadas (A:
10.221x; B: 22.000x).
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FIGURA 48 — CARACTERISTICAS DA BORDADURA EM ESCOVA.

A - GC: Detalhe mostrando as microvilosidades da bordadura em escova do tibulo
proximal, cortadas transversalmente: cada 1 pm’ possui cerca de 72 microvilosidades
(34.496x).

B — GE¢n: Observa —se redugio do miimero de miicrovilosidades por um’ que passa a ser de
35 a2 40. Observar que nesse campo ha fusio de microvilosidades (setas) (34.496x).

C — GEsp: Corte transversal das microvilosidades mostrando que precocemente ha
rarefagdo do seu nimero, e fusio com alteragdo do seu didmetro e consequentemente
do citoesqueleto axial (setas) (34.496x).

D - GEsy: Corte longitudinal mostrando a fusdo das microvilosidades apés 5h do

envenenamento (34.496x).
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5. DISCUSSAO




Discussio

Os resuitados funcionais renais obtidos pelo estudo em ratos acordados,
ndo restritos, em gaiolas metabdlicas individuais demonstraram que a dose de
0,4pg/g do veneno bruto de B. moojeni, injetada endovenosamente, promoveu
disfungbes renais sugestivas de insuficiéncia renal aguda, 5h apos a

inoculagdo do veneno, quadro este que nido foi modificado 16 ¢ 48h apés a

inoculacéo.

A insuficiéncia renal aguda foi caracterizada pela queda na taxa de
filtracdo glomerular, estimada pelo clearance de creatinina e pelo aumento da
rejeicdo tubular de sodio. Estes resultados sio compativeis com as alteragdes
severas glomerulares e tubulares, constatadas & microscopia de luz e

confirmadas pela microscopia eletrdnica de transmissdo e varredura.

Através da avaliagio da manipulagio proximal e pds-proximal,
determinada pelo clearance de litio, observamos que a natriurese observada
no GEs, foi decorrente de um comprometimento funcional do néfron
proximal. Esta disfun¢io foi acompanhada por alteragdes morfoldgicas
severas neste segmento tubular, dentre as quais incluiam-se picnose nuclear,
vacuolizagdo citoplasmatica, uma importante perda da integridade da
bordadura em escova, além de extensas ireas de necrose tubular.
Concomitantemente, todo o parénquima cortical apresentou aumento da

acidofilia citoplasmatica indicativa de sofrimento celular.

Oliver et al. (1951) verificaram que na necrose tubular aguda,
proveniente de isquemia, ocorrem lesdes que envolvem pequenos segmentos
do tubulo permanecendo intacta a maior parte dos segmentos do néfron
afetado. Estes autores descreveram que as lesdes tubulares necroticas eram
focais e envolviam partes dos segmentos proximais e distais do néfron, sendo

que a alteragdo mais severa ocorria na porgdo reta do tdbulo proximal.
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Entretanto, regides do tibulo contorcido proximal ndo envolvidas em necrose,

podem demonstrar rarefacdo da bordadura em escova (Jones, 1982).

Na analise histopatologica dos segmentos pos-proximais do néfron,
verificamos que a reabsorgdo compensatéria de s6dio por este segmento pode
estar associada a proeminente dilatagdo dos tibulos distais e coletores o que
provavelmente esteve relacionado ao aumento do aporte distal de sodio em

conseqliéncia de uma rejeigio aumentada deste fon pelo néfron proximal.

A observagdo de restos celulares na luz dos tibulos distais e coletores,
além de perda celular ¢ rompimento da ldmina basal tubular, certamente
afetou, durante a evolucdo toxica induzida pelo veneno de B. moojeni, a
eficiéncia da compensagdo reabsortiva de sédio por estes segmentos

tubulares.

O GE 4 apresentou maior eficiéncia reabsortiva de sédio se comparado
ao GEs;, embora a fracdo de excrecfio estivesse aumentada em relacdo ao GC.
O néfron proximal excretou menos sodio se comparado ao GEs, e o pés-
proximal se manteve préximo aos padrdes normais. Porém se compararmos a
fun¢do pos-proximal neste grupo & apresentada pelo GEs, ¢ possivel verificar
que houve perda da capacidade de compensagio reabsortiva por estes

segmentos. Este grupo apresentou aumento na fragdo de excregdo de potassio.

Outra caracteristica morfolégica na necrose tubular aguda, proveniente
de isquemia, ¢ a presenca de cilindros hialinos nos segmentos distais (Solez
et al, 1979). Estes sido constituidos por glicoproteinas, entre outras
substincias, secretadas pelo ramo espesso ascendente da alga de Henle. Esta
proteina, pela sua caracteristica fortemente ani6nica, pode agregar-se
espontaneamente em decorréncia das condi¢des locais de fluxo lento e alta
concentracdo idnica caracteristica dos tibulos contorcidos distais. Estas

glicoproteinas agregadas, juntamente com pigmentos resultantes da
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degradacdo da hemoglobina e mioglobina, podem obstruir a luz tubular
(Hoyer & Seiler, 1979) e contribuir para o quadro de necrose tubular aguda.
Em nosso estudo encontramos cilindros formados a partir de restos celulares
os quais poderiam contribuir, de maneira similar, para o quadro de necrose

tubular aguda.

Por outro lado, no GEg, a andlise morfolégica dos rins dos animais,
apresentou uma grande quantidade de figuras mitéticas sugerindo regeneragdo
epitelial. A despeito de uma melhor reabsorgio de sodio nos néfrons proximal
¢ pds-proximal, estes animais apresentaram regides de intensa necrose
tubular, as quais ocorreram em maior frequéncia na regiio corticomedular.
Este resultado sugere que a intoxicacdo por veneno de B. moojeni provoca
alteragdes mais intensas em néfrons de alto fluxo, podendo este fato, estar

relacionada a um maior aporte de veneno a estas unidades funcionais.

Alteragdes histologicas tipicas de regeneracdo, como mitoses, podem
ser encontradas na mesma drea de tecido que apresenta necrose (Lieberthal &
Levinsky, 1992). Ainda nos rins dos ratos do GEs, , de um modo geral,
alteragBes no epitélio dos tubulos contorcidos proximais do parénquima
cortical foram mais raramente encontradas. Os tibulos distais e coletores
ainda apresentaram-se dilatados embora o aporte de sodio tenha diminuido.
Alguns segmentos dos tabulos contorcidos distais apresentaram muitos restos
celulares na luz e outros estavam rompidos e/ou com epitélio descontinuo. A
preservagdo morfologica dos néfrons corticais podem explicar, pelo menos

em parte, a preservagdo funcional encontrada.

Ja o aumento na excrecdo de sodio e potdssio observado no GE,g,, foi
claramente devido & queda na fungfo do néfron pds-proximal. Os resultados
histolégicos demonstraram que as células do epitélio dos tibulos contorcidos

proximais j& ndo apresentavam vacuolizagdo e a bordadura em escova
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recuperou parcialmente sua exuberdncia. Os segmentos pOs-proximais
apresentavam uma menor dilatacio e raramente foram encontradas
descontinuidades no epitélio destes tubulos. Pela grande quantidade de figuras
mitéticas observadas no GEg,, podemos supor um bom grau de regeneragio
do néfron pos-proximal e, neste caso, sugerir uma etapa de restruturagdo do
epitélio, fato este que também afetaria a funcio deste segmento. A
recuperac¢do morfolégica proximal, associada a menor dilatagio pos-proximal,

sugere a recuperacdo funcional dos segmentos mais proximais do néfron.

Surpreendentemente, observamos pequena queda na filtragdo
glomerular concomitante & elevagdo na excregdo urinaria de Na™ e K7, apos
administracdo de 0,2ug/g de veneno, sem que houvesse alteragdes
morfologicas significativas na anélise pela microscopia de luz. O estudo pelo
clearance de litio, mostrou tratar-se de uma disfuncdo predominantemente
proximal. Mas como ji verificado, as alterages funcionais renais nem sempre
estdo associadas as histopatolégicas, mesmo porque alteragSes subcelulares

seriam suficientes no sentido de acarretar distirbios funcionais.

Segundo Solez et al. (1979) as alteragdes morfoldgicas encontradas na
necrose tubular aguda, em humanos, parecem ser relativamente sutis
comparadas a redugfio profunda na taxa de filtragio glomerular observada
nesta condi¢do. Solez & Finckh (1984) explicam que uma sé 4rea de necrose
tubular pode causar um refluxo substancial do filtrado glomerular, e um tnico
“cast” pode obstruir um néfron inteiro. Assim a severidade da necrose tubular
aguda, do ponto de vista funcional, pode estar correlacionada mais com o
nimero de néfrons danificados e/ou obstruidos do que com uma massa total
de tecido renal afetado. Os autores concluem que alteragdes morfolégicas
sutis, porém importantes, podem passar desapercebidas também devido ao

tamanho da amostra examinada.
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No presente estudo, particularmente com relacio aos estudos efetuados
com microscopia eletrbnica de transmissio, a falta de evidéncias
inquestionaveis de alteragdes tubulares deve-se a condigdio focal da necrose

tubular aguda, aliada ao fato de uma pequena quantidade de amostras terem

sido analisadas.

As investiga¢cdes em animais de experimentacdo referentes a danos
renais provocados por venenos botrépicos, restringem-se aquelas causadas
pelas espécies B. asper ,B. jararaca e B. insularis. Em geral essas

investigagGes t€m sido feitas por grupos de pesquisadores da Costa Rica e

Brasil.

Chaves et al (1989), através de injecdo im. da dose de
aproximadamente Sug/g do veneno de B. asper, estudaram as alteracdes
locais e sistémicas em camundongos. Apés 1 e 3 horas eles observaram,
apenas uma hipercelularidade glomerular, sendo que nfio foram encontradas
alteragbes tubulares. Apos 24 horas, entretanto, demonstraram o aparecimento

de lesdes degenerativas vacuolares das células tubulares, com 4&reas

hemorragicas na regido medular.

Rezende ef al (1989), em um estudo funcional e histopatolégico das
alteragGes provocadas pela dose de 14 ug/g de veneno bruto de B. jararaca e
injetada i.p., observaram em rim de ratos, o estabelecimento de faléncia
renal aguda. Esta foi caracterizada pelo decréscimo na taxa de filtragdo
glomerular, no clearance osmolar e na excre¢do urindria de sédio associada a
aumento da creatinina plasmatica. O exame histopatoldgico mostrou
glomérulos com leve proliferagdo da matriz mesangial e degeneragio celular
de tubulos, que apresentavam uma perda da bordadura em escova e

vacuolizacfo citoplasmatica, n3o sendo encontrados sinais de necrose das

células tubulares.
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Burdmann er al. (1993), desenvolveram um modelo experimental para
induzir insuficiéncia renal aguda em ratos utilizando-se de veneno bruto de B.
jararaca injetado intravenosamente. Eles determinaram a dose de 0,4 pg/g
através de comparagdes com a dose freqiientemente injetada por estas
serpentes em acidentes com seres humanos. Dentre outros resultados, estes
autores encontraram decréscimo na taxa de filtragdo glomerular e uma

necrose celular em tubulos proximais e distais.

A maioria dos resultados encontrados nestes trabalhos, utilizando
veneno botropico, corroboram com aqueles encontrados no presente estudo.

- Em contraste a nossas observagdes, Rezende ef al. (1989) verificaram uma
queda na pressdo arterial sistémica e na excrecdo fracional de sédio nos
animais tratados, sugerindo mecanismos pré-renais. Entretanto, assim como
Burdmann ef al.(1993), n6és ndo encontramos modificagdes significativas na

pressdo arterial associadas as lesdes renais.

A partir da analise dos principais constituintes quimicos de venenos
botropicos e de sua atividade biologica, podemos focalizar diferentes vias
conduzindo em direcdo ao esclarecimento dos fatores etiopatogénicos das
lesGes observadas. Dentre estas, varios autores concordam que a acéo
proteolitica do veneno tem um importante papel citotéxico em vérios tipos
celulares (Brusés er al., 1993; Gutiérrez & Lomone, 1995) , podendo desta

forma estar, direta ou indiretamente, associada 3 nefrotoxicidade.

Gutiérrez & Lomonte (1995) demonstraram que algumas miotoxinas
botrépicas comportam-se mais como citotoxinas, o que pode denotar uma
atividade toxica destas em outros tipos celulares nfo musculares. O
mecanismo de acdo destas citotoxinas, resulta em um proeminente aumento
no influxo celular de célcio que ocasiona, entre outras, alteracdes do

citoesqueleto tdo bem caracterizadas em estudos sobre a acfo dos venenos
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em células musculares (Gutiérrez er al., 1990). Provavelmente, as alteragdes
da bordadura fuminal das células dos tibulos proximais, vistas a microscopia
de luz e comprovadas pela microscopia eletrdnica, poderiam ser provenientes

destas alterag¢des do citoesqueleto.

A extensa superficie de microvilosidades exibida por este epitélio
proximal, € de vital importincia estrutural e funcional, e estas sio mantidas
gragas a elementos do citoesqueleto como os filamentos de actina. Estes
também interagem diretamente com as juncdes intercelulares, desmossomos e
proteinas transmembrana como a Na'-K'-ATPase (Molitoris, 1991; Linshaw
et al., 1992; Paller, 1994). Desta forma, & pertinente relacionar as alteracdes
na bordadura, a perda de células pelos tubulos renais, bem como o
significativo decréscimo na capacidade reabsortiva tubular de sodio apos o
envenenamento como sinais  desencadeados pelo mesmo agente
etiopatogénico, ou seja, um distdrbio do citoesqueleto frente 4 acdo citotéxica
do veneno. Por ser o veneno de B. moojeni aquele com uma intensa agdo
proteolitica entre os venenos botropicos (Brazil & Pestana, 1909), as
alteragGes encontradas por nés deveriam ser mais severas quando comparadas
aquelas encontradas apds a utilizacdo de venenos de outras espécies deste

género.

Varios trabalhos tém demonstrado que situacdes de isquemia com
conseqiiente deplecdo de ATP, levam a uma série de alteragdes
citoesqueléticas (Molitoris, 1991; Abbate et al., 1994; Sogabe ef al., 1996;
Nurko ef al.,1996; Doctor et al., 1996). Desta forma, torna-se dificil distinguir
se as alteragdes tubulares encontradas no presente trabalho sdo resultantes da

a¢dio proteolitica, coagulante e portanto isquémica, ou soma de ambas.

Embora a acfo hemorrgica do veneno botrépico seja mais intensa na

regifio da picada, tem sido também descrita hemorragia renal (Rosenfeld,
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1965; Ohsaka, 1979; Chaves er al, 1989), e pudemos constatar em nosso
trabalho que, em alguns locais, ocorreu dano no endotélio capilar peritubular,
e na lamina basal destes vasos e de tubulos contorcidos distais, o que resulta
em um comprovado extravasamento de sangue. Em suporte a possivel acdo

das hemorraginas nés constatamos a presenca de hematiria severa 5 e 16

horas ap0s a inoculagio.

Nossos estudos, em concordidncia com trabalhos da literatura onde
foram utilizados venenos botropicos (Rezende et al., 1989; Burdmann ef al.,
1993), apresentaram queda na taxa de filtragdo glomerular. Burdmann et al.
(1993), encontraram massivo depoésito de fibrina glomerular associado ao

decréscimo na taxa de filtragdo glomerular, imediatamente apés a infusdo de

veneno.

Amaral et al. (1985), observaram em pacientes que sofreram acidente
botrépico com conseqiientes complica¢des renais, trombos de fibrina nos
capilares glomerulares. No exame histopatolégico feito por nés, foram
verificadas alteragdes estruturais severas nos glomérulos renais e, em alguns
casos, areas de necrose extensa. Foi observado o quadro de glomérulonefrite
caracterizada por aparente hipercelularidade e lobulagdo do glomérulo e
presenga de infiltrado leucocitirio no tufo de capilares glomerulares.
Entretanto, esta aparente hipercelularidade parece estar associada 4 uma
diapedese de neutrofilos para os capilares glomerulares e nio 2 uma
hiperplasia de células mesangiais, devido ao curto espago de tempo entre a
agressdo e tal resultado. Além disso, pelo fato de ndo ter sido feito um estudo
morfométrico, ndo podemos afirmar a ocorréncia de aumento da celularidade
glomerular. Observamos ainda, dreas de condensacio da matriz mesangial

com a presenga de lesdes hialinas nodulares.
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Pelo fato do veneno de B. moojeni possuir forte a¢do coagulante devido
a rapida destruigdo do fibrinogénio, nés esperavamos encontrar actimulo de
fibrina nos capilares glomerulares, o que explicaria, pelo menos em parte, as
alteragbes glomerulares encontradas por nés. Entretanto, em nosso estudo,
ndo encontramos um depoésito significativo de fibrina nos capilares
glomerulares ap6s utilizagdo de técnica histopatologica especifica
(Hematoxilina fosfotingstica de Mallory), nem tampouco através da

microscopia eletrénica de transmissio.

As alteragdes glomerulares puderam ser observadas, com mais
detalhes, pela microscopia eletronica de transmissdo e varredura, as quais
revelaram alteragdes extremas na estrutura glomerular. Estas incluiram
vacuolizagdo  citoplasmética  podocitaria, perda de pedicelos e
consequentemente do diafragma e das fendas de filtracdo, transformacio
vilosa dos pedicelos além de mesangiolise ocasionando introjecdo de células
mesangiais para a luz capilar e formagdo de microaneurismas. Estes achados
influiram  nas alteragBes estruturais, tio bem observadas 4 microscopia
eletrénica de varredura, ja que a sustentagdio dos tufos capilares depende tanto
do mesngio quanto do epitélio visceral. Além disso, tais disfun¢des dos
podécitos leva a importantes alteragdes na permeabilidade e seletividade de

filtragdo dos capilares glomerulares (Whiteside e al., 1993).

Em glomerulonefrites humanas associadas com sindrome nefrética tém
sido encontradas alteragdes podocitarias como perda dos prolongamentos
primdrios e secundérios, vacuolizago citoplasmatica e perda da integridade
normal do diafragma da fenda de filtragdo (Grishman & Churg, 1975;
Yoshikawa et al, 1986). Estas alteraces podocitarias tém sido bem
caracterizadas através da utilizagio de modelos experimentais utilizando a
administracdo do aminonucleosideo puromicina, um agente téxico as células

do epitélio visceral, que induz nefrose (Caulfield et al., 1976; Whiteside ez
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al., 1993). Nossos achados sdo similares a estes podendo conferir ao veneno

de B. moojeni uma agio téxica para células do epitélio visceral.

No sentido de entender como o veneno poderia provocar tais alteragdes
no epitélio visceral, devemos considerar que a maior parte da actina F
glomerular estd concentrada nos prolongamentos dos podécitos , os quais
envolvem os capilares glomerulares, sendo que os feixes destes filamentos,
densamente empacotados, estdo associados a habilidade de manter ou gerar
mudangas significativas na forma dos podécitos, além de serem responsaveis
pela sustentagdo destes processos (Vasmont, 1984; Andrews, 1981).
Consequentemente, alteragdes na agregacdo do citoesqueleto pedicelar
acarretam diminui¢do de filamentos de actina que ancoram o epitélio
podocitario a lamina de filtracdo e que permitem a sustentacdo dos pedicelos
(Whiteside ef al.,, 1993). Quanto a perda de pedicelos é importante ressaltar
que, Arakawa (1970), Arakawa & Tokunaga (1972) e Carroll er al (1973)
demonstraram atraveés da microscopia eletronica de varredura, que esta perda |
¢ causada pela retragdo destes em dire¢do ao corpo celular e ndo pela fuséio

de pedicelos adjacentes formando um “sincicio” como proposto por Simon &
Chatelanat (1969).

Andrews (1981) relatou que o tratamento in vitro de glomérulos com
citocalasina-B  ( uma droga que inibe a contra¢do dos filamentos de actina),
induziu mudangas na forma dos processos pedicelares e considerou que estas
mudangas podem alterar o nimero de fendas de filtragdo abertas, o que
poderia ser avaliado pelo efluxo de soluto através dos capilares. Ele
considerou ainda a possibilidade destas altera¢des levarem a mudancas no
coeficiente de ultrafiltragdo e consequentemente na taxa de filtracdo
glomerular. Desta forma, agui devemos considerar também o mecanismo de

agdo das citotoxinas, sugerido por Gutiérrez & Lomonte (1995) e, neste caso,
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considerar também que o glomérulo € a primeira estrutura do néfron a entrar

em contaio com O veneno.

Além disso, devemos salientar que a superficie das células endoteliais e
epiteliais podocitarias retém heparan sulfato (Stow et al., 1985; Farquhar et
al., 1985) presente nas laminas raras externas da ldmina basal, e que os
pedicelos sdo cobertos com sialoproteinas as quais, juntamente com o heparan
sulfato, contribuem com a carga anionica (Kerjaschki ef al., 1984). Se este
mecanismo de acdo involve interacdes eletrostaticas entre sitios catidnicos das
toxinas € grupos carregados negativamente esta negatividade, teoricamente,
facilitaria a interacdo de tais toxinas com a membrana celular dos poddcitos, o
que poderia acarretar aumento do calcio intracelular e conseqiientes alteragdes
citoesqueléticas. Tomando os resultados - acima, podemos relacionar as
alteracGes nos pedicelos, bem demonstradas neste trabalho através de
microscopia eletrénica de wvarredura e transmissdo, com alteracles
citoesqueléticas observadas e provocadas pelo veneno de B. moojeni, s quais

foram similares as induzidas pela citocalasina-B (Andrews, 1981).

Porém, se as citotoxinas presentes nos venenos botrépicos forem tdo
efetivas, no sentido de provocar um aumento na concentragdo de calcio
intracelular e alteracdes nos filamentos de actina e na sustentagdo glomerular,
devemos considerar também a presenca destes filamentos limitando as
fenestragOes existentes nas células endoteliais dos capilares glomerulares
(Vasmant et al., 1984). Como ja citado, estas também retém heparan sulfato
na superficie, o que confere uma negatividade a regifio facilitando a interagéo
das toxinas e podendo consequentemente acarretar modifica¢fes na estrutura

destas fenestracGes e permeabilidade seletiva .

Além deste mecanismo, sugerido por nos, de altera¢des citoesqueléticas

induzidas pelo veneno, podemos considerar outro mecanismo que isolado ou
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somado a este, explicaria o desprendimento dos pedicelos da Amina de
filtragdo glomerular. Baramova ez al. (1989) demonstraram a habilidade de
hemorraginas crotalicas em degradar proteoliticamente, in vitro, componentes
da lamina basal e da matriz extracelular como laminina, fibronectina,

colageno tipo IV, entactina, nidogénio e gelatinas.

Ohsaka ef al.(1973) estudaram a agdo in vitro de fragdes hemorragicas
do veneno de Trimeresurus flavoviridis sobre membrana basal glomerular
isolada e demonstraram que proteinas (ou peptideos) bem como carboidratos
da membrana basal foram liberados por todas as fragdes sugerindo que os
principios hemorrigicos deste veneno podem ser enzimas proteoliticas com
especificidade altamente seletiva, incluindo colagenases de tipos

desconhecidos.

Considerando-se que a ldmina de filtragdo glomerular é formada pela
unido das ldminas basais do endotélio capilar e do epitélio visceral, e que o
endotélio destes capilares é fenestrado, facilitando assim, o contato entre as
hemorraginas e os tais constituintes da ldmina de filtragdo, principalmente
colageno tipo IV e laminina, € plausivel supor que possam existir alteragdes

na estrutura desta lamina.

Na figura 49 podemos observar o arranjo das moléculas que constituem
a lamina de filtracio glomerular. Observe que a laminina interage com
moléculas da matriz extracelular como o coldgeno tipo IV, a entactina e o
proteoglicano heparan sulfato. Ela também se liga, através dos seus receptores
de integrinas e de outras moléculas, & membrana celular do pedicelo
promovendo assim a adesdo deste a ldmina rara externa. Se considerarmos
que o veneno de B. moojeni tenha capacidade de digerir alguns destes
componentes, como ja verificado em outras espécies, acarretaria alteragdes na

ligagdo da laminina com as integrinas dos pedicelos impossibilitando a
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ancoragem destes. Além disso, a membrana basal glomerular contém uma
variedade de sitios anidnicos (>80%) devido & presenca do proteoglicano
heparan sulifato (Rennke et a/., 1975; Caulfield & Farquhar, 1976; Kanwar &
Farquhar, 1979a,b). Se o veneno interferir na carga anidnica, ou seja, se ele
diminuir a concentragdo de heparan sulfato e/ou 4cido sidlico na lamina basal
glomerular, poderd levar ao comprometimento da barreira eletrostatica e
desenvolvimento de proteintria, pela ndo barragem de proteinas carregadas
negativamente. Por outro lado, se afetar a ldmina densa central constituida de
colageno tipo IV, a “barreira fisica” comprometida levara também a perda da

seletividade de filtragdo.

Figura 49- A: Eletromicrografia da parede de um capilar glomerular. GBM: membrana basal
glomerular, EP: células epiteliais, En: células endoteliais, US: espago urindrio ¢ CL: Kmnen
capilar. B: Esquema mostrando o arranjo das moléculas na limina basal glomerular (Por
Hudson er al., 1991, apud, Haralson & Hassell, 1995).
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No presente trabalho, as observagdes 4 microscopia eletronica nio
deixaram duvida quanto as alteracdes ultraestruturais induzidas pelo
veneno na estrutura trilaminar da ldmina basal da barreira de filtragdo, e

portanto nos locais de barreiras fisica e eletrostatica.

O mesmo raciocinio pode ser aplicado a ldmina basal que envolve os
epitélios dos varios segmentos tubulares do néfron, onde um desequilibrio
entre 0s componentes colagénicos, as glicoproteinas nio colagénicas e os
proteoglicanos pode induzir distirbios bioquimicos e estruturais que

comprometerdo a eficiéncia da fun¢io do néfron.

Recentemente, Willinger er al. (1995) estudaram a nefrotoxicidade
direta do veneno de V. russelli através de perfusdo artificial de rim isolado. As
alteragdes morfologicas encontradas por eles foram caracterizadas por
destrui¢do desta barreira ibnica de filtragdo glomerular e lise de paredes
vasculares, além de vérios graus de injuria epitelial em todos os segmentos

tubulares.

Por outro lado Uiker & Kriz (1995) verificaram que o veneno de Habu
(Trimeresurus flavoviridis) provoca mesangidlise. Eles atribuiram estas

alteragGes a alta atividade proteolitica deste veneno.

Estas alteragGes poderiam, per se, ter ocasionado as desestruturagdes
glomerulares observadas por nés, porém, o veneno e/ou seus metabolitos
podem ainda, ter um efeito téxico direto sobre o mesidngio causando
mesangidlise. Para entender estas alteragdes devemos considerar o fato de que
a matriz mesangial ¢ composta por uma complexa mistura de vérias classes de
moléculas, as quais incluem coldgenos tipo IV, V e VI, sendo o tipo IV o
mais abundante juntamente com as glicoproteinas como laminina e
fibronectina. A maioria dos sitios anidnicos da matriz mesangial é provida

pelo proteoglicano heparan sulfato, em maior quantidade, e pelo
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proteoglicano condroitin sulfato, em menor quantidade (Kanwar ef al., 1983a,
b; Sraer er al,1993). Se o veneno de B. moojeni possuir atividades que
causem degradacio de componentes da matriz extracelular, semelhantes
aquelas observadas em outras espécies, poderia levar a desestruturagio do
mesangio , O que explicaria a mesangiolise verificada neste trabalho e o

comprometimento da sustentagio dos capilares.

Por outro lado estas células, consideradas macrofigicas tanto pelo seu
aspecto dendritico como pela atividade fagocitica, teriam papel na limpeza da
limina basal pela captura de material que eventualmente se acumule no local
durante o processo debilitado pelo veneno, da filtragio glomerular. E possivel
que a migracdo das células mesangiais para a luz capilar tenha relagio com

mecanismos de defesa desencadeados pela agressio toxica do veneno.

Nossas observagbes dos efeitos do veneno bruto de B. moojeni na
porgdo tubular do néfron serdo futuramente melhor avaliadas, apos um estudo
mais abrangente. De qualquer forma verificamos que sec¢les de tibulos
proximais, distais e de alga de Henle que apresentavam integridade
morfologica podiam ser encontradas préximas a sec¢des de seus congéneres
com altera¢des na bordadura em escova, nas mitocondrias ou no sistema
endossOmico  lisossémico. As alteracSes constatadas na populagéo
mitocondrial, sabidamente engajada no transporte ativo no néfron proximal e
distal, caracterizaram-se pela aquisicdo de forma globosa indicativa de
alteragdes da permeabilidade da membrana externa e homeostase da matriz
mitocondrial, em detrimento da forma pleomérfica caracteristica destas
organelas no rim. Além disso, cristolise ou ruptura das cristas, agregagdo
focal das cristas ou alteragdio da sua estrutura lamelar para tibulo- vesicular
ou vesicular ¢ o aumento na eletrondensidade da matriz, em conjunto, sfo

indicios de prejuizo funcional. Qutro fato interessante foi o aumento da
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anomalias essas respaldadas pela queda na filtraco glomerular. Desta forma,
nossos resultados sugerem que uma ac¢do nefrotoxica direta do veneno como
fator patogénico ¢ bastante plausivel. Estudos subsequentes envolvendo

abordagem mais especifica sdo necessarios para dar suporte a esta hipotese.
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Conclusdes

e Os efeitos da administracdo endovenosa de 0,2 pg/g apos 5h e de 0,4ug/g
apos 5, 16 e 48h da inoculagdc do veneno bruto de Bothrops moojeni,
provocou alteragdes funcionais corroboradas, no caso da segunda dose, por

alteragdes morfologicas compativeis ao quadro de IRA.

s A comparacéo dos efeitos fisiologicos induzidos pelas doses de 0,2 pg/g e
0,4png/g demonstrou que apos Sh, a dose de 0,2 pg/g foi suficiente para
provocar efeitos similares aqueles observados com o dobro desta dose, no
que diz respeito a funcfio tubular. J4 a fungdo glomerular demonstrou
queda significativa na taxa de filtracdo com a dose de 0,4pg/g, o que ndo
foi observado com a metade desta dose. Estes resultados permitem concluir
que, dentro destas condi¢des experimentais, os tibulos proximais sdo os

elementos do nefron mais susceptiveis aos efeitos citotoxicos do veneno.

o A observagdo dos efeitos funcionais provocados pela dose de 0,4ng/g
demonstrou que a excre¢do aumentada de Na* e K* é predominantemente
decorrente de distlirbios envolvendo o nefron proximal nas primeiras Sh,
porém apos 48h a perda desses ions na urina é prodominantemente

decorrente de distirbios nas por¢des pos-proximais do nefron.

e A injegdo 1.v. de 0,4pg/g do veneno bruto de B. moojeni ndo produziu
alteragbes na pressdo arterial média dos ratos as 5, 16 e 48 h apds o
envenenamento, indicando que dentro destas condi¢Bes experimentais o

veneno ndo tem capacidade de induzir distarbios na hemodindmica.
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e As figuras mitoticas sugestivas de regeneragdo, encontradas 16h apds a

inoculagéo i.v. da dose de 0,4ug/g, corroboram os resultados de melhora na

reabsorcio proximal e pds-proximal de Na™.

e Foram observadas altera¢Ses severas morfoldgicas e ultraestruturais nos
elementos envolvidos na filtracdo glomerular, os quais repercutiram na

taxa de filtracdo glomerular.

e Considerando que todos os distiirbios funcionais tem seu ponto de origem
ao nivel molecular, podemos supor que as alteragdes ultraestruturais que
acometeram os componentes da barreira de filtracdo em particular, dos
glomérulos em geral e dos tibulos do nefron, refletem provavelmente
alteracdes moleculares induzidas pelo veneno, cujos sitios de a¢do seriam
os elementos da matriz extracelular e as membranas celulares, repercutindo
em alteragles dos elementos do citoesqueleto. Estudos subseqiientes, por
nos delineados, avangardo no sentido de prover sustentagfo cientifica a esta

hipdtese.
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Abstract

ABSTRACT

Accidents by snakebites are a common event in tropical countries and it is an
important public health problem in Brazil. After envenoming by bothropic
and crotalic accidents may include acute renal failure, being it considered the
main cause of death. Interposed between the internal and external milieu and
responsible for the organism haemostasy, the kidneys and the epithelia
constituting the several nephrons constituents, respond to a number of
systemic injuries including ophidic envenoming. This study was designed to
investigate morphological and functional renal disturbances induced by
Bothrops moojeni snake crude venom. After 5, 16 and 48h of endovenous
administration of 0.4pg/g and 5h after 0.2ug/g of the venom, the renal
function was assessed by the creatinine and lithium clearance and
morphological studies by light microscopy and transmission and scanning
electron microscopyes. The physiological and morphological findings after B.
moojeni venom in the present study showed an early renal tubule disturbance
including acute renal proximal and post-proximal tubular impairment to
sodium handling. Additionally, there was a significant impairment in the
glomerular filtration rate (GFR) associated with severe morphological
disturbances of the renal glomerulus. The functional and morphological
findings were observed despite of unchanged mean arterial blood pressure.
The decrease of GFR was not related to presence of fibrin deposits into the
glomerular capillary loops. In conclusion our results suggest a precocious
nephrotoxic action of B. moojeni venom, inducing morphological and

functional significative changes in the rat kidney.
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