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RESUMO

Martines, MS. Efeitos da fitoterapia na injuria renal aguda induzida pela
peconha de Bothrops jararaca [Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

Introducao: Injuria renal aguda (IRA) é complicagdo frequente do acidente
causado por serpentes do género Bothrops, acarretando morbidade e
mortalidade significativas. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar
os efeitos do extrato aquoso de Schizolobium parahyba (Sp), que é uma planta
com efeito anti-botrépico presumido, em modelo experimental de IRA induzida
pela peconha de Bothrops jararaca (Bj). Métodos: Grupos de 8 a 10 ratos
machos Wistar (250-300¢) receberam infusdes de solucao salina a 0,9% (grupo
controle, C), infusdo de Sp 2 mg/kg (SpE), infusdo de Bj 0,25 mg/kg (Pe) e
infusdo de Bj seguida imediatamente por Sp (tratamento, T) nas doses ja
descritas. Apds as respectivas infusées os animais foram estudados quanto ao
ritmo de filtracdo glomerular (RFG, depuracéo de inulina), fluxo sanguineo renal
(FSR, ultrassom Doppler), pressado arterial média (PAM, transdutor intra-
arterial), resisténcia vascular renal (RVR), osmolalidade urinaria (Uosm, ponto
de congelamento), NGAL urinario (NGAL, ELISA), lactato desidrogenase (DHL,
método cinético), hematécrito (Ht, microhematdcrito), fibrinogénio (Fb, Klauss
modificado) e histologia renal realizada por patologista que desconhecia o
tratamento dos animais (escore de necrose tubular aguda). Resultados: Bj
causou quedas estatisticamente significantes no RFG, FSR, Uosm, Ht e Fb,
aumento estatisticamente significantes na RVR, NGAL, e DHL e necrose
tubular aguda. Estas alteragdes nao foram prevenidas por Sp, que na verdade
causou queda estatisticamente significante no RFG quando usado
isoladamente.

Conclusdes: Sp administrado simultaneamente com Bj, em dosagem de
aproximadamente 10:1, ndo foi capaz de prevenir a IRA, nem a hemdlise e
consumo de fibrinogénio causados pela peconha botropica. Sp usado
isoladamente causou queda do RFG.

Descritores: Lesdo renal aguda, Bothrops, extrato vegetal, Schizolobium
parahyba, peconhas, acidente ofidico.



SUMMARY

Martines, MS. Effects of Schizolobium parahyba extract on experimental
Bothrops venom-induced acute kidney injury [dissertation]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2013.

Introduction: Venom-induced acute kidney injury (AKI) is a frequent
complication of Bothrops snakebite, carrying relevant morbidity and mortality.
Objectives: The aim of this study was to assess the effects of Schizolobium
parahyba (SP) extract, a natural medicine with presumed anti Bothrops venom
effects, in an experimental model of Bothrops jararaca venom (BV) - induced
AKI. Methods: Groups of 8 to10 rats received infusions of 0.9% saline (control,
C), SP 2 mg/kg, BV 0.25 mg/kg and BV immediately followed by SP (treatment,
T) in the dosis previously described. After the respective infusions animals were
assessed for glomerular filtration rate (GFR, inulin clearance), renal blood flow
(RBF, Doppler), blood pressure (BP, intra-arterial transducer), renal vascular
resistance (RVR), urinary osmolality (UO, freezing point), urinary NGAL (NGAL,
ELISA), lactic dehydrogenase (LDH, kinetic method), hematocrit (Hct,
microhematocrit), fibrinogen (Fi, Klauss modified) and blinded renal histology
(acute tubular necrosis score). Results: BV caused significant decrease in
GFR, RBF, UO, HcT and Fi, significant increase in RVR, NGAL, and LDH and
acute tubular necrosis. These changes were not prevented by SP, which
actually caused a significant GFR decrease when used alone.

Conclusions: SP administered simultaneously with BV, in an approximate 10:1
concentration, was not able to prevent BV-induced AKI, hemolysis and
fibrinogen consumption. SP used alone caused GFR decrease.

Descriptors: acute kidney injury, Bothrops, plant extracts, Schizolobium

parahyba, venoms, snake bites.



1. INTRODUGCAO




1.1 Acidentes ofidicos

O acidente ofidico por serpentes peconhentas é o quadro de
envenenamento decorrente da inoculagdo de toxinas no organismo através do
aparelho inoculador das serpentes e constitui importante problema de saude
publica em muitas regidées do mundo, principalmente nos paises tropicais (1, 2).

Serpentes peconhentas sdo aquelas capazes de inocular a peconha. O
que diferencia as serpentes peconhentas das nao peconhentas é a presenca
ou auséncia e a posicao do dente inoculador na cavidade bucal, que as divide
em: serpentes proterdglifas, que possuem dentes inoculadores fixos na regiao
anterior bucal; serpentes solendglifas, que possuem dentes inoculadores
méveis e sdao denominadas de tanatofidicas; serpentes aglifas, que néao
possuem dentes inoculadores de peconha, mas podem ou nao possuir
glandulas produtoras de peconha; e as serpentes opistdglifas, que possuem
dentes na regido posterior da cavidade bucal e s&o consideradas
potencialmente peconhentas (3, 4).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que ocorram
aproximadamente mais de cinco milhdes de acidentes ofidicos por ano,
resultando em mais de 2,5 milhdes de envenenamentos e 125.000 mortes em
todo o mundo (5-7). No Brasil, sdo quantificados mais de 20.000 casos de
acidentes por serpentes a cada ano, com incidéncia em torno de 15 acidentes
a cada 100.000 habitantes e mais de 100 mortes anuais (8-10). Como grande
namero dos casos ndo é notificado, a incidéncia real é provavelmente muito
maior.

O numero de notificagdes de acidentes ofidicos tem aumentado
consideravelmente a cada ano no Brasil (Figura 1). Entre 2000 e 2007, o
Ministério da Saude relatou 192.703 acidentes por serpentes. Verificou-se que
0 género Bothrops foi responséavel por 87% das notificagdes, o género Crotalus
por 9%, o género Lachesis por 3%, e 0 género Micrurus/elapidico por 1%,
apresentando quadro de letalidade geral de 0,4%. Em relacdo as areas
geograficas, 28% dos casos foram registrados na regidao Sudeste, 27% no
Norte, 24% no Nordeste, 11% na regidao Sul e 10% no Centro-Oeste (8, 9).



A taxa de letalidade decorrente de acidentes ofidicos por serpentes
peconhentas varia entre os paises e entre regides de um mesmo pais. Nos
paises em desenvolvimento, a letalidade € influenciada por combinagao
desfavoravel de varios fatores como escassez de soro antiofidico (SAO),
servicos de saude inadequados, dificuldades com a transferéncia de pacientes
de area rural para centros médicos, a disponibilidade de programas de saude
basica em areas afastadas, e a variabilidade entre as espécies na composi¢ao
da pecgonha relacionada com a idade, tamanho, sexo da serpente, sua dieta e

localizagéao geografica (3, 11).

Milhares de notificagoes

Figura 1 — Evolugdo dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil, mostrando maior indice de
notificagdes em 2005 (8).

1.2 As serpentes no Brasil

Existem aproximadamente 3.000 espécies de serpentes em todo o
mundo, e dentre elas 410 sdo consideradas peconhentas e/ou venenosas. As
serpentes existem em praticamente todas as areas geograficas do planeta,
exceto a Antartida, mas habitam principalmente as regides tropicais e
temperadas, devido a sua dependéncia para efetuar a termorregulacdo (2, 7,
12).



No Brasil, existem nove familias de serpentes (Anomalepididae,
Typhlopidae, Leptotyphlopidae, Aniliidae, Tropidopheidae, Boidae, Elapidae,
Colubridae, Viperidae), 75 géneros e 321 espécies. Somente quatro géneros
de serpentes peconhentas tem importancia médica no Brasil:

1. Géneros Bothrops (familia Viperidae): jararaca, jararacussu, urutu, caicara,
cotiara, urutu-cruzeiro, jararaca-preguicosa, jararaca-ilhéa

2. Género Crotalus (familia Viperidae): cascavéis.

3. Género Lachesis (familia Viperidae): surucucus.

4. Género Micrurus (familia Elapidae): corais verdadeiras.

Outros géneros de serpentes consideradas nao-peconhentas e/ou de
menor importancia médica também sdo encontradas no Brasil e podem causar
acidentes, como é o caso das Oxyrhopus (falsa-coral), Phylodrias (cobra-cipd,
cobra-verde), Eunectes (sucuri), Boa constrictor (jib6ia) Helicops (cobra
d’agua), entre outras (8, 9).

As serpentes Bothrops e Micrurus podem ser encontradas em todo o
territério nacional, enquanto que o género Crotalus se distribui
preferencialmente em campos abertos, areas secas, pedregosas e raramente
na faixa litoranea. As Lachesis habitam a regido da floresta Amazébnica, Mata
Atlantica, e algumas matas Umidas do Nordeste. No Brasil, a espécie
responsavel pelo maior numero de acidentes ofidicos por serpentes
peconhentas relatados é a Bothrops jararaca, que € a serpente mais comum na
Regido Sudeste, habitando desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul.
Outras espécies de Bothrops encontradas no Brasil sdo a Bothrops alternatus,
B. alcatraz, B. atrox, B. brazili, B. cotiara, B. diporus, B. erythromelas, B.
fonsecai, B. insularis, B. itapetiningae, B. jararacussu, B. leucurus, B. lutzi, B.
marajoensis, B. mattogrossensis, B. moojeni, B. muriciensis, B. neuwiedi, B.

pauloensis, B. pirajai, B. pradoi, B. pubescens e B. sp. (Figura 2) (9, 13, 14).
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Bothrops alternatus Bothrops moojeni

Figura 2 — Localizagcao das principais espécies de serpentes do género Bothrops no Brasil (3).

1.3 Acidente botrépico

As serpentes do género Bothrops tem comportamento agressivo, atacam
sem ruido e tem ampla distribuicdo geografica no Brasil, 0 que explica o fato de

serem responsaveis por cerca de 90% dos acidentes ofidicos peconhentos



registrados (Brasil, 1998; Borges, 2001; Cardoso et al, 2009). O acidente
botropico tem taxa de letalidade de aproximadamente 0,3% (3).

De acordo com dados do Ministério da Saude, 70% dos acidentes
ocorrem em individuos do género masculino com idade entre 15 a 49 anos, 0s
locais mais frequentemente acometidos sdo o0s pés e pernas e a zona de
ocorréncia mais usual para os acidentes é o ambiente rural (3).

As peconhas das serpentes, produzidas por um par de glandulas
exécrinas, sao misturas extremamente complexas, constituidas de fragdes
proteicas (mais de 90% de seu peso seco) e de fragdes nao proteicas, com
componentes que podem produzir um efeito especifico, ou atuar em sinergismo
em diferentes partes do sistema bioldgico, por diferentes mecanismos (Quadro
1). Dentro do género Bothrops, o tipo de acado da pegonha € semelhante entre
as varias espécies, mas podem ocorrer variacbes de acordo com aspectos
ontogénicos (variacdo entre a peconha produzida de filhote e a do adulto);
sazonais (variacao da época do ano pode interferir na producao da peconha); e
regionais (variacdbes em termos de composicdo da peconha dentro do mesmo
género, mas geograficamente distantes) (15-17).

Algumas enzimas sdo comuns entre as peconhas ofidicas e outras sédo
préprias de um determinado género ou espécie. As principais fracbes da
peconha botrdpica sdo a botropsina | e Il, a jararacina (fator ativador da
bradicinina), as metaloproteinases, a trombocitina, a jararacafibrase e as
fracées IV e V (com agdo miotoxica) (2, 18). As diferentes fracbes causam
alteragdes locais, tais como edema, equimose, atividade inflamatoria, bolhas,
necrose e alteragdes sistémicas, como hemorragia, distarbios hemostaticos,

hemdlise e injuria renal aguda (IRA) (19, 20).



Quadro 1 — Componentes da pegonha de serpentes.

( Acetilcolinesterases
Aminotransferases
ADPases e ATPases
B-Glicosaminases
Catalases
Fosfoesterases
Enzimas < Fosfolipases (PLAz)
Hialuronidases
L-aminodcido oxidases
NAD nucleosidases

Aspartico/Tiol
Proteases proteases

Metaloproteases
Serinoproteases
Ativadores de proteina C
Fator de crescimento do nervo
Inibidores da formagdo do complexo
protrombinase
Lectinas
\. Precursores de peptideos bioativos

Proteinas
Nio enzimiticos <

Inibidores
enzimaticos s

atied Cardiotdxicos
Citotoxicos
Desintegrinas
Peptideos 4[ Natriuréticos

Neurotdxicos
Potenciadores de bradicinina

Aminas biogénicas = Serotonina

Compostos organicos Aminodcidos
de baixa massa Carboidratos
molecular Citrato

Nucleosideos

Calcio
Cobalto
Cobre
Ferro

{ Fostoro
Inorgénicos Potassio
Magnésio
Manganés
Sodio
Zinco

FONTE: Paula RC, 2009.

1.4 Mecanismo de acao

A peconha botrépica € classificada de acordo com suas atividades
fisiopatoldégicas. As acbes proteoliticas (ou inflamatéria aguda) sao
caracterizadas por lesdes locais como dor, edema, bolhas e necrose tecidual.
Estas acdes sdo causadas pela liberacdo de aminas biogénicas, acao
citotoxica das proteases, hialuronidases e fosfolipases, liberacdo de
mediadores da resposta inflamatéria, como a bradicinina, prostaglandinas,
leucotrienos, prostaciclinas, acdo das fracbes de hemorraginas sobre o
endotélio (que agem sobre o fator de necrose tumoral pré-formado, liberando

citocinas) e da acao pro-coagulante da peconha, que provoca a formacao de



trombos na microvasculatura com consequente hipoxia, podendo ser
potencializada por eventuais infec¢des secundarias (8, 9, 13).

As acbes coagulantes se manifestam pela ativacdo isolada ou
simultanea do fator X, da protrombina e da quebra do fibrinogénio, levando ao
consumo parcial ou completo do fibrinogénio e formagdo de fibrina
intravascular (7). Estes fendmenos causam distarbios da coagulagdo e
incoagulabilidade sanguinea (13). Existem variagbes na intensidade das
atividades coagulantes em diferentes espécies do género Bothrops e em
diferentes idades das serpentes (21, 22).

As acbes hemorragicas (vasculotoxicas) se manifestam pela acdo de
componentes especificos denominados hemorraginas (metaloproteinases que
contém zinco). Estas substancias produzem lesées na integridade do endotélio
vascular, podendo causar a ruptura das células endoteliais e formacao de
solugbes de continuidade no endotélio, degradam componentes da matriz
extracelular (colageno tipo 4, laminina, fibronectina) e inibem fortemente a
agregacao plaquetaria. Podem causar hemorragias locais ou sistémicas (9, 13,
23).

1.5 Quadro clinico

Os acidentes por Bothrops causam efeitos locais e sistémicos. Na
maioria dos casos, a inoculagdo da peconha é subcutanea ou intramuscular. E
frequentemente observado sangramento no local de inoculagdo, muitas vezes
sem haver sangramento sistémico simultdneo. O edema, de intensidade
variavel, acontece precocemente e pode se estender a todo o membro, devido
ao extravasamento de liquido para o espaco extravascular. Observa-se a
presenga de equimose no local de inoculacdo, que pode se estender para o
membro acometido. Algumas horas apds a picada podem aparecer bolhas com
conteudo hemorragico, seroso ou necrético. As complicacées locais podem
evoluir para infecgdo local e necrose, comprometendo estruturas profundas,
causando sindrome compartimental e déficit funcional do membro atingido (9).

As alteracbes sistémicas mais comumente observadas sé&o

gengivorragia, hematuria microscopica, sangramentos sistémicos e alteragéo
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do tempo de coagulacdo sanguinea. As alteracbes sistémicas de maior
gravidade sao hipotensdo e choque (associados a quantidade de peconha
inoculada; a liberacdo de substancias vasoativas e perdas por hemorragias); e
IRA (3, 9, 19).

Os acidentes sao classificados de acordo com as suas manifestacdes
clinicas em leves, moderados, e graves (Tabela 1). Considera-se como
acidente grave, independentemente das manifestacbes locais, aquele que
cursa com choque, oligoanuria e IRA (3, 8). Os sintomas do envenenamento
surgem nas primeiras horas ap6s o acidente e dependem do tipo e da
quantidade de peconha inoculada. O tempo decorrido entre o acidente e a
soroterapia € o fator prognéstico mais importante para o paciente e se

correlaciona com a gravidade dos efeitos téxicos.

Tabela 1 — Classificagdo de acordo com a severidade apés acidente botropico.

Classificacao LEVE MODERADO GRAVE
- Necrose tecidual - Hemorragia local - Dor e edema
ausente presente intenso
- Edema local - Dor e edema local - Hemorragia local
e/ou visivel presente
Quadro Clinico - TC normal ou - TC normal ou - TC alterado
alterado alterado
- Hemorragia - Hemorragia - Hemorragia grave
sistémica ausente  sistémica ausente e/ou
ou discreta ou discreta - Hipotenséo e/ou
IRA
N2 de ampolas de 2-4 4-8 12
soro

TC:Tempo de coagulagédo sanguinea.
Normal: até nove minutos; prolongado: de dez a trinta minutos; incoagulavel: acima de
trinta minutos (3).



1.6 Injuria renal aguda no acidente botropico

A peconha é predominantemente de excrecdo renal, embora sua
concentracdo seja maior no primeiro 6rgdo acometido (2, 24). A frequéncia de
IRA relatada apds envenenamento botropico varia de 1,4 a 38%, e esta tem
sido apontada como a principal causa de morte entre os pacientes que
sobrevivem as consequéncias iniciais da peconha. Esta variacdo na frequéncia
relatada de IRA é devida a muitos fatores, tais como a idade, quantidade de
peconha inoculada, tamanho e espécie da serpente, gravidade do acidente,
tempo de administragdo do SAO, definicbes de injuria renal e diferencas nos
métodos de avaliacdo e determinacdo da funcao renal. A IRA associada ao
acidente botrépico tem taxa de letalidade de 13 a 19% (9, 11, 20, 25-28).

A patogénese da IRA ap0s acidente botropico € multifatorial e ainda nao
se encontra totalmente esclarecida. A injaria renal tem sido atribuida a acao
direta da peconha sobre o rim, instabilidade hemodindmica, isquemia renal
secundaria a precipitacao tubular de pigmentos enddégenos (hemoglobina),
deposicdao macica de fibrina nos glomérulos e lesdo celular causada pela
liberacao de citocinas pro-inflamatérias e mediadores vasoativos (7, 15, 19, 28,
29).

Em estudo in vitro de rim perfundido, foi demonstrado que a peconha de
Bothrops jararaca causou lesdao direta nos tubulos proximais sendo
demonstrado pelo aumento da liberagdo de DHL e producao perdxido (30).

A alteragado histologica mais comum na IRA secundaria a acidente
botrépico é a necrose tubular aguda (NTA), porém casos de necrose cortical
bilateral, nefrite intersticial e glomerulonefrite aguda com proliferagcdo mesangial
também foram relatados (20).

A prevencgao mais eficaz contra o desenvolvimento de IRA ap6s acidente
ofidico é a aplicacao precoce e especifica do SAO em dose adequada. Estudos
com tubulos proximais isolados de ratos mostraram que somente a
administracdo muito precoce de SAO preveniu a injuria renal induzida pela
peconha de botropica (31). Em acidente crotalico a demora em administrar o
SAOQ foi importante fator independente para desenvolvimento de IRA (26).
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1.7 Soroterapia

A soroterapia especifica é preconizada como tratamento dos acidentes
ofidicos e se baseia nos critérios clinicos de gravidade (8). Embora a
soroterapia consiga reverter com eficacia os efeitos sistémicos, ela pode induzir
reacdes adversas de hipersensibilidade imediata (urticaria, tremores, vémitos,
diarreia, hipotensdo, doenca do soro, choque e/ou obstrucdo das vias
respiratérias), € pouco eficaz no combate da lesdo local da peconha, possui
disponibilidade limitada em &reas remotas, € de fabricacdo cara, tem
necessidade de cuidados especificos para estocagem e possui prazo de
validade (4, 8, 17, 25).

1.8 Extratos vegetais no acidente ofidico

As limitagdes do SAO levaram a busca de novos neutralizantes, naturais
ou sintéticos, contra envenenamento ofidico.

A OMS estima que 65 a 80% da populagdo de paises em
desenvolvimento dependem de plantas para os primeiros cuidados de
enfermidades, devido a grande dificuldade de acesso a medicamentos
industrializados e a pobreza (17).

Extratos vegetais tém sido utilizados no tratamento de acidentes
ofidicos pela populagdo de varias regides do mundo na forma de macerado
aplicado no local da picada ou na forma de chas e infusdes (16, 17). Estudos
buscando novos compostos antiofidicos através de principios ativos de extratos
vegetais representam alternativa valida e promissora, pela sua praticidade e
menor custo de producéo.

Os extratos vegetais sao fonte de compostos com principios ativos da
classe de flavondides, alcalbides, ligninas e taninos, dentre outros, aos quais
tem sido atribuido a sua capacidade de neutralizacdo de diversas peconhas
(17, 32, 33). Plantas como Eclipta prostata (erva botdo), Mikania glomerata
(guaco), Solanum campaniforme, Plathymenia reticulata (vinhatico-do-cerrado),
Hypericum brasiliene, Casearia sylvestris (guacatonga), Tabernaemontana

catharinenis (leiteiro), com potencial propriedade antiofidica, tém sido
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estudadas, com resultados positivos contra alguns efeitos destas peconhas
(32, 34-38).

A Schizolobium parahyba tem sido utilizada em acidentes ofidicos por
individuos da regiao do Tridngulo Mineiro para o tratamento de seus animais
domésticos (16, 39). Este vegetal, popularmente conhecido como Guapuruvd,
Umbela ou Faveira, faz parte da familia Fabacea e subfamilia Caesalpinoideae.
E uma planta encontrada nas regides da Floresta Atlantica no sudeste do Brasil
e tem sido utilizada na medicina tradicional na forma de chas e infusdes contra

o envenenamento ofidico (Figura 3) (16, 39, 40).

Trépico, de Capricomio

1000 0 1000 km

Figura 3 — As regides aonde ocorrem o Guapuruvu, e um exemplar da arvore (46, 47)

Estudos utilizando o extrato aquoso das folhas de Schizolobium
parahyba e os compostos (isoquercitrina, miricetina-3-O-glucésido, catequina e
galocatequina) isolados a partir do extrato demonstraram protecdo contra
algumas das atividades biolégicas e enzimaticas das pegonhas de Bothrops
alternatus, B. moojeni, B. pauloensis, Crotalus durissus terrificus, e contra
toxinas isoladas destas peconhas (16, 39-41). O extrato vegetal demonstrou
ser mais eficaz na inibicdo de atividades induzidas pelas peconhas e toxinas
guando incubado previamente com a pegonha ou seus componentes e menos
eficaz quando administrado pela mesma via (intradérmica ou intramuscular)

apods a injecao de peconha/ toxina. Esta inibicdo provavelmente se deve a
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presenca de inibidores enzimaticos, inativadores quimicos ou principios
imunomoduladores, que se liga a fracbes especificas da peconha (16). Outros
estudos com este vegetal conseguiram isolar um inibidor de serinoprotease a
partir de suas sementes (42-44). Extratos produzidos a partir do vegetal Musa
paradisiacca, que também tem propriedades antiofidicas, demonstraram causar
a precipitacdo de diferentes proteinas da peconha ofidica. Este efeito foi
atribuido a presenca de polifenbis no extrato, acreditando-se que o mesmo
ocorra com o extrato de Schizolobium parahyba (16, 45).

Em estudos experimentais, o extrato de Schizolobium parahyba
demonstrou baixa toxicidade, mesmo quando usado em altas doses, nao

causando alteragdes nos niveis de creatinina e uréia plasmatica (41).
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2. OBJETIVOS




2.1. Objetivos

Avaliar os efeitos do extrato vegetal de Schizolobium parahyba sobre a
injuria renal aguda causada pela peconha de Bothrops jararaca.
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3. MATERIAIS E METODOS




3.1 Animais utilizados no experimento

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 250 e 300 g,
fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (FMUSP) e mantidos no biotério do laboratério (LIM 12) até o
momento do uso. Os animais foram mantidos em condi¢cées padrao de luz
(ciclo de 12h luz /12h escuro) e alimentados com racdo comercial (22% de
proteina bruta e 1,3% de cloreto de sédio, Nuvilab CR1- Nuvital®, PR-Brasil) e
livre acesso a agua.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa da FMUSP (protocolo de pesquisa n? 191/11).

3.2 Peconha

A peconha de Bothrops jararaca (Bj) liofilizada foi fornecida
generosamente pelo Instituto Butantan, Brasil (lote 01/08-01), pesada e
mantida em aliquotas de 0,0025 g, armazenadas a -20 °C.

No dia do experimento a pegonha foi dissolvida em 10 mL de soro
fisiolégico a 0,9% para uso imediato. Infundiu-se 0,25 mg/Kg de Bj pela veia
jugular, através de bomba de infusdo (Compact Infusion Pump, 975, Harvard,
EUA), na velocidade de 0,02 mL/min em quarenta minutos. Esta forma de
administragdo foi escolhida com base em modelo desenvolvido pelo nosso
grupo (19, 48).

3.3 Extrato vegetal

O extrato vegetal bruto liofilizado das folhas de Schizolobium parahyba
(Sp) foi gentilmente doado pela Dra Mirian Machado Mendes, do Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular de Toxinas Animais da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), Minas Gerais e preparado como descrito previamente
(16). O extrato foi pesado e mantido em aliquotas de 0,02g a -20 °C.

No dia do experimento o extrato foi dissolvido em 10 mL de soro
fisiolégico a 0,9 % para uso imediato. A sua administragdo foi realizada pela
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veia jugular na dose de 2,0 mg/Kg, na velocidade de 0,02 mL/min, em quarenta
minutos, através de bomba de infusdo (Compact Infusion Pump, 975, Harvard,
EUA). Esta dose foi escolhida com base em publica¢des anteriores do grupo de
pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (41).

3.4 Grupos experimentais

e Controle (C): recebeu infusbes de 1,6 mL de soro fisiolégico por via
endovenosa (e.v), em 80 minutos.

e Peconha (Pe): recebeu infusGes sequenciais de peconha na
concentracao de 0,25 mg/Kg em 40 minutos e 0,8 mL de soro fisiolégico
em 40 minutos, por via endovenosa.

e [Extrato (SpE): recebeu infusdes sequenciais de 0,8 mL de soro
fisiolégico em 40 minutos e de extrato vegetal na concentragdo de 2,0
mg/Kg em 40 minutos, por via endovenosa.

e Tratamento (T): recebeu infusbes sequenciais de peconha e extrato

vegetal como descrito acima.

| GRUPOS EXPERIMENTAIS ||
CONTROLE PECONHA EXTRATO TRATAMENTO
[soro fisiologico) (peconha e soro [sorofisiologicoe (peconha e extrato
fisiologico} extrato vegetal) vegetal)
“ Ritmo de Filtracdo Glomerular |I “ Fluxo Sanguineo Renal |I
Analise
histologica

. Analise

Biomarcadores bioquimica

Figura 4 —Fluxograma dos protocolos de estudo.
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3.5 Estudo da funcao renal: ritmo de filtracao glomerular por

depuracao de inulina (figura 5)

Ratos Wistar machos com peso entre 250 a 300 g foram utilizados para
o estudo do ritmo de filtragcao glomerular (RFG). Os animais foram submetidos
a anestesia com injecao intraperitoneal de solugdo de tiopental sédico (40
mg/Kg). Apds anestesia foi realizada traqueostomia utilizando-se cateter de
polietileno PE-240 (Becton Dickinsons, Nova Jersey, EUA). Em seguida foi
realizada a cateterizagdo das veias jugulares direita e esquerda para infusao de
solugdes (solucao de inulina, soro fisiologico a 0,9%, peconha e extrato
vegetal). A artéria carétida esquerda foi cateterizada para medida da pressao
arterial média (PAM) e coleta de amostras de sangue, para as dosagens da
concentracdo de inulina plasmatica. Na sequencia foi realizada incisao
mediana para a localizagdo da bexiga; efetuando-se pequena incisdo na
parede da mesma para a canulagdo com cateter de polietilieno PE-160 (Becton
Dickinsons, Nova Jersey, EUA). A urina foi coletada em tubos (Eppendorf,
Alemanha) para posterior afericdo do volume urinario e das concentragdes de
inulina urinaria. A uretra foi ligada para evitar perdas urinarias. Finalizando-se o
processo cirurgico, foi iniciado o procedimento da depuracdo de inulina. O
animal foi mantido em temperatura constante (36.5 £ 1 °C) através de mesa

aquecida durante todo o experimento.

Os animais receberam inicialmente por via e.v a dose inicial de solucao
de inulina. Esta solugéo foi preparada diluindo 0,1 g de inulina em 15 mL de
solucdo de NaCl a 0,9% e administrando 10 mg/kg de animal em bolus,
seguido por 2 mL de solucéo fisiologica a 0,9% (reposicao de perdas durante a
cirurgia). Em seguida, iniciou-se a infusdo continua da solugédo de inulina por
bomba de infusdo (Compact Infusion Pump, 975, Harvard, EUA), na velocidade
de 0,055 mL/min. Neste momento se iniciou a contagem de um periodo de 10
minutos, necessario para o equilibrio do animal ap6s a cirurgia. Apoés os 10
minutos de estabilizacdo foram infundidos as solucdes de peconha, extrato
vegetal ou soro fisiolégico a 0,9% conforme o grupo estudado (vide acima).
Apés as respectivas infusdes, se iniciou a contagem de um segundo periodo de

equilibrio de 20 minutos. Ap6s 20 minutos a urina foi coletada em tubos
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previamente pesados e devidamente identificados por 3 periodos consecutivos
de 20 minutos cada. Na metade de cada periodo da coleta de urina foram
coletados 0,4 mL de sangue com heparina, e o sangue retirado foi reposto
imediatamente com o0 mesmo volume de NaCl a 0,9%. A PAM foi monitorizada
de forma constante durante todo o experimento (BIOPAC Systems, Inc., Santa
Barbara, Califérnia, EUA).

O plasma centrifugado (Eppendorf Centrifuge 5403, Alemanha) e a urina
foram usados para a dosagem da concentragdo de inulina por método
colorimétrico (Espectrofotémetro de chama Femto 700 plus, Brazil). O volume
urinario foi determinado pela diferenca de peso dos tubos de coleta de urina
(peso ao final do periodo de coleta — peso inicial do tubo). Os dados de
depuracdo de inulina foram calculados em mL/min/100g, representando a
média dos trés periodos de coleta. Os resultados para PA representaram a
média dos registros obtidos em todo o procedimento. Os dados obtidos foram
submetidos a féormula para o célculo da depuracao de inulina para verificacao
da taxa de filtragcao glomerular renal através da formula abaixo.

[Inulina] urina x V (mL/min)
Depuracao de inulina = = RFG (mL/min/100g)
[Inulina] plasma

Onde:

RFG = ritmo de filtragdo glomerular;

[Inulina] urina = concentragao urindria de inulina (mg/dL);
[Inulina] plasma = concentragcao plasmatica de inulina (mg/dL).
V = volume urinario (mL/min);

10’ 40’ 40’ 20’ 20’ 20’ 20’
procedimento 1° salina salina 20 1° 20 3°
cirirgico equilibrio salina extrato equilibrio periodo periodo periodo
peconha salina
peconha extrato

Figura 5 — Representacdo esquematica do protocolo utilizado para o estudo da filtracao
glomerular renal (RFG).
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Ao término dos procedimentos do estudo do ritmo de filtragéo
glomerular, o animal sofreu eutanasia por dose letal de tiopental sédico e os

rins foram removidos para analise histologica.

3.6 Estudo hemodinamico renal: fluxo sanguineo renal, resisténcia

vascular renal e pressao arterial média (figura 6)

Ratos Wistar machos com peso entre 250 a 300 g foram utilizados para
o estudo do fluxo sanguineo renal (FSR). Os animais foram submetidos a
anestesia e foram realizados o0s procedimentos de traqueostomia,
cateterizacao das veias jugulares e artéria carétida como ja descrito acima.

Em seguida, foi realizada uma incisdo mediana (laparotomia) para
exposicao da cavidade abdominal, as visceras foram afastadas e a artéria renal
esquerda foi localizada e cuidadosamente dissecada para instalacdo de um
sensor vascular (série R, 1,5 mm, Transonic Systems, lthaca, NY, EUA),
apropriado para afericdo direta do fluxo arterial renal por ultrasom Doppler
(T106 — Small Animal Blood Flow Meter, Transonic Systems Inc, EUA). Apés a
instalacdo do sensor vascular foram infundidos 5 mL de solucéo salina a 0,9%
(reposicao de perdas durante a cirurgia) e em seguida realizou-se as infuséo
das solucdes de peconha, extrato vegetal ou soro fisiolégico a 0,9% conforme o
grupo determinado, como ja descrito. Apds as respectivas infusdes, iniciou-se
infusdo continua de solucédo salina a 0,9% na velocidade de 0,055ml/min
(Compact Infusion Pump, 975, Harvard, EUA).

Foram efetuadas quatro medidas do fluxo sanguineo renal em periodos
de 10 minutos, obtendo-se a média dos quatro registros obtidos, para cada
experimento. A PAM foi monitorizada de forma constante durante todo o
experimento (BIOPAC Systems, Inc., Santa Barbara, Califérnia, EUA). Para

avaliar a resisténcia vascular renal (RVR) foi utilizada a seguinte férmula:
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PAM (mmHg)
RVR = = (mmHg/mL/min)

FSR (mL/min)

Onde:

RVR = resisténcia vascular renal (mmHg/mL/min);
PAM = presséo arterial média (mmHg);

FSR = fluxo sanguineo renal (mL/min);

[ l 40’ l 40’ l 10° l 10° l 10° l 100 l 140° I

pro?e‘din:'tento salina salina 1° 2° 3° 10
cirurgico salina extrato periodo periodo periodo periodo
peconha salina
peconha extrato

180’ |

coleta de urina

Figura 6 — Representacdo esquematica do protocolo para o estudo do fluxo sanguineo renal,
onde foram realizadas quatro medidas do fluxo de 10 minutos cada e apds 180 minutos foi
realizada a coleta de sangue.

A urina foi coletada durante os 180 minutos do experimento para
determinacao de dois biomarcadores urinarios de lesdo tubular, a saber Kidney
Injury molecule-1 (KIM -1) e Neutrophil gelatinase-associated Lipocalin (NGAL),
e andlises do sédio, potassio, creatinina e osmolalidade. Ao término dos
experimentos foram colhidos 3 mL de sangue para dosagens de sédio,

potassio, creatinina, fibrinogénio e desidrogenase lactica.

3.7 Andlises bioquimicas (sodio, potassio, creatinina,
desidrogenase lactica e fibrinogénio) e de hematoécrito

O sdbdio e potassio foram medidos através de analisador de eletrolitos
(Celm FC-280, Brasil) e a creatinina através do método do picrato alcalino
(método de Jaffé, Cobas C111, Roche). A desidrogenase lactica foi medida
pela conversao do L-lactato em piruvato (método cinético, UV, Cobas C111,
Roche) e o fibrinogénio pelo método de Clauss modificado (Stago Start 4,
Franga). O hematdcrito foi determinado pelo método de microhematécrito.
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3.8 Calculo das fracoes de excrecao de sodio e potassio

Os valores plasméticos e urindrios de creatinina, sédio e potassio foram
utilizados para os célculos da fracao de excreg¢ao de sodio (FeNa) e da fracao
de excrecao de potassio (FeK) utilizando as férmulas abaixo:

[Na]urina

[Na]plasma
FeNa= X100 =%

[Crlurina
[Crlplasma

Onde:

[Na] urina = concentragao urinaria de sédio (mEq/L);

[Na] plasma = concentracao plasmatica de sédio (mEqg/L);
[Cr] urina = concentragdo urindria de creatinina (mg/dL);

[Cr] plasma = concentracao plasmatica de creatinina (mg/dL);

[K]urina

[K]plasma
FeK = X100 =%
[Crlurina

[Cr]plasma

Onde:

[K] urina = concentracdo urinaria de potassio (mEg/L);

[K] plasma = concentracao plasmatica de potassio (mEq/L);
[Cr] urina = concentragao urindria de creatinina (mg/dL);

[Cr] plasma = concentracao plasmatica de creatinina (mg/dL);

3.9 Osmolalidade urinaria

A osmolalidade urinaria foi analisada através do ponto de congelamento
(Advanced™ Osmometer Model 3D3, EUA).
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3.10 Analise dos biomarcadores KIM-1 e NGAL

Os biomarcadores urinérios de lesdo tubular foram avaliados através de
ensaios imunoenzimaticos sanduiche quantitativos (ELISA). Foram utilizados
kits contendo placas revestidas com os anticorpos anti-NGAL e anti-KIM-1,
prontas para o uso.

Para analise do biomarcador KIM-1 (Kit RKM 100, R&D Systems,
Minneapolis, USA) foram utilizados padroes, controles e amostras diluidas (1:2)
conforme sugerido pelo fabricante. Estes foram adicionados aos pogos e
incubados durante 2 horas em agitador de microplacas. Em seguida foi
realizada a lavagem dos pocos (cinco vezes) e adicionado o conjugado,
incubado por 2 horas em agitacéo. Foi feita nova lavagem e adicionada solucao
de substrato em cada poco, incubada por 30 minutos sob protecao da luz. Apés
este periodo foi adicionado solucéo de parada e a leitura foi realizada através
do aparelho de leitura automatica de microplacas de oito canais (Modelo
HQuant Microplate Spectrophotometer, BioTek, Vermont, EUA) em absorbancia
de 450 nm.

Para analise do NGAL (kit 046, BioPorto, Dinamarca) foram utilizados
calibradores e amostras diluidas (1: 20.000) conforme sugerido pelo fabricante.
Estes foram adicionados aos pocgos e incubados por 60 minutos em
temperatura ambiente em plataforma de agitacdo. Foi realizada a lavagem dos
pocos (trés vezes) e adicionado o anticorpo NGAL Biotinilado em cada pogo,
que foi incubado por 60 minutos em agitacdo. Em seguida realizou-se
novamente a lavagem (trés vezes) dos pogos, € na sequencia adicionou-se
HRP-Estreptavidina, incubada por mais 60 minutos em agitacdo. Foi realizada
a ultima lavagem dos pocos e adicionado o substrato TMB (pronto para uso)
em cada poco, que foi incubado por exatamente 10 minutos em temperatura
ambiente, sob protecdo de luz. Ap6s este periodo foi adicionada solucao de
parada (pronta para uso) em cada poco, que foi agitada suavemente por 20
segundos. A leitura dos resultados foi feita em absorbéncia de 450 nm (Modelo
HQuant Microplate Spectrophotometer — BioTek, Vermont, EUA).
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3.11 Estudo histolégico

Ao término dos estudos do RFG os animais foram eutanizados por meio
de infusdo endovenosa do anestésico tiopental sddico (duas vezes a dose
utilizada para a anestesia). Os rins foram removidos, a capsula renal retirada e
os rins foram seccionados longitudinalmente para a realizacdo da analise
histoldgica. Os rins foram fixados em formalina tamponada a 10% (tampéao
fosfato de sodio 0,05M e pH 7,3) por 24h, a 4°C. Apds 24h as amostras foram
colocadas em alcool a 70%. O material foi entdo processado pela técnica de
inclusdo em parafina e submetido a microtomia. Os cortes obtidos foram
submetidos a estudo histomorfométrico que avaliou a presenca e quantificacao
de necrose tubular aguda (NTA) na cortical renal, com coloracdo de acido
periédico (PAS). A objetiva utilizada foi a de 250X e foi analisada a totalidade
de cada amostra. As bidpsias foram analisadas por patologista renal, sem
conhecimento do grupo ao qual pertencia cada amostra. Foram consideradas
alteracdes compativeis com NTA: perda da borda em escova, perda da
integridade citoplasmatica e nuclear, perda de células tubulares individuais e
presenga de cilindros hialinos preenchendo a luz tubular em substituicdo as
células tubulares perdidas.

A NTA foi analisada de forma semiquantitativa, considerando-se a
porcentagem de tubulos corticais que apresentaram lesado, conforme critério
abaixo:

GRAU 0 - < do que 10% de NTA
GRAU 1 - entre 10% e 25% de NTA
GRAU 2 - entre 26% e 50% de NTA
GRAU 3 - > 50% de NTA

3.12 Analise estatistica

Os dados continuos foram inicialmente comparados com a curva normal
através do teste de Shapiro-Wilks. Os dados paramétricos foram representados
por média e desvio padrdo (x) da amostra e comparados através do teste de
analise de variancia para medidas nao repetidas (ANOVA) com pés-teste de

Student-Newman-Keuls. Os dados nao-paramétricos foram representados por
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mediana e quartis e comparados através do teste de Kruskal-Walis com pés-
teste de Dunn ou Conover-Inman. Foi considerado para todo o estudo o nivel
de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS




4.1 Funcao renal: ritmo de filtracao glomerular (RFG)

O grupo peconha e o grupo tratamento apresentaram queda
estatisticamente significativa na filtracdo glomerular, quando comparados com
o controle. O RFG foi similar nos grupos peconha e tratamento. O RFG dos
animais tratados com o extrato vegetal isolado foi significativamente menor do

que o do grupo controle. Os dados estao representados na Tabela 2 e Figura 7.

4.2 Hemodinamica renal: fluxo sanguineo renal (FSR) e resisténcia
vascular renal (RVR)

A peconha botrépica causou queda estatisticamente significante do FSR
e aumento da RVR, que nao foram prevenidos pela administracdo de extrato
vegetal. Os valores de FSR e RVR do grupo extrato vegetal isolado e controle
foram similares. (Tabela 2 e Figuras 8 e 9)

4.3 Pressao arterial média (PAM)

A PAM foi semelhante em todos os grupos analisados. (Figura 10)

4.4 Volume urinario (VU)

O VU foi semelhante nos quatro grupos (Tabela 2).

4.5 Osmolalidade urinaria (Uosm)

Houve queda significativa da Uosm dos animais tratados com a pegonha
botrépica em relacao aos grupos C e SpE. (Tabela 2 e Figura 11)
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4.6 Fracao de excrecao de sddio (FeNa) e de potassio (FeK)

As FeNa e FeK foram semelhantes nos quatro grupos experimentais.

Tabela 2 - Analise de pardmetros funcional e bioquimicos.

Parametros C Pe SpE T
RFG 0,88+ 0,13 0,47 +0,15 " 0,64 +0,12" 0,52+ 0,22
(mL/min/100g) (8) (8) (8) (8)
FSR 6.4 3,07 63 3,7
(mL/min) 6,0-7,1 23-35 6,0-6,9 3,0-428
(10) (10) (10) (10)
PAM 135+ 16 128 + 24 133 +13 120 + 15
(mmHg) (10) (10) (10) (10)
RVR 20 39 21 347*
(mmHg/mL/min) 17-25 31-60 18- 24 23-40
(10) (10) (10) (10)
uCr 447 + 18,6 28,2 + 25,1 41,0 £ 20,4 20,9+ 12,8
(mg/dL) (10) (10) (10) (10)
VU 182 + 90 203 + 152 168 + 88 177 £ 94
(ML/min) (8) (8) (8) (8)
Uosm 1305 569 * 1275 669 *
(mOsm/Kg) 1019 - 1496 530 - 744 945 - 1504 468 - 772
(10) (10) (10) (10)
FeNa 0,40 1,39 0,34 0,85
(%) 0,09 -1,0 0,5-3,0 0,2-1,0 0,4-2,3
(10) (9) (9) (9)
FeK 226+12,6 36,1+ 18,7 19,6 +9,2 28,2+9,2
(%) (10) (9) (9) (9)

Os dados sao expressos em média + desvio padrdo (SD) ou mediana e percentis 25 - 75 e
nuamero de animais em cada grupo. Abreviacdes: C — grupo controle; Pe — grupo peconha; SpE
— grupo extrato; T — grupo tratamento; RFG — ritmo filtragcdo glomerular; FSR — fluxo sanguineo
renal, RVR — resisténcia vascular renal; PAM — pressao arterial média; VU — volume urinério;
Uosm — osmolalidade urinaria FeNa — fragdo de excrecao de sodio; FeK — fracao de excrecao
de potéssio; (*)p<0,05 vs controle; (**) p<0,01 vs controle; (***) p<0,001 vs controle; (*) p<0,05

vs extrato; (*Y) p<0,01 vs extrato e (

p<0,001 vs extrato.
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Figura 7 — Ritmo de filtragdo glomerular renal (RFG). Dados expressos em média e desvio
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Figura 8 — Fluxo sanguineo renal (FSR). Dados expressos em mediana e percentis 25 - 75 e
intervalo de confianca de 95% superior e inferior com ** p<0,01 vs Controle; *** p<0,001 vs

extrato

Controle; 11 p<0,01 vs Extrato e $11 p<0,001 vs Extrato.

tratamento
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Figura 9 — Resisténcia vascular renal (RVR). Dados expressos em mediana e percentis 25 —
75 e intervalo de confiang¢a de 95% superior e inferior com * p<0,05 vs Controle; *** p<0,001 vs
Controle; T p<0,05 vs Extrato e 1t p<0,001 vs Extrato.

controle peconha extrato  tratamento

Figura 10 — Presséo arterial média (PAM) ndo apresentou diferengas significativas.
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Figura 11 — Osmolalidade urinaria (Uosm). Dados expressos em mediana e percentis 25 — 75
e intervalo de confianca de 95% superior e inferior com ** p<0,01 vs Controle e ¥ p<0,05 vs
Extrato.

4.7 Analise dos biomarcadores KIM-1 e NGAL

Os niveis de KIM-1 urinario foram semelhantes nos quatro grupos. Os
niveis de NGAL wurindrio dos grupos peconha e tratamento foram
significativamente mais elevados do que os dos grupos controle e extrato

vegetal (Tabela 3 e Figura 12).

Tabela 3: Andlise dos biomarcadores urindrios.

Parametros C Pe SpE T
KIM-1 0,46 0,43 0,35 0,51
(ng/mL) 0,32-0,57 0,24 — 1,04 0,26 — 0,63 0,25-1,17
9) (10) (10) (10)
NGAL 9,89 20,74% 9,80 18,80*
(ng/mL) 6,5— 18,1 13,9 -33,2 7.98—-125 12,6 — 22,1

(10) (10) (10) (10)

Os dados sao expressos média + desvio padréo (SD), mediana e percentis 25 - 75 e nimero
de animais em cada grupo. Abreviac¢des: C — grupo controle; Pe — grupo pe¢onha; SpE — grupo
extrato; T — grupo tratamento; KIM-1 — Kidney Injury molecule-1; NGAL — Neutrophil gelatinase-
associated Lipocalin; (*) p<0,05 vs controle e () p<0,05 vs extrato.

32



60-

T

(hg/mL)

20-

controle peconha extrato tratamento

Figura 12 — Neutrophil gelatinase-associated (NGAL). Dados expressos em mediana e
percentis 25 — 75 e intervalo de confianga de 95% superior € inferior com * p<0,05 vs Controle
e F p<0,05 vs Extrato.

4.8 Hematocrito (Ht); Desidrogenase lactica (DHL); Fibrinogénio
(Fb); Creatinina (Cr)

A peconha botrépica causou queda estatisticamente significante do Ht e
do Fb e elevacado do DHL, quando comparada aos grupos controle e extrato

vegetal. Estas alteragcdes ndo foram prevenidas pela administracdo de extrato
vegetal imediatamente apés a infusao de pegonha.

Houve elevacao estatisticamente significante da creatinina plasmatica
apenas no grupo que recebeu a peconha botropica isoladamente.

33



Tabela 4: Pardmetros plasmaticos dos grupos experimentais.

Parametros (o Pe SpE T
Ht 44 +3 40+ 3% 44 + 4 41 +3%
(%) (10) (9) (10) (10)
Fb 164 60 144 60+
(mg/dL) 150 - 206 60 - 60 60 - 182 60 - 60
(9) (9) (10) (10)
DHL 108 + 38 2883 + 589 267 + 157 2946 + 912" *
(U/L) 54 -178 1363 - 4863 198 - 556 1872 - 7119
(10) (10) (10) (10)
PNa 144 146 143 146
(mEq/L) 141 - 149 144 - 152 142 - 147 144 — 147
(10) (9) (10) (10)
PK 45+0,4 50+1,2 45+0,6 42+0,3
(mEql/L) (10) (9) (10) (10)
PCr 0,2 0,47 0,2 0,3
(mg/dL) 0,1-0,3 0,3-0,4 0,2-0,3 0,3-0,3

(10)

(10)

(10)

(10)

Os dados sao expressos em média + desvio padrdo (SD) ou mediana e percentis 25 - 75 e
nuamero de animais em cada grupo. Abreviacoes: C — grupo controle; Pe — grupo peconha; SpE
— grupo extrato; T — grupo tratamento; Ht — hematdcrito; Fb — fibrinogénio; DHL —
desidrogenase lactea; - PNa — sédio plasmatico; PK — potassio plasmatico; PCr — creatinina

plasmatica; (*) p<0,05 vs controle; (**) p<0,01 vs controle; (

vs extrato.

T

controle

**-A-)

peconha

extrato

tratam ento

p<0,001 vs controle e () p<0,05

Figura 13 — Hematdcrito (Ht). Dados expressos em média e desvio padrdao com * p<0,05 vs
Controle e f p<0,05 vs Extrato.
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Figura 14 — Desidrogenase lactea (DHL). Dados expressos em mediana e percentis 25 — 75 e
intervalo de confianca de 95% superior e inferior com ** p<0,01 vs Controle; *** p<0,001 vs
Controle e f p<0,05 vs Extrato.
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Figura 15 — Fibrinogénio plasmatico (Fb). Dados expressos em mediana e percentis 25 - 75 e
intervalo de confianga de 95% superior e inferior com *** p<0,001 vs Controle e } p<0,05 vs
Extrato.
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4.9 Analise histoldgica

O escore de NTA encontrado no grupo tratamento foi significativamente
maior do que 0s escores dos grupos controle e extrato vegetal (Figuras 16,17,
18, 19, 20). O escore do grupo peconha também foi maior do que os dos

grupos controle e extrato vegetal, mas as diferengas encontradas nao
alcangaram significancia estatistica (p=0,06).

I
|

p=0,06

't

w
I

Escore NTA
1

—

controle peconha extrato tratamento

Figura 16 — Escore de necrose tubular aguda. Dados expressos em mediana e percentis 25 —

75 e intervalo de confianca de 95% superior e inferior com ** p<0,01 vs Controle e } p<0,05 vs
Extrato.

Figura 17 — Corte histolégico longitudinal do rim esquerdo submetido a coloragdo de HE.
Representacao de lesdo de grau 0. Aumento 100X.
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Figura 18 — Corte histologico longitudinal do rim esquerdo submetido a coloragdo de HE.
Representagéo de lesdo de grau 1. Aumento 100X.

Figura 19 — Corte histologico longitudinal do rim esquerdo submetido a coloragdo de HE.
Representagéo de lesdo de grau 2. Aumento 100X.

Figura 20 — Corte histolégico longitudinal do rim esquerdo submetido a coloragdo de HE.
Representagéo de lesdo de grau 3. Aumento 100X.
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5. DISCUSSAO




O desenvolvimento de injuria renal aguda ap6s acidente ofidico tem sido
descrito com quase todas as serpentes de importancia médica, especialmente
das familias Viperidae, Colubridae e Elapidae (27, 28, 49). No entanto, trés
serpentes sao responsaveis pelo maior nimero de casos de IRA descritos na
literatura, as serpentes do género Bothrops; do género Crotalus; e a serpente
Daboia russelii (11, 20, 26, 28, 50).

As serpentes do género Bothrops sao responsaveis pelo maior numero
de casos de acidentes com serpentes peconhentas na América Latina (8, 27) e
no Brasil, sdo responsaveis por aproximadamente 90% dos casos de acidentes
por serpentes peconhentas (3, 9). A peconha botrdpica provoca lesao tecidual
no local da picada e manifestagcbes sistémicas, como incoagulabilidade
sanguinea, hipotensao, coagulacao intravascular e IRA (27, 30, 51, 52).

A peconha botrépica € composta por proteases, fosfolipases (PLAy),
metaloproteinases que contém zinco (SVMPs), serinoproteases, lecitinas do
tipo C, desintegrinas entre outros componentes e possui atividade proteolitica,
coagulante e hemorragica (53, 54). Essas atividades podem ser atribuidas a
componentes especificos da peconha e/ou atuarem em sinergismo na
producdo de um efeito ou um unico componente pode produzir varias
atividades (9). A composicao da peconha, seus efeitos e o quadro clinico de
envenenamento sdo muito semelhantes entre as diversas espécies do género
Bothrops.

A acdo das PLA,, SVMPs e proteases sao fundamentais para as
alteracées hemodindmicas sistémicas e renais que desencadeiam processos
inflamatorios, gerando mediadores vasoativos e citocinas pro-inflamatérias que
interferem diretamente nos componentes da hemostasia, como os fatores da
coagulacao, plaquetas, células endoteliais e fibrindlise secundaria (28).

Muitas serpentes podem promover disturbios da coagulacao sanguinea,
que tem sido relatada tanto em vitimas humanas como em animais (55, 56). A
maioria das pegonhas botropicas contém enzimas que ativam isolada ou
simultaneamente a protrombina (fator Il) e o fator X (SVMPs), que quando
ativados consomem os fatores V e VII. Possuem também atividade “trombina-
like” (serinaproteases), que transforma o fibrinogénio em fibrina. A agdo desses
componentes interage com as proteinas da cascata da coagulagédo, causando
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incoagulabilidade do sangue e geracado de fibrina intravascular. Ao mesmo
tempo em que se gera fibrina ocorre ativagdo da fibrindlise, com consequente
aumento dos produtos de degradagdo da fibrina e queda do fibrinogénio
circulante (27, 57, 58). Componentes da peconha botrdpica também interagem
com as plaquetas, causando disturbios da funcéo plaquetaria. De fato, onde a
plaguetopenia é achado comum entre os individuos ap6s acidente ofidico por
B. jararaca (3, 59).

As SVMPs atuam em diferentes mecanismos da hemostasia e estao
diretamente envolvidas nas hemorragias presentes ap6s envenenamento por
serpentes do género Bothrops. As SVMPs rompem a integridade do endotélio
vascular, induzem a perda de varios componentes da matriz-extracelular (tais
como a laminina, fibronectina e colageno tipo 4) da parede dos vasos
sanguineos, causando a sua ruptura. Além da clivagem das proteinas da
matriz-extracelular, as SVMPs sao grandes inibidoras da agregacéao plaquetaria
e possuem atividade pro-coagulante, sendo assim componentes essenciais na
génese da coagulopatia e hemorragias desencadeadas pela peconha. Em
envenenamentos grave a hemorragia ocorre em diferentes 6rgdos e causa
hipotenséo, hipovolemia, hipoperfusao tecidual e choque (3, 60, 61).

As PLA, sdo enzimas capazes de hidrolisar substratos especificos, em
especial os fosfolipidios, produzindo acidos graxos e lisofosfolipideos. Estas
enzimas podem ser encontradas na forma intracelular ou extracelular, em
mamiferos e em peconha de vertebrados e invertebrados. As PLA;
encontradas na forma intracelular ndo apresentam acdo tdxica, ao contrario
daquelas presentes nas peconhas (17).

A génese da lesdo renal induzida ap6s acidente ofidico tem sido
atribuida a alteragcbes hemodinamicas, mioglobinuria, hemoglobindria,
distarbios da coagulacao, acéo direta da peconha sobre os rins, deposicao de
microtrombos de fibrina nos capilares glomerulares e vasoconstricao renal. A
infusdo endovenosa de dose sub-letal de peconha botrépica em ratos causa
hemdlise intravascular, consumo do fibrinogénio, queda no ritmo de filtracdo
glomerular renal, no fluxo sanguineo renal, na capacidade de concentracao
urinaria, acompanhados por aumento da resisténcia vascular renal e do DHL

plasmatico, sem a ocorréncia de hipotensdo (19). Estes efeitos foram
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reproduzidos de forma integral no presente estudo, atestando a eficiéncia do
modelo estudado. Nefrotoxicidade semelhante foi descrita com a administracéo
por via intraperitoneal da pegonha botropica por Rezende e col. (62) e com a
administracdo endovenosa de peconha de outras espécies de serpentes do
mesmo género (51).

A lesdo histoldégica renal mais comumente associada a peconha
botrépica € a necrose tubular aguda (19, 25, 27, 51). Casos de necrose cortical,
alteragdes glomerulares e nefrite intersticial também foram ja descritos (29, 63,
64). De forma consistente com estudos anteriores, encontramos alteracoes
compativeis com NTA nos animais que receberam peconha botrépica (Figuras
19 e 20).

Castro e cols. (30) demonstraram que a peconha botrépica causou
toxicidade direta em suspensdo de tubulos proximais de rim isolados,
independentemente de fatores sistémicos ou hemodinamicos. O aumento do
DHL demonstra que ocorreu injuria direta nos tubulos incubados com peconha
botrépica. O mesmo foi demonstrado por Collares-Buzato et al (65), estudando
a toxicidade da peconha de B. moojeni em cultura de células do tipo MDCK
(Madin-Darby canine kidney) acompanhados de comprometimento da interagéo
entre as células e matriz celular. Tal efeito pode ser atribuido as atividades
proteoliticas e da PLA,, pois muitas destas enzimas isoladas demonstraram
citotoxicidade direta em células renais de rim isolado (66, 67). No presente a
precocidade da queda da filtracdo glomerular e da elevacdo do NGAL sugere
fortemente a ocorréncia de lesédo direta das células tubulares pela peconha.

A ocorréncia de hemodlise intravascular e hematuria tém sido associadas
a IRA. Estudos tém demonstrado que as peconhas de serpentes das familias
Viperidae e Elapidae podem causar hemdélise quando adicionada a hemacias
de diferentes animais, inclusive as do homem (68-70). lzidoro et al (71)
demonstraram que a peconha de B. neuwiedi pauloensis provoca varias
alteracoes hematoldgicas, como queda nos niveis de hemoglobina, hematécrito
e eritrocitos. A hemdlise é desencadeada através da transformacao da lecitina
em isolecitina, que causa a destruigdo da membrana celular dos eritrécitos.
Adicionalmente, é possivel que a coagulagao intravascular (CIV) em conjunto
com as alteracbes do endotélio causadas pelas SVMPs da peconha, induza
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fatores mecanicos que afetam o equilibrio da membrana das hemacias (72). A
presenca de hemolise causa isquemia renal, CIV e toxicidade tubular. E
interessante notar que esta acao tem sido associada as pegonhas de coloracao
amarela, onde ocorre a transformagao da hemoglobina para metahemoglobina
(73). A presenca de hemataria (micro ou macroscopica), observada em todos
0s animais tratados com a pegonha neste estudo, € usualmente observada em
acidentes ofidicos onde a serpente é considerada hemotdxica. E provavel que
o quadro de hemdlise intravascular observado neste estudo tenha participado
na génese da IRA.

Mioglobinuria também pode estar presente nos envenenamentos
ofidicos, e rabdomidlise é causa conhecida de IRA (74). A destruicdo do
musculo esquelético libera diversos produtos das células musculares na
corrente sanguinea, sendo que o principal componente téxico da mioglobina
parece ser a fracdo heme. Os mecanismos da toxicidade renal da proteina
heme s&o vasoconstricdo renal; formacdo de cilindros intraluminares e
citotoxicidade direta. A peconha botropica pode causar lesées musculares
importantes no local da picada, pela acdo de proteases, histamina, PLA,
esterases e mediadores inflamatérios, entretanto ndo possui acdo miotdxica
sistémica, como a observada nos acidentes por Crotalus (52). E pouco
provavel que rabdomidlise e mioglobindria sejam mecanismos relevantes na
IRA causada pela peconha botrépica (26, 52, 74).

A soroterapia é o Unico tratamento atualmente preconizado pela OMS
para o envenenamento ofidico. A prevencdo da lesdo renal causada pelo
acidente ofidico é dependente de soroterapia precoce e adequada. O atraso na
administracdo de SAO é fator de risco extremamente importante para
instalacao da IRA (25, 26) A toxicidade tubular direta da peconha botrépica em
tubulos proximais de ratos sé foi prevenida quando o SAO foi administrado
simultaneamente ou em até quinze minutos apds a peg¢onha (30). O mesmo
padrao foi encontrado em estudos analisando a fun¢éo renal de ratos (75), com
protecdo total quando o SAO foi administrado imediatamente apds a pegonha,
protecdo parcial quando o SAO foi administrado cinco minutos apds a peg¢onha
e perda da protecdo quando O SAO foi administrado com quinze minutos de
atraso. Dados clinicos com acidentes por serpentes do género Crotalus
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confirmam estes achados, mostrando que atraso para administracao do soro
antiofidico é determinante para instalacao de injuria renal aguda (26).

O soro antiofidico é constituido por anticorpos obtidos por imunizacao de
animais (usualmente equinos) injetados com a pecgonha ofidica (3). O soro
antiofidico, quando administrado adequadamente, consegue reverter com
eficacia os efeitos sistémicos da peconha, porém € pouco eficaz no combate
dos seus efeitos locais. Além disso, pode induzir reacdes adversas precoces
e/ou tardias de hipersensibilidade, necessita de cuidados especiais com
armazenamento e prazo de validade e é de producao cara. Estes problemas
associados a sua disponibilidade limitada em areas remotas tem levado a
procura de tratamentos alternativos, como o uso de plantas popularmente
rotuladas como antiofidicas, empregadas por curandeiros e xamas (8, 17, 25,
35).

Os extratos vegetais constituem rica fonte natural de compostos
farmacologicamente ativos, e muitos deles tem demonstrado possuir atividades
de neutralizacao dos efeitos toxicos locais e sistémicos de pegonhas ou toxinas
de serpentes. A \utilizacdo destes extratos vegetais € difundida em
comunidades nativas onde os acidentes ofidicos sdo comuns e 0 acesso a
terapia com SAO é tardio e muitas vezes inviavel.

Diversos estudos tém sido realizados com base em relatos deste uso
terapéutico popular. O poder de neutralizacao das acdes das peconhas ofidicas
por estes extratos vegetais tém sido atribuido aos grupos de compostos do
metabolismo secundario, como os flavondides, alcalbides, ligninas, e taninos,
entre outros, que sdo encontrados em grande variedade de plantas (40, 76).
Apesar do mecanismo exato de acdo destes extratos vegetais e compostos
ainda permanecer desconhecido, atribui-se o seu poder de neutralizacado a
presenca de inibidores enzimaticos, inativadores quimicos ou principios ativos
capazes de interagir com proteinas especificas das peconhas e toxinas, como
ligacdes a sitios cataliticos ou ligantes de seus substratos (16, 77).

Sabe-se que taninos, encontrados no extrato de Sp, sdo compostos
capazes de precipitar proteinas. Analises com Sp obtiveram uma fracdo que
inibe a protedlise do fibrinogénio bovino e outra com capacidade de
precipitacdo de proteinas. Esta ultima é dependente da concentracdo deste

43



composto e foi sugerido como sendo a responsavel pela inibicdo das proteinas
da peconha ofidica a partir do extrato de outra planta, a Musa paradisiacca (45,
78).

Outros componentes isolados e caracterizados quimicamente a partir
dos extratos vegetais de plantas com capacidade antiofidica sdo os polifendis.
Andlises recentes isolaram quatro flavondides (isoquercitrina, miricetina-3-O-
glucésido, catequina e galocatequina) das folhas do Sp, sendo eles capazes de
neutralizar as atividades hemorragicas, fibrinogenoliticas e miotéxicas da
peconha (40).

Outro possivel mecanismo de inibicdo das peconhas ofidicas pelos
extratos vegetais é a inibicdo da PLA,. O extrato de Schizolobium parahyba
demonstrou esta propriedade, quando incubado com a peconha de B.
pauloensis. Resultados semelhantes de inibicdo da PLA, foram demonstrados
com os extratos da Mikania glomerata e Anacardium humile em relacdo as
peconhas botropica e crotélica, sugerindo assim a presenca de sitios comuns
nestas fosfolipases, para a associacdo de compostos presentes nos extratos
(16, 32, 79).

A atividade hemorragica da peconha de B. pauloensis foi completamente
inibida quando o Sp foi incubado previamente antes da sua aplicagdo por via
intradérmica, e quando foi administrado pela mesma via, quinze minutos apds
injecdo da peconha, apresentando inibicdo dependente da sua concentragéo
(16).

Estudo com a Eclipta prostata demonstrou que a incubacdo deste
extrato vegetal e fragdes neutralizaram as atividades miotéxicas da pegonha e
toxina ofidicas isoladas, quando incubado previamente e quando o composto
wedelolactona foi administrado por via endovenosa, quinze minutos antes da
peconha ou toxina a ser injetada na coxa de camundongos (80).

No presente estudo, avaliamos o potencial efeito neutralizante do Sp na
nefrotoxicidade da pegonha botrépica. A administracdo do extrato
imediatamente ap6s a peconha ndo foi capaz de inibir as atividades tdxicas
desta sobre os rins, como demonstrado pela queda do ritmo de filtracdo, do
fluxo sanguineo renal, da capacidade de concentragao urinaria, do aumento de
NGAL urinario e pelo desenvolvimento de NTA. Experimentos adicionais com
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administracdo do Sp na dose de 20 mg/Kg (relacao extrato Sp:peconha de
aproximadamente 100:1) também ndo demonstraram inibicdo da queda do
RFG causada pela pegonha botropica (dados ndo mostrados). Os estudos
disponiveis na literatura sobre as propriedades neutralizantes de extratos
vegetais, nos quais nos baseamos, sdo na grande maioria realizados com a
incubacgéo prévia do extrato com a peconha ou toxina, diferentemente do que
foi realizado neste estudo. Quando o extrato de Sp foi administrado, nestes
mesmos estudos ja citados, apds a peconha, pela mesma via (intradérmica ou
intramuscular), ocorreu protecao parcial ou nao significante (16, 40). Da mesma
forma, a inibicdo das proteinas da peconha dos crotalideos foi efetiva quando o
extrato da M. paradisiacca foi incubado previamente com a pegonha,
entretanto, nenhuma protecéao foi detectada quando o extrato e peconha foram
administrados separadamente em camundongos, independentemente da via de
administracdo. Este conjunto de dados sugere que os efeitos neutralizantes
deste extrato ocorram pela associagdo de componentes com as proteinas da
peconha quando ambos sdo incubados em conjunto (45). Este fato limita
seriamente o potencial uso clinico do Sp na prevencao dos efeitos sistémicos
da peconha botrépica.

Nao observamos efeitos neutralizantes do extrato vegetal Sp sobre o
consumo do fibrinogénio plasmatico ou de hemdlise intravascular, no nosso
estudo. A degradacdo das cadeias a e B do fibrinogénio causadas pela
peconha botrdpica é realizada principalmente por metaloproteinases, e o
fibrinogénio é o seu principal substrato. Mendes e col. (46) demonstraram
protecdo parcial quanto ao consumo de fibrinogénio, quando o Sp foi
administrado quinze minutos apds infusdo da peg¢onha pela mesma via
(intradérmica). Estudos com o extrato aquoso de Casearia mariquitensis
incubado previamente com a peconha de B. neuwiedi e neuwiedase mostraram
inibicdo parcial in vitro da quebra do fibrinogénio causada pelas peconhas.
Quando injetado por via intraperitoneal em camundongos in vivo este extrato foi
capaz de inibir a queda no nivel de fibrinogénio plasmatico (71).

Os animais tratados somente com o extrato vegetal no presente estudo
apresentaram queda significante do RFG, o que indica possivel nefrotoxicidade
deste composto. Estudo prévio sobre a nefrotoxicidade do Sp em
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camundongos ndo encontrou lesdo renal, avaliada por niveis séricos de
creatinina e ureia (41). No entanto, estes marcadores sdo pouco sensiveis para
deteccao de IRA em roedores de pequeno porte, ao contrario da depuragao de
inulina, que foi a técnica usada no presente estudo. Deve-se considerar que 0s
principios ativos de extratos vegetais sofrem biotransformacdo e os produtos
finais podem apresentar toxicidade ao organismo (81). Outra possibilidade é
que a queda observada no RFG seja causada pela capacidade do Sp
neutralizar a atividade da PLA, endbégena. Esta tem participacdo na
homeostase da funcédo renal normal pela sua capacidade de liberar &cido
aracdbnico a partir de membranas. De fato, em estudo com tubulos renais
isolados em condicdes de oxigenacao e hipdxia, demonstrou-se que a adicdo
de PLA, pancreatica ndo causou citotoxicidade em tdbulos oxigenados, e
diminuiu drasticamente a liberagcdo de DHL em condi¢des de hipoxia (82).

Em conclusdo, a administracdo de extrato aquoso de Schizolobium
parahyba imediatamente apds a infusdo de peconha de Bothrops jararaca, nao
foi capaz de inibir as agdes sistémicas da peconha botropica sobre a funcao
renal, hemolise e consumo de fibrinogénio. O uso de extrato aquoso de
Schizolobium parahyba isolado provocou queda significante da filtracdo
glomerular. Este conjunto de dados indica que a utilidade do uso do extrato de
Schizolobium parahyba no tratamento clinico do acidente ofidico por Bothrops
jararaca é provavelmente muito limitada. E possivel que o extrato de
Schizolobium parahyba tenha utilidade como tratamento adjuvante nas lesdes
locais causadas pela peconha, se injetado no sitio da picada.
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6. CONCLUSOES




CONCLUSOES

v O presente estudo obteve resultados consistentes de alteracao da
funcdo e estrutura renais, de hemolise intravascular e consumo de fibrinogénio
com a utilizacdo de doses sub-letais de peconha da serpente Bothrops

Jjararaca.

v Como ja descrito anteriormente, a patogénese da injuria renal aguda
neste modelo esta provavelmente relacionada a hemodlise, isquemia renal e

toxicidade direta da pegonha.

v As lesGes sistémicas causadas pela peconha ndo foram prevenidas
pela utilizacdo do extrato vegetal de Schizolobium parahyba, administrado

imediatamente apds a peconha de Bothrops jararaca.

v O uso isolado do extrato vegetal de Schizolobium parahyba causou
queda estatisticamente significante da filtragdo glomerular. E possivel que este

efeito seja devido a neutralizacao da PLA, endbgena pelo extrato vegetal.
v Estes resultados indicam que o uso clinico do extrato vegetal de

Schizolobium parahyba para a neutralizacdo dos efeitos sistémicos da peconha
de Bothrops jararaca é provavelmente de utilidade muito limitada.
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