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Study of toxicity of crotalic and bothropic species in ofidic accidents,
with an emphasis in renal toxicity

Estudio de la toxicidad de las especies crotalicas y botropicas en accidentes ofidicos,
con énfasis en toxicidad renal

Isac de Castro*

RESUMO: Os acidentes ofidicos possuem uma taxa de letalidade mundial de 2,3%, no Brasil chega a 6%. Nos acidentes crotalicos
e botropicos podem ocorrer insuficiéncia renal aguda (IRA) causada principalmente por necrose tubular aguda (NTA). As princiapias
fracdes toxicas no veneno crotalico € a crotoxina e a fosfolipase A2, no veneno botropico sdo as metaloproteinases e a botropsina. O
veneno crotalico pode levar a alteracdes glomerulares e nos tubulos proximais, entre as principais causas da IRA por NTA consta a a
rabdomidlise, ja o veneno botrdpico pode levar a formacdode trombos, levando o rim a isquemia pela diminui¢do da perfusao sanguinea.
0 comprometimento renal por acidentes ofidicos por apresentar comprometimento sistémico, deixa ainda obscura sobre a patogénese
a acao direta do veneno, bem como da terapia com soro antiofidico que da mesma forma ainda ndo esta esclarecido em sua a¢do em
diminuir uma potencial acdo direta do veneno em tecido renal.

DESCRITORES: Toxicidade renal, Acidentes ofidicos, Animais peconhentos

ABSTRACT: Ofidic accidents present world lethality of 2.3% and in Brazil reaches 6%. In crotalic and bothropic accidents, acute renal
insufficiency (ARI) can ensue caused mainly by acute tubular necrosis (ATN). The main toxic fractions in crotalic venom are crotoxin and
A2 phospholipase, whereas bothropic venom consists in metalloproteinases and bothropsin. Crotalic poison can cause glomerular and
proximal tubules alterations, and among the main causes of ARl due to ATN is rabdomiolisis, whereas bothropic venom can cause to
thrombus formation, causing kidney ischemia due to sanguineous perfusion reduction. Renal compromising because of ofidic accidents,
due to presenting systemic compromising, still keeps unclear, as regards the pathogenesis, the venom direct action poison, as well as anti-
ofidic serum therapy, and there is not a clear description about how to reduce the potential direct action of the venom in renal tissue.
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RESUMEN: La mortalidad mundial de los accidentes ofidicos alcanza 2.3% y en el Brasil alcanza el 6%. En accidentes crotalicos y botropicos,
la insuficiencia renal aguda (IRA) puede sobrevenir, causado principalmente por la necrosis tubular aguda (NTA). Las fracciones toxicas
principales en venenos crotalicos son la crotoxina y el fosfolipase A2, mientras que el veneno botropico consiste en metaloproteinasas y
bothrops. El veneno crotalico puede causar alteraciones glomerulares y en los tubulos proximales, y entre las causas principales de IRA
debido a NTA esta la rabdomyolisis, mientras que el veneno botropico puede causar la formacion de trombos, causando la isquemia del
rindn debido a la reduccion de la perfusion sanguinea. El comprometimiento renal debido a los accidentes ofidicos, por presentar com-
prometimiento sistémico, todavia es confuso en lo que concierne a la patogénesis, la accion directa del veneno, tan bien como la terapia
con suero anti-ofidico, y no hay una descripcion clara sobre cdmo reducir la accion directa potencial del veneno en el tejido renal.

PALABRAS-LLAVE: Toxicidad renal, Accidentes ofidicos, Animales venenosos

Introducao

A convivéncia do homem com
serpentes remonta ao proprio pro-
cesso evolucionario, desde a época
em que o fogo nao era dominado
por nossos ancestrais. Ainda no sé-
culo XXI nos preocupamos com as
serpentes, € por certo estas conti-

nuam a povoar o nosso imaginario
e a causar acidentes entre os huma-
nos, como em eras passadas. Com
o desbravamento das ultimas reser-
vas naturais do globo terrestre, os
acidentes ofidicos tém marcado sua
presenca de maneira constante, e
certamente, ainda nos acompanha-
rao por muitos séculos.

Serpentes peconhentas

Sao serpentes com capacidade
de inocular veneno, dentre estas
as consideradas de interesse mé-
dico, sao aquelas denominadas
tanatofideas, aquelas que podem
causar morte aos seres humanos.
A posicao do dente inoculador na
cavidade bucal da serpente ¢ o ele-

* Especialista em Bioestatistica pelo Conselho Federativo de Biologia — CFBIO. Bi6logo pela Universidade Presbiteriana Mackenzie. Mestre e Doutor em Medicina pela
Universidade Federal de Sdo Paulo. Docente do Curso de Ciéncias Bioldgicas do Centro Universitario Sdo Camilo. E-mail: egito@usp.br

644

O Munbo pa SaUpe Sdo Paulo: 2006: out/dez 30 (4): 644-653



mento diferenciador entre serpen-
tes peconhentas ou nao: as serpen-
tes proterdglifas (dente inoculador
fixo na regiao anterior bucal) e as
solendglifas (dente inoculador mé-
vel na regiao anterior bucal) sao as
que oferecem real risco quanto a
inoculacao de veneno na ocor-
réncia da mordedura do animal
(Borges, 2001). Podem ocorrer
variagoes na agao da peconha que,
em geral, ¢ a mesma dentro de um
mesmo género, mas podem ocor-
rer diversas variagoes: ontogénicas,
sazonais, regionais e relacionadas
ao dimorfismo sexual (Glen et al,
1983: 34;44).

Epidemiologia

Existem no mundo cerca de
3.000 espécies de serpentes, sendo
que 410 sao consideradas pego-
nhentas e/ou venenosas. A Orga-
nizacdo Mundial de Satde calcula
que ocorram no mundo 5.400.000
acidentes ofidicos por ano com
125.345 ¢bitos, correspondente
a uma taxa de letalidade de 2,3%
(Chippaux, 1998).

No Brasil, em 1999, haviam
sido cadastradas 256 espécies, sen-
do 69 consideradas venenosas e/ou
peconhentas, destas 32 pertencem
ao género Bothrops, 6 ao género
Crotalus, 2 ao género Lachesis e 29
ao género Micrurus. Estes quatro
géneros acrescidos das serpentes
do géneros Porthidium e Bothriop-
sis constituem a familia Viperidae
(Barravieira, 1995). A incidéncia de
acidentes ofidicos no Brasil esta em
torno de 20.000 casos/ano confor-
me relatos do Ministério da Satade
em 1992. A taxa de mortalidade en-
contrada foi de aproximadamente
6% dos casos (Jorge, Ribeiro, 1992;
Silveira, Nishioka, 1992), sendo os
acidentes por animais do género
Bothrops responséavel por 86,16%
dos casos, e os do género Crotalus
8,94%, Lachesis 2,39% e Micrurus
0,63% (Brasil, 1998). Nos aciden-
tes crotalicos, 0 acometimento re-
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nal ocorre por necrose tubular agu-
da (NTA) (Azevedo-Marques et al,
1985), sendo que a prevaléncia de
insuficiéncia renal aguda varia de
9 a 31% nestes casos e de 12% nos
acidentes por veneno botrépico
(Cupo etal, 1985).

Veneno botropico e crotdlico

Cabe compreender a agao di-
ferenciada entre o veneno botroé-
pico e crotalico, identificando as
suas principais fracoes e respec-
tivas propriedades. No veneno
crotalico encontra-se (Breithaupt,
1976:24;33;40): Fosfolipase A,
Crotapotina, Crotoxina, Crotami-
na e Girotoxina. No veneno bo-
tropico, as principais fragdes sao
(Homsi-Brandeburgo et al, 1998;
Kawano et al, 2002): Botropsina
I e II, Trombocitina, Jararacina,
fator ativador da Bradicinina (Ha-
wgood, 1997), metaloproteina-
ses, Jararacafibrase, fracao IV e V
com agao mioto6xica (Bruses et al,
1993), e outras enzimas pro-coa-
gulantes. Por outro lado, sabe-se
que uma das principais fra¢des da
peconha da Bothrops jararacussu
—a Bothropstoxin-1 (Bthtx-1), é
uma fosfolipase A -“like” (Spencer
et al, 2002). Assim, as fosfolipases
sao constituintes tanto do veneno
botrépico como do crotalico.

Acoes fisiopatologicas
dos venenos

Veneno crotalico:
Atividade miotoxica:

Consiste na acdo toxica do ve-
neno sobre o tecido muscular, esta
se da pela acao de duas substancias
especificas, a Fosfolipase A e a Cro-
tapotina, quando juntas recebem o
nome de Crotoxina, constituindo
assim um heterodimero. A ligacao
entre elas é fraca e reversivel po-
dendo ser encontrada no veneno
sob a forma livre ou associadas
entre si. A acdo da Fosfolipase A,
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ocorre especificamente sobre a hi-
drolise de fosfolipidios na membra-
na plasmatica que é potencializada
pela acao da crotoxina (Fortes-Dias
etal, 1994). A crotoxina pode levar
a alteracdo nos canais de sddio da
membrana plasmadtica das células
musculares, com consequente ele-
vagao de niveis do sodio intrace-
lular (Hendon et al, 1971). A acao
miotdxica sistémica caracteriza-se
pela liberacao de mioglobina no
sangue e sistema linfatico, podendo
levar a rabdomidlise, com elevagao
nos niveis de creatinofosfoquinase
(CPK), desidrogenase lactica (DHL)
e aspartato amino transferase (TGP)
(Silveira et al, 1992).

Atividade neurotoxica:

As fragdes responsaveis pela
acao téxica em neuronios sao:
crotoxina, convulxina e giroxina,
sendo a primeira a de maior po-
tencial lesivo. Sua principal acao é
o bloqueio da acdo sindptica, mais
especificamente na pré-sinapse,
bloqueando a agao da acetilcolina.
As manifestacoes clinicas mais evi-
dentes sao: alteragbes neuromus-
culares, convulsoes, perturbacoes
respiratorias e circulatérias (Clark
etal, 1997:48).

Atividade nefrotoxica:

A insuficiéncia renal aguda
(IRA) ocorre sobretudo por necrose
tubular aguda — NTA (Chugh et al,
1994). Os principais danos renais
ocorrem por alteragoes glomerula-
res e na ultra-estrutura das células
dos tubulos proximais e obstrucao
da luz tubular. Entre as principais
causas que levam a IRA por NTA
encontram-se a rabdomiolise, sen-
do a fracao heme, a mais nefroto-
xica (Zager, 1996; Schmidt et al,
1976).

Atividade hepatotoxica:

A acgao toxica sobre os hepatdci-
tos é relevante manifestando-se por
altera¢des das enzimas hepaticas
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como alanina, alaninatransferase,
e a aminotransferase (Mohamed et
al, 1981).

Veneno botrépico:
Atividade proteolitica local:

O veneno botrépico, inicialmen-
te no local da picada, pode causar
uma agao proteolitica intensa com
subseqiiente processo inflamatorio
generalizado, ocasionando edema e
até necrose local. A Jararacina e ou-
tras metaloproteinases respondem
por esta acdo proteolitica (Costa
et al, 2002), que também conta
com a agao miotoxica da PLA -
“like”(Bonfim et al, 2001).

Atividade hemorrdgica:

O evento hemorragico ocorre
pela acao direta do veneno sobre a
parede dos vasos, causando desde
um aumento maior na permeabili-
dade - pela destruicao da membra-
na basal —até a sua ruptura levando
a sangramento. A hemorragia é de-
pendente da concentracao de ve-
neno inoculada, podendo ocorrer
até mesmo distalmente do local da
picada. As fracdoes hemorragicas fo-
ram identificadas e denominadas de
hemorraginas (Farsky et al, 1999).

Atividade nefrotoxica:

A ocorréncia da insuficiéncia
renal aguda se da em processos de
envenenamento em que ha com-
prometimento circulatério intenso,
bem como o da hemostasia, levan-
do a formacgao de trombos princi-
palmente pela agao da hemorragi-
na (Kamigreti et al, 1991). Ocorre
também a participagao das mioto-
xinas e das fracoes proteoliticas do
veneno sobre o rim (Barbosa et al,
2002; Boer-Lima et al, 2002).

Alteracdes hemostaticas dos
venenos ofidicos (crotalico e
botropico)

Entre as a¢des dos venenos ofi-
dicos, a que possui maior letalidade
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é a que diz respeito as alteragdes
hemostaticas (Figura 1).

Quanto aos efeitos na coagu-
lacao, as alteracoes podem ocor-
rer principalmente em trés locais
distintos: diretamente no Fator X
(FX); sobre a protrombina, for-
mando trombina; e alterando o
fibrinogénio, levando a formacao
de fibrina. As modificagoes pla-
quetérias podem ocorrem preco-
cemente pelo elevado consumo de
plaquetas, afetando a coagulagao.
De maneira indireta, ocorre a for-
macao de fibrinolise do trombo e
desencadeamento de fibrindlise
primaéria (Nahas, 1979) (Hutton,
Warrell, 1993). Ainda cabe ressal-
tar a acao lesiva do veneno sobre a
vasculatura principalmente na re-
gido da camada intima (proteolise)
(Hatietal, 1999).

Um mesmo veneno pode agir
em pontos diversos do mecanismo
hemostatico e com intensidade va-
riavel, dependendo do tipo do ve-

neno e de sua concentracao (Hati
etal, 1999).

As aparentes discrepancias no
modo de acao do veneno ofidico
decorrem do fato de que diferentes
concentragoes foram usadas nas
pesquisas in vitro e in vivo. Um outro
enfoque para melhor compreensao
do veneno ofidico é observar o tipo
de acdo predominante da pegonha,
levando-se em conta a quantidade
de veneno inoculado, bem como o
acesso deste a circulacdo sangtiinea.
O veneno botrépico ao penetrar
lentamente na circulagao desfibri-
na o sangue, tanto pela geracao de
trombina como pela agao direta so-
bre o fibrinogénio. Se a penetracao
é rapida e a concentragao total é
pequena, essa desfibrinacdo é pre-
cedida de hipercoagulabilidade que
dura alguns minutos. Se a concen-
tragao ¢ elevada, e pela via venosa,
ha morte rapida, dentro de minutos,
por coagulacao intravascular maci-
ca, seguida de liquefacao do sangue
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Figura 1. Diferentes modos de acdo dos venenos de serpente no mecanismo he-
mostatico. A = ativando o FX, B = ativando o Fll, C = atuando diretamente sobre o
fibrinogénio, D = agregando as plaquetas, E = ativando diretamente o mecanismo
fibrinolitico, F = lesando o vaso sangliineo (protedlise) (Nahas, 1979).
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pela fibrindlise posterior (Rosenfeld
etal, 1970).

O Quadro 1 demonstra os di-
versos pontos de acao, bem como
0 mecanismo de coagulagao en-
tre diversas espécies do género
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Crotalus e Botrophs. Nota-se que
o veneno botrépico possui uma
acao predominante no eixo da
coagulac¢ao, enquanto o crotalico
predomina na acao fibrogénica e
plaquetaria.

Soroterapia

Outro aspecto importante refe-
re-se aos efeitos da soroterapia em
pacientes vitimas destas peconhas
(Barravieira, 1995). Nao esta defi-

Quadro 1. Alteracoes hemostaticas de acordo com a espécie de serpente do

género Crotalus e Bothrops

Bothrops ativacao do fator |, Il, V, Vil e X :; trombomodulina de- Batroxobina *,Botrojararacina®
jararaca pendente*

Bothrops ativacdo do fator V, Vlll e Xl ;; trombomodulina depen- Trombocitina*

Atrox dente*; ativagdo do fator Von Willebrand ¢ Batroxobina®

Botrocetina >

Crolalus adamenteus

Enzima com atividade trombina-like °

Crotalase

Crotalus
Atrox

Digestao da cadeia beta e gama*

Protease Il e lll e Atrolysin ©

Crotalus durissus terrificus

Protedlise ¢

Crotalocitina ¢

Crotalus horridus horridus

Ativagao da fosfolipase A endogena

Convulxina“

(*) acdo pro-coagulante, (*) acao anticoagulante,(©) acao fibrinogénica direta, (°) estimulo da agregacao plaquetaria (Hati et al, 1999:38;77).

nitivamente estabelecido se o soro
antiofidico poderia ter alguma agao
deletéria a nivel renal em acidentes
ofidicos, excluindo-se neste caso, os
processos de reagao anafilatica ao
soro anti-ofidico (Boghner, 1991).
O comprometimento renal por
acidentes ofidicos, em especial a
necrose tubular aguda, tem a pato-
génese ainda nao bem estabelecida.
Verifica-se que diversos fatores po-
deriam contribuir para a instalagao
de IRA, entretanto, ainda nao foi
demonstrado um possivel efeito
téxico direto da peconha sobre ti-
bulos renais, nem se a soroterapia
anti-ofidica poderia prevenir estes
efeitos toxicos tubulares diretos.

Veneno crotalico e a
evidéncia da toxicidade
renal

A evidéncia de que o acome-
timento renal ocorre de maneira

precoce no acidente ofidico se reve-
la pelo fato dos rins serem o primei-
ro 6rgao-alvo em que a peconha é
detectada, estando depois presente
em outros 6rgaos, como baco e cé-
rebro. Além disto, o rins apresen-
tam concentra¢oes do veneno até
50% maiores do que a concentra-
¢do plasmatica, acarretando maior
risco de lesao renal (Gomes et al,
2002).

A peconha é de excrecao predo-
minantemente renal, fazendo com
que os mecanismos de concentra-
¢do e transporte tubular favorecam
a ocorréncia de toxicidade celular
direta. A rapidez com que a IRA
pode ocorrer e a alta prevaléncia de
faléncias renais ap6s acidentes cro-
talicos corroboram para esta hipo-
tese. Além deste efeito toxico tubu-
lar, outros fatores estao certamente
envolvidos na patogénese da IRA,
como a mioglobintria decorrente
de rabdomidlise acentuada, diag-
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nosticada por elevagoes significati-
vas do CPK, TGO e DHL, e pela he-
molise demonstrada pela elevagao
da hemoglobina livre na presenga
de hematocrito normal (Ownby et
al, 1984:53).

Diversos fatores contribuem
para a vasoconstriccao e hipoper-
tusao renal na rabdomidlise. A ne-
crose muscular causa dramatica for-
macao de terceiro espaco, levando a
deplecao de volume intravascular.
Além disso, a rabdomidlise ativa a
cascata de citoquinas e endotoxi-
nas, acentuando as alteragoes he-
modindmicas renais e alterando a
fungao ventricular esquerda. Tra-
balhos posteriores demonstraram
que o pigmento heme era o prin-
cipal componente nefrotéxico da
mioglobina (Zager, 1991; Sharma
etal, 1987). Trés mecanismos cons-
tituem a base da toxicidade da pro-
teina heme: vasoconstriccao renal,
formacao de cilindros intralumi-
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nais e citotoxicidade direta (Zager,
1992). Finalmente, Zager e colabo-
radores (1993) demonstraram que
a infusao de mioglobina provocou
reducao da concentracao de ade-
nosina trifosfato (ATP) no cortex
renal de animais hipotensos, cau-
sando acentuada piora da lesao
tissular com o desenvolvimento de
IRA andrica (Azevedo-Marques et
al, 1985).

A proteina heme liga-se ao Oxi-
do nitrico (NO) que é um impor-
tante vasodilatador enddgeno re-
nal (Sharma etal, 1987). Maree de-
monstrou que os inibidores da NO
sintase agravam enquanto a suple-
mentacao de NO protege contra o
desenvolvimento de IRA no modelo
do glicerol (Maree et al, 1994).

A vasoconstricao renal pode
também potencializar a toxicidade
da proteina heme, aumentando a
formacao de cilindros e promoven-
do maior reabsor¢ao tubular proxi-
mal desta proteina, e consequente-
mente maior lesao celular.

O veneno da Naja haje produz
altera¢des renais importantes, mais
especificamente na cortex renal,
onde produz exuberantes altera-
¢des em tubulos proximais: com-
prometimento lisossomal, lesao
das cristas mitocondriais e necrose
das células dos tubulos proximais.
Na fase inicial da lesao tubular pelo
veneno ocorre a diminuigao da ati-
vidade da succinato desidrogenase
na mitocondria em células epite-
liais proximais. Esta enzima esta
relacionada a transformacao do
succinato em fumarato na cadeia
de formacao do malato dentro do
ciclo do acido citrico da respiracao
mitocondrial. Os acidos graxos in-
saturados parecem estar relaciona-
dos a esta disfuncao mitocondrial
decorrente da acao da fosfolipase
A que gera a formagao de pero-
xidos como subproduto oxidativo
(Rahmy, 2001:66).

Dentre os varios componentes
do veneno, a fosfolipase A é prova-
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velmente o mais forte candidato a
agente desta lesao celular direta. A
fosfolipase A constitui-se em uma
familia de enzimas que atuam sobre
fosfolipides gerando acidos graxos
livres e lisofosfolipides. A sua ativa-
¢do estd associada a degradacao da
membrana plasmatica e mitocon-
drial, comprometendo as reservas
energéticas e a permeabilidade das
membranas. Em muitas células, a
fosfolipase A ¢ a enzima que regu-
la a liberacdo do acido aracdonico,
cuja metabolizacao gera radicais
livres que tem potencial lesivo e
podem causar vasoconstricao renal
comprometendo o fluxo sanguineo
e a liberacdo de oxigénio para os
tecidos (Siesjo et al, 1989).

Monteiro e cols. demonstraram
que o veneno crotalico em rim iso-
lado tem a capacidade de aumen-
tar a pressao de perfusao e o fluxo
urindrio, bem como, diminuir a
filtragao glomerular e o transpor-
te de sodio tubular, evidenciando
que o veneno crotalico tem a ca-
pacidade de causar toxicidade glo-
merular direta, bem como, alterar
a reabsorcao de sodio em tabulos
proximais. A lesao tubular parece
estar envolvida com a ativagao de
mediadores lipidicos e aminas va-
soativas sensiveis a dexametasona,
enquanto a lesao glomerular e a
vasoconstricao renal estariam en-
volvidas com a formacao de pros-
taglandinas, prostaciclinas e trom-
boxane, sensiveis a indometacina.
Além disto, a inibi¢do dos canais de
célcio nifedipina-sensiveis reverte
o processo lesivo da peconha cro-
talica no glomérulo e vasculatura
renal (Martins et al, 1998).

A crotoxina e a girotoxina, fra-
¢oes do veneno crotélico, parecem
ter um papel importante como
responsaveis pela toxicidade direta
renal. A crotoxina tem como alvo
a vasculatura renal, os glomérulos
e tubulos renais. Esta toxina age
aumentando a permeabilidade da
vasculatura renal e causa lesao em

células endoteliais, possivelmente
mediada pela fosfolipase A , prin-
cipal componente da crotoxina,
que ataca as membranas celulares,
aumenta a permeabilidade e libe-
ra radicais per6xidos (Monteiro et
al, 2001). Por outro lado, a giroto-
xina apresenta toxidade tubular,
manifestada pela diminuicao da
reabsorc¢ao tubular de sédio, sem
diminuicao do ritmo de filtracao
glomerular. (Martins et al, 2002).

Veneno botropico e
evidéncia da toxicidade
renal:

O veneno botropico, apds a sua
inoculacao, permanece na pele
(mais de 50% do volume total),
sendo este o primeiro 6rgao aco-
metido, agindo posteriormente em
musculos e rins, ndo alcancando
neste ultimo 6rgao concentragdes
maiores do que em musculos. A
alta concentragao na pele é condi-
zente com os efeitos clinicos causa-
dos pelo veneno, incluindo incha-
¢o, dor, pustulas, equimoses e he-
morragia, podendo causar necrose
local. Outros efeitos do veneno in-
cluem: choque cardiovascular, mio-
globindria, e mais especificamente
nos rins glomerulonefrite, necrose
tubular aguda e necrose cortical
(Feitosa et al, 1997:50;70).

O veneno botrdpico, em con-
centracao subletal, causa alteragdes
funcionais renais, como diminui-
¢ao da filtragao glomerular, da
diurese e do fluxo plasmatico renal
em ratos. A diminuicao dos niveis
de fibrinogénio e hematdcrito e a
presenca de hemdlise intravascular
sao bem marcantes. O aumento do
DHL plasmatico e da hemoglobi-
na livre também sao observadas,
ficando evidenciada a participacao
massiva da deposicao de fibrina nos
capilares glomerulares e da hemo-
lise intravascular como os fatores
mais importantes na etiopatogenia
da insuficiéncia renal aguda por
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acidente botropico (Burdmann et
al, 1993).

O efeito direto do veneno botrd-
pico foi descrito por Monteiro e cols.
em estudo de rim isolado, em que
se observou diminuicao da pressao
de perfusao, do fluxo urinario, da
reabsor¢ao proximal de sodio e da
reducao do clearance osmolar. Fica
claro que a lesao renal ocorre inde-
pendentemente da mioglobintria
e de outros fatores inflamatdrios
sistémicos. Os tibulos proximais
renais perdem a capacidade funcio-
nal, demonstrada pela maior excre-
¢ao de sodio (Serra et al, 1999). Os
estudos in vitro com tibulos renais
isolados e portanto, na auséncia de
fatores hemodinamicos e sistémi-
cos, possibilitou a demonstracao de
efeitos toxicos diretos do veneno
encontrados por Collares-Buzato e
cols. em células epiteliais imortali-
zadas MDCK (Madin-Darby canine
kidney), em que o veneno botropico
aumentou a liberacao de DHL e di-
minuiu a incorporacao do Verme-
lho Neutro. Este efeito lesivo sobre
a viabilidade celular veio acompa-
nhado de altera¢oes do citoesquele-
to, especificamente sobre ocludinas
e caderinas, envolvidas nas juncoes
entre as células (Collares-Buzato et
al, 2002).

Outros estudos demonstraram
na analise histoldgica a ocorréncia
de dilatacao de tabulos proximais
e necrose tubular aguda. Interes-
sante notar que a indometacina,
inibidor da ciclo-oxigenase, nao
teve nenhum efeito em reverter a
perda funcional dos tibulos proxi-
mais (Havt etal, 2001:62).

A atividade toxica direta do ve-
neno botrépico ficou bem eviden-
ciada em tubulos renais isolados
de rins de ratos oxigenados porém
em tubulos submetidos a hipdxia/
reoxigenacao encontrou-se uma
atenuacao da lesdo da hipdxia e
reoxigenagao ao adicionar veneno
botrépico em baixa concentracao,
achados estes de Zager e cols. (Zager
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et al, 1993) também encontraram
efeito protetor semelhante com os
venenos da Naja Haje e da Apis me-
lifera. Estes venenos ao sofrerem
continuas diluicdes apresentavam
efeito protetor frente aos efeitos de-
letérios da hipoxia. Quando a fos-
folipase A foiadicionada aos tibu-
los proximais oxigenados, ocorreu
lesao celular, mas esta enzima foi
protetora em tubulos hipoxicos.
Zager justifica que tanto o excesso
quanto a deplecao de fosfolipase
A sdo deletérios para as c€lulas
epiteliais. A homeostase celular se
manteria durante a hipdxia através
da suplementacao desta enzima a
célula, previamente depletada pela
falta de oxigenacao. Outras fragdes
do veneno botropico parecem es-
tar envolvidas na nefrotoxicidade
renal, como a lecitina que inibe a
proliferagao de células renais (Pe-
reira-Bittencourt et al, 1999). A
lecitina poderia ter um papel pre-
judicial na isquemia renal causada
pelo acidente botrépico, através da
inibicao da regeneracao celular.

Efeito das isoformas da
fosfolipase A dos venenos
crotalico e botrdpico

Alesao e/ou protegao promovi-
da pelo veneno botrépico é acom-
panhada de alteracoes na producao
de radicais perdxidos, os quais se
correlacionaram com a liberacao
de DHL. O excesso de fosfolipase
A promove em células oxigenadas
acumulo de acidos graxos, bem
como, estimula a producao de ra-
dicais superéxidos e a quebra de
fosfolipides de membranas celula-
res, causando lesao celular (Zeller,
1997). O isolamento de uma fos-
folipase A “like” da fragao IV do
veneno botropico foi obtida por
Bonfim e cols., através de croma-
tografia por HPLC. Esta fosfolipase
¢ dependente de célcio e inibida
na presenca de cobre com zinco e
cobre com magnésio. Foi demons-
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trado que a crotapotina da Crotalus
durissus terrificus inibe a atividade
desta fosfolipase da Bothrops jarara-
cussu, indicando que ambas devem
competir pelo mesmo sitio de liga-
¢ao in vivo.

Para Sapirstein e cols. o papel
da fosfolipase A na citotoxicidade
fica bem evidenciada pelo aumento
de calcio citosdlico, pela deplecao
de ATP e geracao de espécies reati-
vas de oxigénio. Muitas isoformas
estdo presentes em varios tipos de
células, sendo que especificamente
nestes estudos foi demonstrada a
presenca de uma isoforma de fos-
folipase A que estd expressa na
isquemia renal, no cérebro e na
necrose tumoral. Em células que
nao expressam esta isoforma ba-
salmente, ela pode ser estimulada
pela adicdo exdgena de peroxidos,
contribuindo para lesao celular
(Chaitidis et al, 1998:60).

Em seu modelo Zager diferencia
afosfolipase A secretoria e a fosfoli-
pase A do grupo II citosodlica, sendo
a segunda responsavel pela lesdao
celular, e a primeira apresentando
apenas papel fisioldgico na célula,
Zager demonstrou que o aumento
de 4gua oxigenada somente ocorre
quando ha aumento de acido ara-
cdonico citosolico, 0 mesmo nao
ocorrendo quando 4cido aracdoni-
co é exdgeno; por outro lado o cal-
cio citosolico é necessario, mas nao
suficiente em produzir aumento da
toxicidade celular causada pelo hi-
droperoxido em células que secre-
tao fosfolipase A (Sapirstein et al,
2003). Estes trabalhos vem esclare-
cer que as isoformas da fosfolipase
A2 que constituem tanto o veneno
crotalico como o botrépico nao sao
as mesmas e possuem efeitos dis-
tintos, e muitas vezes antagonicos.

Papel do calcio na atividade
toxica dos venenos ofidicos

O papel do calcio fica bem evi-
denciado no estudo do citrato, pois
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este elemento esta presente na
composicao do veneno de serpen-
tes, abelhas, vespas, escorpioes, ta-
rantulas e formigas, possuindo um
efeito tampao e quelante de ions
de metais divalentes, entre eles
figuram o calcio e zinco de maior
importancia em venenos ofidicos,
pois o célcio é necessario para agao
das fosfolipases A2 neurotdxicas
e miotdxicas, e sem a presenca do
zinco as metaproteases hemorra-
gicas toxicas ficam inativas. Outro
papel importante do citrato é a sua
propriedade anticoagulante em
veneno ofidico correspondendo a
25% do seu peso seco. Em vene-
no da Bothrops hasper o citrato blo-
queou completamente a acao da
fosfolipase A M II na presenga de
célcio, em Crotalus adamanteus ate-
nuou a agao toxica da 5’-nucleoti-
dase e fosfodiesterase (Odell et al,
1998). A respiracao mitocondrial
sofre agao deletéria da fosfolipase
A da Crotalus durissus terrificus in-
terferindo na fase F1, F2 e F3 da ca-
deia respiratoria, levando ao edema
mitocondrial porem ao adicionar-
mos EGTA, um sabido quelante de
calcio, o efeito deletério desta fosfo-
lipase A € completamente inibida
(Valente et al, 1998). Este achado
vem ao encontro do observado em
tubulos proximais oxigenados e
submetidos a hipxia/reoxigena-
¢ao quando adicionado veneno
crotalico, claramente a fosfolipase
A inibe a respiragao mitocondrial
em 3 fases distintas, este dano é
muito relevante em células do ti-
bulo proximal uma vez que estas
sdo ricas em mitocondrias pelo alto
gasto energético necessario pela re-
absorcao proximal.

Outras fracoes do veneno bo-
tropico sdao dependentes de calcio,
como a Newiedase, uma metapro-
tease ndo hemorragica e fibrinoli-
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tica, estraida do veneno da Bothrops
neuwiedi. Esta metaloprotease é
inibida com EDTA, e possui um
importante papel de componentes
da matriz celular (Rodrigues et al,
2001; Rodrigues et al, 2000). O an-
ticoagulante fator I da Angkistrodon
acutus que possui marcadamente
atividade anticoagulante e esta en-
volvida com forte atividade hemor-
ragica, possui dois sitios especificos
a calcio, sem os quais o anticoagu-
lante fica inativo, requerendo, para
tanto, de concentra¢des de calcio
maiores do que 1 mM (Xu et al,
2001). Denotadamente a presenca
do calcio parece “despertar” mui-
tas das fragdes dos venenos ofidicos
que estao inativas dentro da bolsa
de veneno das serpentes, que ao
serem inoculadas no organismo da
vitima encontra um meio rico em
célcio (préximos a ImM) e desen-
cadeiam varios degradativos res-
ponsaveis pela toxicidade de mui-
tas fracoes da peconha crotalica.

Soro antiofidico

A administracao parenteral de
soro purificado de cavalos previa-
mente imunizados com o veneno
de determinado género de serpen-
te, constitui a principal terapia uti-
lizada em todo o mundo para o aci-
dente ofidico, constituindo na sua
parte ativa de vérias imunoglobu-
linas que carregam a especificidade
para as diferentes fragdes toxicas do
veneno (Theakston et al, 1991). A
capacidade do veneno de inativar
as diferentes fracoes , muitas delas
ainda desconhecidas, ainda ¢é obs-
curo. Outro fator importante a ser
considerado é o comprometimento
hemodinamico do paciente, colo-
cando em dtvida como ocorreria a
biodisponibilidade do soro (Barral-
Netto etal, 1991; Dart et al, 1988).

O soro antibotrdpico foi capaz
de inativar acao deletéria do vene-
no botrdpico seja em tibulos oxi-
genados ou submetidos a hipdxia
e reoxigenacao, adiconado imedia-
tamente apds, ou terapeuticamen-
te (5, 10 e 15 minutos); tal acao foi
confirmada pela queda da peroxi-
dacdo lipidica causada pela agao do
veneno botropico. Battellino e cola-
boradores (2003), em ratos Wistar,
também demonstraram que o Soro
antibotrdpico reverte a maioria dos
efeitos e distdrbios sistémicos cau-
sados pelo veneno da Bothrops Ja-
raraca, como a coagulacao, intensa,
lesdes hemorragicas e reacoes in-
flamatorias; mas quando adminis-
trado o soro simultaneamente e até
15 minutos ap6s o veneno ter sido
injetado hove reversao do quadro
lesivo. Cabe ressaltar que o soro nao
conseguiu reverter os sintomas lo-
cais, como disttirbios na coagulacao,
lesdes hemorragicas, aumento da
permeabilidade vascular e aumen-
to da interacao leucdcito-endotélio
(Battellino et al, 2003). Outro acha-
do revelevante se mostra quando
avaliada a hiperalgesia local causa-
da pela Bothrops Jararaca, em mode-
lo animal, em que o soro botrdpico
adiminstrado até 15 minutos depois
do veneno neutralizou a agao deste
(Picolo et al, 2002).

Em estudo prospectivo con-
trolado, os pacientes picados pela
Crotalus atrox que tiveram poste-
rior soroterapia até 1 hora, tiveram
uma sobrevida significantemente
maior do que os pacientes que fo-
ram tratos apos este periodo (Dart
etal, 1988), demonstrando que o
tempo de laténcia entre o acidente
ofidico e a soroterapia é de grande
importancia, seja para a sobrevida
do paciente, ou para diminuir a
probalibidade de isuficiéncia renal
(Dos Santos, et al, 1992).
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