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RESUMO 

AVALIAÇÃO DOS EFEITOS CITOTÓXICOS E RENAIS PROMOVIDOS PELO 

VENENO DA SERPENTE Bothrops alternatus 
 

 

As serpentes do gênero Bothrops sp. são responsáveis pelo maior número de acidentes ofídicos 

no Brasil, de acordo com o Ministério da Saúde. A insuficiência renal aguda (IRA) é a 

complicação grave mais associada nestes tipos de acidentes. A serpente Bothrops alternatus 

(Rhinocerophis alternatus) é uma espécie de importância médica responsável por acidentes 

ofídicos, com predominância no Sul do Brasil. Desta forma, investigou-se alterações renais 

induzidas pelo veneno total de Bothrops alternatus (vBalt) em sistema de rim isolado de rato e 

em cultura de células de túbulo proximal renal das linhagens LLC-MK2 (Macaco) e HK-2 

(Humanas). No sistema de perfusão renal, utilizou-se ratos Wistar (250 a 300g), com dois 

grupos experimentais (1µg/mL e 3 µg/mL de vBalt; n=6). Foi verificado diminuição na pressão 

de perfusão (PP) na concentração de 1 μg/mL aos 90 e 120 min e na de 3 μg/mL aos 60, 90 e 

120 min. Para ambas as concentrações, a resistência vascular renal (RVR) e o fluxo urinário 

(FU) diminuíram aos 90 e 120 minutos e o ritmo de filtração glomerular (RFG) mostrou-se 

reduzido a partir dos 60 min. Quando se analisou o percentual de transporte de eletrólitos, 

observou-se que o transporte tubular de sódio (%TNa+) foi reduzido aos 120 min para 

concentração de 1 µg/mL, e aos 90 e 120 min para a de 3 µg/mL; o transporte tubular de cloreto 

(%TCl-) também foi reduzido aos 120 min para 1 µg/mL e aos 60, 90 e 120 min para a 

concentração de 3 µg/mL; quando analisou-se os transportes tubulares proximais foi visto que  

o transporte tubular proximal de sódio (%TpNa+) e o transporte tubular proximal de cloreto 

(%TpCl-) diminuíram a partir dos 60 min até o fim o experimento, para concentração de 1 

µg/mL, e aos 60, 90 e 120 para a de 3 µg/mL. A análise histopatológica demonstrou presença 

de alterações morfológicas microscópicas significativas, tais como acúmulo de proteínas a nível 

tubular e glomerular, dano glomerular e degeneração hidrópica em ambas as concentrações 

estudadas. Na avaliação do perfil do estresse oxidativo, observou-se que os níveis de glutationa 

reduzida (GSH) encontravam-se diminuídas em ambas as concentrações: 1µg/mL (643,8 ± 

36,31 µg/g de tecido) e 3µg/mL (757,4 ±126,7 µg/g de tecido), já os níveis de malondiáldeido 

(MDA) se encontravam aumentados em ambas as concentrações: 1µg/mL (16,42 ± 3,561 µg/g 

de tecido) e 3µg/mL (15,37±2,237 µg/g de tecido). Os níveis de nitrito também estavam 

aumentados em relação ao controle: 1µg/mL (309,4±25,29 nM/g de tecido) e 3µg/mL (330,7 ± 

29,19 nM/g de tecido). No cultivo de células LLC-MK2 e HK-2, o vBalt diminuiu a viabilidade 

celular em altas concentrações (50, 100 e 200µg/mL) apenas para a LLC-MK2, por outro lado, 

nas concentrações reduzidas (0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25µg/mL), observou-se 

um aumento na viabilidade celular, apresentando uma IC50 de 221,3μg/mL, para linhagem 

LLC-MK2. Na análise do tipo de morte celular induzida, utilizou-se a citometria de fluxo com 

Anexina V-PE e 7-AAD, foi observado que a morte celular ocorreu de forma predominante por 

necrose. Esses resultados demonstraram que o veneno de Bothrops alternatus alterou todos os 

parâmetros e funções renais avaliados no modelo de perfusão renal, demonstrando sua ação 

nefrotóxica direta e seus efeitos citotóxicos nos cultivos celulares estudados. 

 

Palavras-chaves: Bothrops alternatus, efeitos renais, morte celular, perfusão renal. 
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ABSTRACT 

 

 

EVALUATION OF THE CYTOTOXIC AND RENAL EFFECTS PROMOTED BY 

Bothrops alternatus SNAKE VENOM 

 

 

The snakes of the genus Bothrops sp. are responsible for the highest number of ophidian 

accidents in Brazil, according to the Ministry of Health. Acute kidney injury (AKI) is the severe 

complication most associated in these types of accidentes. The Bothrops alternatus snake is a 

species of medical importance responsible for ophidian accidents, predominantly in Southern 

Brazil. Thus, it was investigated renal changes induced by the total venom of Bothrops 

alternatus (Baltv) in isolated rat kidney system and kidney proximal tubule cells culture from 

LLC-MK2 (Monkey) and HK-2 (Human) lines. In the kidney perfusion system, Wistar rats 

(250 to 300 g) were used, with two experimental groups (1 μg/mL and 3 μg/mL vBalt; n = 6). 

There was a decrease in the perfusion pressure (PP) at the concentration of 1 μg/mL at 90 and 

120 min and of 3 μg/mL at 60, 90 and 120 min. For both concentrations, renal vascular 

resistance (RVR) and urinary flow (UF) decreased at 90 and 120 minutes and the glomerular 

filtration rate (GFR) was reduced from 60 min. When the percentage of electrolyte transport 

was analyzed, it was observed that the tubular sodium transport (% TNa+) was reduced at 120 

min in the concentration of 1 μg/mL, and at 90 and 120 min to 3 μg/ml; The tubular chloride 

transport (%TCl-) was also reduced at 120 min to 1μg/ml and at 60, 90 and 120 min for the 

concentration of 3 μg/mL; when the proximal tubular transport was analyzed, it was seen that 

the proximal tubular sodium transport (%TpNa+) and proximal tubular chloride transport 

(%TpCl-) decreased from 60 min until the end of the experiment to the concentration of 1 

μg/mL, and at 60, 90 and 120 to 3 μg/mL. The histopathological analysis demonstrated the 

presence of significant microscopic morphological alterations, such as accumulation of proteins 

at the tubular and glomerular level, glomerular damage and hydropic degeneration at both 

concentrations studied. In the evaluation of the oxidative stress profile, it was observed that the 

levels of reduced glutathione (GSH) were decreased in concentrations: 1μg/mL (643.8 ± 36.31 

μg/g tissue) and 3μg/mL (757.4 ± 126.7 μg/g tissue), with malondialdehyde levels (MDA) 

increased at concentrations of 1 μg/mL (16.42 ± 3.561 μg/g tissue) and 3 μg/mL (15.37 ± 2.237 

mg /g tissue). Nitrite levels also increased in relation to the control: 1μg/mL (309.4 ± 25.29 nM 

/g tissue) and 3μg/mL (330.7 ± 29.19 nM/g tissue). In the culture of LLC-MK2 and HK-2 cells, 

the Baltv decreased cell viability at high concentrations (50, 100 and 200 μg / mL) only for 

LLC-MK2, on the other hand, in reduced concentrations (0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 

12,5, 25µg/mL), an increase in cell viability was observed, presenting an IC 50 of 221.3 μg/mL 

to the LLC-MK2 line. In the analysis of type of induced cell death, flow cytometry was used 

with Annexin V-PE and 7-AAD, and it was observed that cell death occurred predominantly 

due to necrosis. These results demonstrated that the venom of Bothrops alternatus altered all 

renal parameters and functions evaluated in the kidney perfusion model, demonstrating its 

direct nephrotoxic action and its cytotoxic effects in the studied cell cultures. 

Keywords: Bothrops alternatus, renal effects, cell death, kidney perfusion. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Gerais. 

 
 

Acidente ofídico ou ofidismo é um quadro de envenenamento decorrente da inoculação 

de toxinas através do aparelho inoculador (presas) de serpentes. No Brasil, as serpentes 

peçonhentas de interesse em Saúde Pública são representadas por quatro gêneros da família 

Viperidae: serpentes do grupo Bothrops (jararaca, jararacuçu, urutu, caiçaca, combóia), o qual, 

atualmente, está dividido em dois gêneros – Bothrops e Botrocophias; Crotalus (cascavel); 

Lachesis (surucucu-pico-de-jaca); Micrurus e Leptomicrurus (coral-verdadeira). O 

envenenamento ocorre quando a serpente consegue injetar o conteúdo de suas glândulas 

venenosas, o que significa que nem toda picada leva ao envenenamento. Há muitas espécies de 

serpentes que não possuem presas, mas, quando presentes, estão localizadas na porção posterior 

da boca, o que dificulta a injeção de veneno ou toxina (BÉRNILS, 2016; Brasil, 2016; 2001). 

Atualmente no mundo, existem aproximadamente 3.600 espécies de serpentes 

catalogadas (UETZ, 2016), das quais cerca de 530 espécies são peçonhentas (FRANCO, 2003). 

O Brasil possui 392 espécies, sendo cerca de 70 delas peçonhentas e divididas entre as famílias 

Elapidae e Viperidae (BÉRNILS, 2016). 

Embora o número exato de picadas de serpentes ainda seja desconhecida, cerca de 5 

milhões de pessoas são acometidas à cada ano, com até 2,5 milhões de envenenamentos. Pelo 

menos 100.000 pessoas morrem em decorrência destes acidentes, com cerca de três vezes o 

número de amputações e outras deficiências permanentes causadas por serpentes, sendo os 

trabalhadores agrícolas e as crianças os mais afetados. Acidentes com serpentes peçonhentas 

tornaram-se uma questão de saúde pública negligenciada em muitos países tropicais e 

subtropicais em desenvolvimento (CRUZ et al., 2009; HARRISON et al., 2009; WHO, 2016). 

Os acidentes ofídicos são um grave problema de saúde, especialmente na América 

Latina, África e Ásia. Na Europa, Estados Unidos e Canadá, esses acidentes são relativamente 

raros. Na África, a frequência dos acidentes ofídicos é precariamente documentada. Na Ásia, 

principalmente no Paquistão, na Índia e na Birmânia, os acidentes ofídicos provocam de 25.000 

a 35.000 óbitos por ano. No Japão, a incidência geral é de aproximadamente 1/100.000 

habitantes e a letalidade é inferior a 1%. Na América do Sul, o Brasil é o país com maior número 

de acidentes com cerca de 20.000 casos por ano, seguido pelo Peru (4.500), Venezuela (2.500 
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a 3.000), Colômbia (2.675), Equador (1.200 a 1.400) e Argentina (1.150 a 1.250) 

(ALBUQUERQUE et al., 2013; ANTUNES et al., 2010, CHIPPAUX, 1998; WARREL, 2004). 

No Brasil, segundo o Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) do 

Ministério da Saúde, foram registrados no ano de 2015, um total de 24.467 casos de acidentes 

ofídicos. Dados que podem alcançar a marca de 31 000 acidentes como foi registrado no ano 

de 2011. Ainda em 2015 foram registrados 107 óbitos, dos quais as regiões Nordeste, Norte e 

Sudeste, respectivamente, possuem os maiores números de mortes ocasionadas por acidentes 

por serpentes. Com incidência de 55,4 para a região Norte, 11,0 Nordeste, 7,1 Sudeste, 8,4, 

região Sul, 18,6 Centro-Oeste e apresentando neste ano 13,3 de incidência no País (SINAN, 

2016). 

Esses dados sobre acidentes por animais peçonhentos, no Brasil, são coletados através 

de sistemas de notificação como Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Sinan/MS), 

Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas (Sinitox/Fiocruz/MS), Sistema de 

Informações Hospitalares do Sistema Único de Saúde/MS e o Sistema de Informações sobre 

Mortalidade/MS (SIM). Apesar de todos esses sistemas, os dados epidemiológicos disponíveis 

não retratam a real magnitude do problema, provavelmente devido à subnotificação dos casos, 

tendo em vista, entre outros fatores, as dificuldades de acesso aos serviços de saúde de muitos 

municípios brasileiros (LEMOS et al., 2009). 

Embora se trate de uma emergência médica frequente nas regiões rurais de países 

tropicais, a incidência dos envenenamentos é subestimada, pois a maior parte das vítimas é 

tratada por métodos de prática tradicional e, dessa forma, os casos não são notificados, pois 

raramente chegam a unidades hospitalares (WARREL, 2012). 

A ocorrência dos acidentes ofídicos varia de acordo com a época do ano e, por muitas 

vezes, segue padrões, estando relacionada a fatores climáticos e ao aumento da atividade no 

campo, em geral, obedecem a sazonalidade de cada região do país (BOCHNER; 

STRUCHINER 2003; BRASIL, 2001). Com isso, nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, 

observa-se incremento do número de acidentes no período de setembro a março, já na região 

Nordeste, os acidentes aumentam de janeiro a maio, enquanto na região Norte, não se observa 

sazonalidade marcante, ocorrendo os acidentes uniformemente durante todo o ano (BRASIL, 

2001). Esses acidentes são mais comuns em áreas rurais, costumam ter as extremidades 

inferiores e superiores do corpo das vítimas como principal alvo do local da picada. A faixa 

etária está, na maioria dos casos, na idade adulta entre 20 – 49 anos, quanto ao sexo, o masculino 
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é o mais atingido (COSER et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2015; LIMA et al., 2009). Os 

óbitos estão associados à demora na utilização da soroterapia, falência renal e outras 

complicações decorrentes do acidente. O gênero Bothrops é o responsável pela maior parte dos 

acidentes (GUTIÉRREZ, 2011; BRASIL, 2001). 

A composição do veneno apresenta características particulares, tanto na intensidade 

como nos tipos de ações, para cada espécie de serpente. Os venenos são compostos por misturas 

complexas contendo aminoácidos livres, pequenos peptídeos, carboidratos (glicoproteínas), 

lipídios, compostos inorgânicos, enzimas e polipeptídios farmacologicamente ativos, podendo 

apresentar variações destes compostos devido à diferença entre as famílias, gêneros e espécies 

ou mesmo dentro de uma mesma espécie. Diferenças intraespecíficas na composição do veneno 

são decorrentes de variações geográficas, sexuais, ontogenéticas e sazonais, mostrando assim, 

diferentes potenciais de efeitos farmacológicos e/ou tóxicos e como esses fatores podem afetar 

a neutralização proporcionada pelo antiveneno, tornando pouco previsível o tratamento das 

vítimas de acidentes ofídicos (CALVETE et al., 2011; CHIPPAUX et al., 1991; ROCHA & 

FURTADO, 2005). 

A soroterapia é a forma mais indicada para o tratamento de acidentes ofídicos. O soro 

antiofídico é obtido através da hiperimunização de equinos com um pool de venenos, das 

espécies que apresentam maior relevância quanto a epidemiologia e acidentes ocasionados. Em 

se tratando dos acidentes causados pelo gênero Bothrops, o soro indicado é o antibotrópico, o 

antígeno para o gênero Bothrops inclui: 50 % de veneno de Bothrops jararaca, 12,5 % de cada 

um dos venenos Bothrops alternatus, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni e Bothrops 

neuwiedi. Quando observada a qualidade do soro obtido frente às manifestações locais, não se 

observa regressão ou mudança dos efeitos inflamatórios, sendo que tais efeitos se instalam com 

grande rapidez após o acidente, o que compromete o restabelecimento da integridade tecidual, 

mesmo com a utilização do soro. Fatores esses que devem estar associados aos componentes 

do veneno que não são neutralizados pela ação do soro (BRASIL, 1996; GUTIERREZ et al., 

1986; ZAMMUNER et al., 2004; DA SILVA et al., 2007). 

 

1.2 Gênero Bothrops. 

 

Na América do Sul, as serpentes do gênero Bothrops foram bem estudadas por causa da 

sua predominância e importância médica em países como Brasil, Colômbia, Equador, 
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Venezuela, Bolívia e Peru (HIGUCHI et al., 2007; ACOSTA, 2010). No Brasil, o gênero 

Bothrops compreende cerca de 30 espécies, pertencem à família Viperidae e são popularmente 

conhecidas como jararacas (BÉRNILS & COSTA, 2016). Essas serpentes são caracterizadas 

por possuírem a cauda sem maiores modificações, geralmente com escamas subcaudais em 

pares, aparelho inoculador do tipo solenóglifo, cabeça triangular e fosseta loreal. Habitam 

preferencialmente os ambientes úmidos, como matas e áreas cultivadas. Possuem hábitos 

noturnos ou crepusculares, são consideradas muito agressivas e chegam a atacar sem causar 

ruídos (ALBUQUERQUE; COSTA; CAVALCANTE, 2004; MELGAREJO, 2003).  

O gênero Bothrops é responsável por mais de 90% dos acidentes registrados no Brasil, 

sua peçonha é bastante complexa e composta por uma mistura de enzimas e polipeptídios 

farmacologicamente ativos e responsáveis pelas alterações tóxicas locais e sistêmicas. A grande 

variedade de espécies agrupadas sob esse gênero mais as variações biológicas, locais, sazonais 

e até referentes a alimentação desses animais, comprovadamente causam variações na 

composição proteica dos venenos dessas espécies. Estudos relatam que espécies coletadas em 

diferentes regiões do Brasil apresentam diferentes potenciais de efeitos farmacológicos e/ou 

tóxicos que podem afetar a neutralização proporcionada pelo antiveneno (soro), tornando pouco 

previsível o tratamento das vítimas de ofidismo (CALVETE et al., 2011; JORGE et al., 2017). 

Acidentes por serpentes desse gênero causam alterações no local da inoculação que se 

desenvolvem rapidamente e não são neutralizadas pela soroterapia convencional, mesmo que 

precocemente, enquanto que parte dos efeitos sistêmicos conseguem ser corrigidos com o uso 

da soroterapia em tempo hábil (BRASIL, 2001; GUTIÉRREZ et al., 2009a; 2009b).  

Embora haja variação entre espécies, ainda existe a variação intraespecífica (na mesma 

espécie) na composição das peçonhas ofídicas, em especial do gênero Bothrops. É de suma 

importância a realização de estudos relacionados para a melhor compreensão deste fenômeno e 

sua aplicação na produção de anticorpos (soros) mais efetivos a fim de neutralizar efeitos 

tóxicos dos envenenamentos, principalmente dos efeitos locais que, muitas vezes, geram 

sequelas permanentes. Essas variações foram analisadas no estudo realizado com a espécie 

Bothrops erythromelas, endêmica da região Nordeste por JORGE et al., (2015) que 

demostraram variações sutis de componentes presentes na peçonha da serpente da mesma 

espécie, porém de regiões geográficas diferentes. 
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1.2.1 Composição Geral dos Venenos de Bothrops: Ações Locais, Sistêmicas e Renais. 

 

O veneno das serpentes são uma mistura complexa de enzimas, glicoproteínas, 

polipeptídios e componentes não-proteicos, que apresentam atividades bem variadas (Quadro 

01), são sintetizados e armazenados em pares de glândulas altamente especializadas, ligadas às 

presas por dutos. Os componentes dos venenos permitem que as serpentes possam confinar, 

imobilizar e digerir suas presas, além de ser um mecanismo de defesa contra predadores. Ao 

entrar em contato com a presa ou vítima, essa mistura acarreta uma grande variedade de ações 

biológicas, agindo como toxinas e atacando vários sistemas fisiológicos, levando muitas vezes 

à morte, debilitação da presa ou vítima e por vezes sequelas graves. Essa mistura de compostos, 

costumam exibir atividades farmacológicas, embora existam algumas proteínas que formam 

complexos, covalentes ou não covalentes, com outras proteínas para exibir atividade 

farmacológica mais potente, e podendo os tornar mais letais (MACKESSY; BAXTER, 2006; 

CALVETE et al., 2009; DOLEY; KINI, 2009; ESPINO-SOLIS et al., 2009). 

Quadro 01 - Composição química dos venenos botrópicos. 

 

Função Proteica 

 

Com Atividade Enzimática 

Fosfolipases (PLA2); 

Metaloproteinases; 

Serinoproteinases;  

L-aminoácido oxidase (LAAO); 

Sem Atividade Enzimática 
Cardiotoxinas; 

Lectinas tipo C; 

Desintegrinas; 

Função Não Proteica 

Carboidratos, Serotonina, Histamina, íons inorgânicos. 

       Fonte: Adaptado de DE TONI et al., (2015). 

 

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofídicos têm propriedade proteica e são 

essas proteínas as responsáveis pela maior parte dos efeitos biológicos (BON, 1997). Parte 

desses elementos proteicos possuem atividades enzimáticas (Quadro 01), como as fosfolipases 

isoladas de venenos de serpentes (svPLA2), que desempenham sua atividade catalítica e agem 

sobre substratos lipídicos, estando relacionadas à produção de derivados do ácido araquidônico 

(FERREIRA et al., 2013). svPLA2s costumam ser muito tóxicas, em um único veneno podem 

ocorrer várias isoenzimas, cujos efeitos farmacológicos podem variar, incluindo ação 

hemolítica, neurotoxicidade, agregação de plaquetas, anticoagulante, edematogênica, 
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miotóxica, bactericida e pró-inflamatória, estão relacionadas à mionecrose local que pode 

provocar sequelas, como perda tecidual permanente, incapacidade ou amputação do membro 

afetado (GHAZARYAN et al., 2014). 

As metaloproteinases isoladas de venenos de serpentes (svMPs) são um grupo de 

endopeptidases, dependentes de cálcio ou zinco ligados no sítio ativo para possuírem atividade, 

desempenham um papel central no envenenamento, sendo classificadas em cinco superfamílias 

sendo uma delas a família metzincinas, da qual fazem parte as metaloproteinases dos venenos 

de serpentes (DE PAULA et al.,2014). Em geral, a ação das svMPs relaciona-se com a 

proteólise de componentes da matriz extracelular (colágeno tipo IV, laminina e fibronectina), 

proteínas plasmáticas (fibrina, fibrinogênio, fator Von Willenbrand e pró-trombina) e das 

proteínas da superfície celular (integrinas e caderinas). Estes efeitos promovem diversas 

alterações patológicas, tais como hemorragia, inibição da agregação plaquetária, coagulopatia, 

mionecrose, edema, equimose e gerar uma resposta inflamatória (BERNADONI et al., 2014). 

As serinoproteinases estão associadas aos distúrbios hemostáticos devido à sua atuação 

nos componentes da cascata da coagulação sanguínea e do sistema fibrino(geno)lítico 

(ZAQUEO et al., 2014).   

L-aminoácido oxidases isoladas dos venenos de serpentes (svLAAOs) são flavoenzimas 

que catalisam a desaminação estereoespecífica de um substrato L-aminoácido, a um α-

cetoácido correspondente, com a produção de peróxido de hidrogênio e amônia. Nos venenos 

botrópicos pode chegar a 30% do teor total de proteína (TAN et al., 2009; LEE et al., 2014). O 

mecanismo pelo qual LAAO participa da toxicidade dos venenos é desconhecido, entretanto, 

essa enzima libera H2O2, o que provavelmente desempenha um importante papel na sua 

toxicidade, pois sua atividade antibacteriana, citotóxica e agregante plaquetária é inibida por 

catalase (STABELI et al., 2007; NAUMAN et al., 2011; LEE et al., 2014).  

 A fração do veneno que não possui atividade enzimática é composta, por exemplo, por 

lectinas, que se ligam à glicoproteínas e interfere na formação do coágulo e na agregação 

plaquetária (MONTEIRO et al., 2003). Existem ainda constituintes não orgânicos que são: 

cálcio, cobre, ferro, potássio, magnésio, manganês, sódio, fósforo, cobalto e zinco 

(FRIEDERICH e TU, 1971). O cálcio, o manganês e o magnésio são importantes para a 

estabilização de certas proteínas, enquanto outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto 
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possivelmente atuam nos mecanismos catalíticos de componentes enzimáticos como 

metaloproteinases (Quadro 01) (BJARNASON e FOX, 1994). 

 O veneno botrópico desempenha três ações principais durante o envenenamento, são 

elas: hemorrágica, coagulante e proteolítica (BRASIL, 2001), no entanto, dentre todos os efeitos 

ocasionados pelo envenenamento botrópico, relacionado a ação isolada das frações ou mesmo 

a sinergia entre elas, destacam-se os efeitos locais - incluem dor, edema, hemorragia local e 

inflamação, podendo evoluir para um processo de necrose tecidual. Há ainda as manifestações 

ou efeitos sistêmicos que resultam em coagulopatia, hipotensão arterial, alterações 

hemodinâmicas, hemólise intravascular, edema pulmonar, insuficiência renal aguda, falência 

de múltiplos órgãos e hemorragias distantes dos locais da picada - hemorragia gengival, 

macrohematúria, hemorragia uterina e gastrintestinal (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995; 

KAMIGUTI et al., 1996; WARRELL, 2005).  

O envenenamento é responsável por desencadear respostas imunes, levando a liberação 

de citocinas e óxido nítrico. As citocinas iniciam uma cascata de eventos que conduzem as 

ações: febre, edema, vasodilatação, hipotensão e aumento da produção de óxido nítrico. O 

acúmulo destas citocinas desempenha um papel importante na mediação de recrutamento e 

ativação de células necessárias para a inflamação e a reparação de danos nos tecidos 

(SITPRIJA, 2006). O processo inflamatório é uma das principais características do 

envenenamento por serpentes do gênero Bothrops, esse processo é bem evidente nas ações 

locais ocasionadas pela picada da serpente (TEIXEIRA et al., 2009). Como parte dos 

mecanismos químicos e moleculares, estão as citocinas, responsáveis por mediar a resposta 

inflamatória, influenciando a atividade, diferenciação, proliferação e a sobrevida das células 

imunológicas, podem atuar estimulando (pró-inflamatórias, ex: IL-1, 2, 6, 7 e FNT - fator de 

necrose tumoral) ou atenuando (anti-inflamatórias, ex: (IL-4, 10, 13 e FTC β – fator 

transformador de crescimento β) a resposta inflamatória (CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et 

al., 2011).  

Outro aspecto importante na distribuição das peçonhas botrópicas no organismo 

fisiológico de animais ou vítimas envenenadas mostra que os rins são um importante alvo de 

acumulação do veneno, possivelmente devido ao seu papel na excreção de proteínas ofídicas 

(MELLO et al., 2010). A acumulação do veneno no tecido renal pode causar danos 

morfológicos e funcionais que podem interferir na eliminação do veneno, tais como: 

glomerulonefrite, arterite e necrose tubular, glomerulite e nefrite intersticial, necrose cortical 
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(SITPRIJA, 2012), que por vezes acaba evoluindo para insuficiência renal, quando há demora 

no atendimento ou mesmo quando este se dá de forma inadequada. A evolução desses 

envenenamentos para a insuficiência renal aguda (IRA) é a principal causa de morte por 

ofidismo, ocorrendo secundariamente aos processos anteriormente descritos mesmo após o 

tratamento com soro antiofídico (AIRD, 2002; RIBEIRO et al., 1998; SITPRIJA, 2012). 

 

1.2.2 Bothrops alternatus (Rhinocerophis alternatus). 

 

A espécie Bothrops alternatus Duméril, Bibron & Duméril, 1854, atualmente 

denominada Rhinocerophis alternatus (WALLACH et al., 2014), também conhecida como 

urutu, urutu-cruzeiro, cruzeiro e cruzeira, é uma serpente de importância em Saúde Pública, 

com ampla distribuição geográfica. Ocorre no Mato Grosso do Sul e Goiás até a região central 

da Argentina e limite meridional do Uruguai, ocupando desde florestas tropicais, subtropicais 

e decíduas temperadas, até plantações de cana-de-açúcar e áreas pantanosas. Possivelmente, 

essa espécie é encontrada em uma variedade de hábitats que dependem de latitude, mas parece 

estar ausente em áreas secas. Essa serpente é terrestre, possui o corpo robusto e pode atingir 

cerca de 1.7 m de comprimento e tem a cauda relativamente curta. Em algumas áreas de 

ocorrência, destacando-se o Rio Grande do Sul, possui importância médica, sendo responsável 

por acidentes em humanos (CAMPBELL & LAMAR 1989; ROCHA & FURTADO, 2005; 

SANTOS-COSTA et al., 2001). 

Figura 01: Distribuição geográfica da espécie Bothrops alternatus 

 

Fonte: The Reptile Database. 
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Esta espécie, assim como as demais do gênero Bothrops, apresenta veneno de ação 

proteolítica, coagulante e hemorrágica e pode causar acidentes fatais, ou com sequelas, quando 

as vítimas não são corretamente tratadas com soro antiofídico. Cerca de 80% dos acidentes 

registrados no Rio Grande do Sul são por serpentes do gênero Bothrops. Sua ocorrência no 

litoral externo é pouco frequente, mas tem sido registrada eventualmente em locais de dunas 

muito próximos a habitações humanas (BORGES-MARTINS et al., 2007). 

Figura 02: Foto ilustrativa de um exemplar de Bothrops alternatus. 

 

Fonte: Borges-Martins et al., (2007). 

 

A toxicidade do veneno da Bothrops alternatus é semelhante ao de outras espécies do 

gênero Bothrops, apresenta uma DL50 de 2,2-11,5 mg/kg (intraperitonealmente, em ratos) 

(FURTADO et al., 1991, SANCHEZ et al., 1992). O envenenamento por esta espécie também 

produz alterações locais e sistêmicas características de outras espécies do mesmo gênero: ação 

proteolítica, coagulante e hemorrágica (BAUAB et al., 1994), mostrou-se citotóxico a nível 

renal, demonstrado através de cultura de células de rim da linhagem Vero (macaco verde 

africano) (OLIVEIRA et al., 2002) e células do tipo MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) 

(NASCIMENTO et al., 2007). 

Segundo Rocha & Furtado (2005), estudos indicaram que o veneno dessa serpente foi 

pouco ativo quanto às atividades enzimáticas, o trabalho ainda listou uma série de outros 
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estudos que caracterizaram a peçonha desta espécie, sendo alguns deles, distribuídos no quadro 

02, abaixo:  

 

Quadro 02 – Caracterização de atividades e componentes isolados do veneno da serpente 

Bothrops alternatus. 

 

Atividade e/ou fração responsável Referência 

Não apresentou ação amidolítica. FURTADO et al., 1991b 

Baixa atividade caseinolítica e fibrinolítica. 

FURTADO et al., 1991b 

LEITE et al., 1992 

SANCHEZ et al., 1992 

Ação moderada sobre o plasma total, ação tipo 

trombina, sobre fibrinogênio, Fator X e II. 

FURTADO et al., 1991b 

SANCHEZ et al., 1992 

NAHAS et al., 1979 

Presença de uma enzima tipo-trombina a 

Balterobin. 
SMOLKA et al., 1998 

Bothroalternin (Lectina tipo C) que inibe a 

agregação plaquetária e coagulação do 

fibrinogênio. 

CASTRO et al., 1998 

Baixa atividade hemorrágica e necrosante. 

FURTADO et al., 1991a 

SANCHEZ et al., 1992 

ACOSTA PÉREZ et al., 1998 

Não apresentou componentes miotóxicos 

específicos. 

LOMONTE et al., 1990 

MOURA-DA-SILVA et al., 1990a 

Mionecrose do tipo coagulativa. QUEIROZ & PETTA, 1984 

PLA2 com ação miotóxica NISENBON et al., 1986 

Alternagina C (desintegrina-like) SOUZA et al., 2000 

Baltergin (metaloproteinase) GAY et al., 2005 

BthaTL (Trombina-like) VITORINO-CARDOSO et al., 2006 

Balt-LAAO (L-aminoácido oxidase) STÁBELI et al., 2004 

BaltTX-I Lys49 e BaltTX-I Asp49 (PLA2) SETÚBAL et al., 2013 

Bhalternin (Trombina-like) COSTA et al., 2010 

BaTX (PLA2) com atividade neuromuscular PONCE-SOTO et al., 2009 

Fosfodiesterase VALÉRIO et al., 2002 

 

   Fonte: Adaptado de Rocha & Furtado (2005). 

 

A análise proteômica do veneno de Bothrops alternatus, realizada por ÖHLER et al., 

(2010), identificou aproximadamente 100 componentes com massas de 10 a 100 kDa 

pertencente a seis famílias de proteínas: metaloproteinases, serinoproteinases/trombina-like, 

fosfolipases A2, L-aminoácido oxidases, desintegrinas e inibidores de trombina (Figura 03). As 
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metaloproteinases e serinoproteinases representam 78% das proteínas identificadas. As 

metaloproteinases predominam e representam aproximadamente 50% dos componentes 

identificados,  pertencem exclusivamente a classe P-III que possui um domínio rico em cisteína 

(Cys-rich) em adição aos domínios metaloproteinase e tipo desintegrina (Disintegrin-like), 

grupo esse que inclui as toxinas hemorrágicas mais potentes.  

A serinoproteases formam o segundo grande grupo de toxinas como é demonstrado na 

figura 03, As svSPs exercem atividades coagulantes e fibrinogenolíticas, são menos tóxicos do 

que svMP. O estudo mostrou ainda que as frações: metaloproteinases e serinoproteinases 

desempenham papéis primários na patogenia do envenenamento por esta serpente, sendo um 

veneno altamente proteolitico (ÖHLER et al., 2010). 

 

Figura 03 – Composição proteíca do veneno de Bothrops alternatus 

 

 

Fonte: ÖHLER et al., (2010). 

 

Onde: svMPs: Metaloproteinases; PLA2: Fosfolipases A2; LAAOs: L-aminoácido oxidase 

           svSPs: Serinoproteinases; C-type lectins: Lectinas tipo C. 

 

 

1.3 Insuficiência Renal Aguda em Acidentes Botrópicos. 

 

As toxinas ofídicas manifestam suas ações através de lesões glomerulares, tubulares, 

intersticiais e vasculares. Funcionalmente, a IRA induzida por nefrotoxinas geralmente acarreta 
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queda na filtração glomerular, aumento da proteinúria, bem como alterações hidroeletrolíticas 

(CHAIYABUTR; SITPRIJA, 1999).   

Devido ao fluxo sanguíneo elevado, capacidade e função de concentrar substâncias na 

urina e por ser considerado como a principal rota de excreção de venenos, o rim se torna um 

órgão vulnerável à ação de toxinas, sendo a IRA a causa mais comum de morte em acidentes 

botrópicos, estando associada tanto a fatores diretos como indiretos (SITIPRIJA, 2006; PINHO, 

2008; RIBEIRO et al., 1998; MELLO et al., 2010). 

A Sociedade Brasileira de Nefrologia define IRA como sendo a redução aguda da 

função renal em horas ou dias, refere-se principalmente a diminuição do ritmo de filtração 

glomerular e/ou do volume urinário, porém, ocorrem também distúrbios no controle do 

equilíbrio hidro-eletrolítico e ácido-básico. Classificando clinicamente em causas pré-renais, 

renais e pós-renais. 

As causas pré-renais, do ponto de vista dos acidentes ofídicos, incluem as alterações 

hemodinâmicas: hipotensão, aumento da resistência vascular renal, diminuição do fluxo 

sanguíneo renal, hemólise intravascular,  coagulação intravascular disseminada (podendo levar 

à isquemia), mioglobinúria (ação do veneno sobre a musculatura esquelética), rabdomiólise, 

ativação de fatores do complemento e ação de mediadores inflamatórios endógenos liberados 

através da ação das enzimas do veneno, que chegando até o rim podem prejudicar seu 

funcionamento (AMARAL et al., 1986; PINHO et al., 2008; SITIPRIJA, 2006; 2012). 

As causas renais, ou seja, a ação direta da peçonha botrópica sobre a arquitetura renal 

pode ser observada nos achados histológicos de rins perfundidos com venenos e já demonstrada 

através de ensaios com cultura celular (células de túbulos proximais e distais) (Quadro 03). 

Nesse sentido, estudos já demonstram que frações específicas dos venenos são responsáveis 

pela injúria as células renais, como por exemplo, metaloproteinases, PLA2 e L-aminoácido 

oxidase, hialuronidases (CASTRO et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2007; MORAIS et al., 

2015; HAVT et al., 2005). Essas frações geralmente apresentam ações citotóxicas diretas sobre 

o epitélio renal, são enzimas com atividade proteolítica, que atuam sobre diferentes substratos, 

causando destruição de estruturas teciduais renais através da formação de radicais livres, 

ativação/liberação de mediadores celulares e moleculares do processo inflamatório como 

prostaglandinas, citocinas e fatores do complemento (DENNIS et al., 2011; GUTIERREZ; 

RUCAVO, 2000). 
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Atualmente, não se encontram bem elucidados os mecanismos pelos quais se instala a 

IRA, entretanto, sabe-se que as lesões renais podem ser produzidas pela ação direta e indireta 

do veneno sobreo rim. Esses fatores podem ser desencadeados pelas atividades biológicas dos 

venenos no organismo, que acabam levando ao rim matérias que lhe são prejudiciais, por 

exemplo: grupo heme (hemólise), mioglobina (ação miotóxica sobre a musculatura 

esquelética), e outros (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008). 

Baseado nesses dois tipos de ação, Cruz-Höfling et al., (2001), fala de três teorias propostas 

para explicar a patogênese da lesão glomerular, a presença de um componente irritante, a 

deposição de fibrina decorrente do processo de coagulação intravascular ou uma reação 

imunológica.  

 

1.3.1 Mecanismos de Morte Celular. 

 

Necrose tubular aguda é a lesão renal mais frequente observada após o acidente 

botrópico, porém casos de necrose cortical também são descritos, bem como nefrite intersticial 

aguda, alterações glomerulares, vasculite e necrose de papila em menor frequência (SITPRIJA, 

SITPRIJA, 2012). O efeito nefrotóxico direto dos venenos botrópicos e suas frações já foram 

relatados como fatores envolvidos na IRA. Segundo Sitprija e Sitprija (2012), os estudos 

clínicos e histopatológicos não são conclusivos sobre a nefrotoxidade direta de venenos e 

toxinas. Evidência convincente é fornecida a partir de estudos com cultura de células renais e 

perfusão de rim isolado (MORAIS, 2015). Alguns estudos demonstraram que diferentes 

componentes dos venenos estão envolvidos na indução de morte celular por necrose e/ou 

apoptose (ARAKI et al., 2002; MORA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2007; NAUMAN 

et al., 2011; LEE et al., 2014; MARINHO et al., 2015; DE MORAIS et al., 2013). 

As espécies reativas do metabolismo do oxigênio (EROs) e os radicais livres, também 

estão envolvidos em processos degenerativos, já que podem atacar qualquer biomolécula, 

estando também envolvidos no processo de morte celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

2007). O estresse oxidativo é gerado pelo desequilíbrio entre o sistema pró e antioxidante, tendo 

o predomínio dos oxidantes, apresentando prejuízo consequente incluindo lesão endotelial, 

degradação da matriz extracelular pela ativação das proteases, lesão celular e morte por 

apoptose ou necrose (SCHAFER; BUETTNER, 2001, VASCONCELOS et al., 2007).  
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Para evitar os danos causados pelos EROS, existem mecanismos fisiológicos próprios 

para esse controle, que são os antioxidantes, dentre os antioxidantes que são responsáveis por 

estas ações tem-se a enzima glutationa reduzida (GSH) que está presente na maioria das células 

em concentrações mais elevadas na matriz mitocondrial, é considerado um dos agentes mais 

importantes do sistema de defesa antioxidante, seu baixo nível pode estar diretamente 

relacionado com o aumento de EROS, peroxidação lipídica e presença de radicais hidroxilas 

(LEITE et al., 2003; PAGLIUSO et al., 2006; SAID, 2011).   

O processo de morte celular corresponde à perda de funções celulares, provenientes de 

alterações morfológicas, bioquímicas e/ou moleculares, ocorrendo através de motivos 

acidentais (passivo, sem uso de energia) ou programado (ativo, com uso energia). Esse processo 

se dá como uma resposta a uma lesão celular, a qual chega a um ponto em que os danos causados 

são irreversíveis; sendo classificada em três tipos: apoptose, necrose e autofagia (KROEMER 

et al., 2009; SLOVITER, 2002). 

O tipo de morte celular denominado necrose é um processo passivo de morte celular de 

caráter degenerativo, decorrente de eventos como a lesão celular, por exemplo, levando a 

alterações na integridade de membrana citoplasmática, aumento do volume celular, colapso da 

produção de ATP, hipóxia e outros. Durante o processo de necrose, ocorre condensação da 

cromatina, as mitocôndrias dilatam-se, juntamente com o retículo endoplasmático, devido a 

depleção de ATP, ocorre alteração na permeabilidade da membrana, com comprometimento da 

bomba de Na+/K+. Ocorre rompimento de organelas e da membrana plasmática e liberação de 

componentes intracelulares, ocasionando uma reação inflamatória local, que causa danos locais 

significativos, podendo levar a morte das células vizinhas, ou seja, um grande número de células 

são afetadas e lesadas ao mesmo tempo, causando alterações irreversíveis no tecido e/ou órgão 

afetado (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004; YU; CHOI, 2000; ORRENIUS; GOGVADZE; 

ZHIVOTOVSKY, 2015). 

Já o processo denominado apoptose (processo de morte celular programada) é 

caracterizado principalmente pela retração citoplasmática, condensação da cromatina, 

fragmentação do DNA cromossômico, inchaço mitocondrial com alterações no potencial de 

membrana e permeabilidade, exposição de resíduos de fosfatidilserina (PS) na parte externa da 

membrana plasmática, ativação das caspases, formação de protuberâncias da membrana 

plasmática seguido do encapsulamento dos constituintes intracelulares em vesículas apoptóticas 

(que serão fagocitados por macrófago sem causar inflamação). Apresenta ainda como principais 

características ausência da liberação de conteúdo celular, a ausência de reação inflamatória 
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local e redução do volume celular, assim sendo, esse se torna um mecanismo de remoção de 

células lesadas e de renovação celular tecidual regulada por proteínas que são expressas pelas 

próprias células durante o processo de injúria (KERR; WYLLIE; DURRIE, 1972; ANAZETTI; 

MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; SLOVITER, 2002). 

Estudos mostram a nefrotoxicidade direta de venenos botrópicos, associado a morte 

celular por necrose e apoptose. De Morais et al., (2013), observaram que o veneno total de 

Bothrops leucurus causou morte celular por necrose e apoptose, em células do tipo MDCK 

(célula epitelial renal tubular distal), Marinho et al., (2015) utilizando a mesma linhagem 

celular, observou que o veneno total de Bothropoides pauloensis causou morte celular por 

apoptose.  Castro et al., (2004) demonstraram que o veneno de B. jararaca causou toxicidade 

direta para túbulos proximais via estresse oxidativo. Bothrops insulares induziu citotoxicidade 

em células tubulares renais através de disfunção mitocondrial e estresse oxidativo (MELLO et 

al., 2014). Nascimento et al., (2007) e Colares Buzato et al., (2002) avaliaram a citotoxidade 

das peçonhas de Bothrops alternatus e Bothrops moojeni em cultura de células tubulares renais, 

e ao estudarem o mecanismo de morte celular, verificaram morte predominantemente por 

necrose e possivelmente através da ação das espécies reativas de oxigênio. 

 

1.4 Sistema de Perfusão Renal. 

 

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da função renal levou 

inúmeros pesquisadores a desenvolver a técnica de perfusão de rim isolado, pois este método 

permite o estudo da função renal na ausência de influências sistêmicas, como os mecanismos 

neuro-humorais. O método de perfusão de rim isolado consiste em acoplar um rim a um sistema 

desenvolvido para simular as condições encontradas por esse órgão no organismo vivo. Dessa 

forma, pode-se observar a atividade renal de substâncias sem que haja qualquer interferência 

endógena. Nos últimos 40 anos, essa técnica tem sido utilizada para investigar os aspectos da 

fisiologia, farmacologia e farmacocinética renais (EVANGELISTA, 2008; SILVEIRA, 2015; 

NIZET, 1975; WANG, 2004). 

As primeiras perfusões foram realizadas por Löbell em 1849. Desde então, várias 

alterações foram efetuadas no sistema, à medida que os avanços da fisiologia renal e da 

descoberta de novas substâncias tornava possível as melhorias (BOWMAN, 1970; COHEN; 

KOOK; LITTLE, 1977; FONTELES, 1980; FONTELES et al., 1983; ROSS et al., 1973).  
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O sistema consiste na perfusão de rim isolado (Figura 04 e 05) com recirculação e dois 

subsistemas, um in situ e outro com circuito fechado, para perfusão in vitro, mantidos ambos a 

uma temperatura de 37C.  

Figura 04: Fotografia representando o sistema de perfusão de rim isolado 

 

Fonte: LAFAVET – UFC 

Figura 05: Esquema do sistema de perfusão de rim isolado. 
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O sistema de perfusão de rim isolado com recirculação é composto por um conjunto de 

equipamentos cada um deles desempenha uma determinada função: 

 

1) Banho-maria – Manutenção de uma temperatura constante entre 36-37 ºC.  

2) Bomba peristáltica – Bombeia a solução de perfusão ao longo do sistema (coração artificial).  

3) Catabolhas – Evita a entrada de bolhas nos rins. 

4) Cilindro de carbogênio (95% O2 e 5% CO2).  

5) Coletor de urina – Frasco que coleta a urina. É trocado a cada 10 min.  

6) Condensador – Mantém a solução aquecida na temperatura de 37 ºC; 

7) Filtro (Millipore 5 μm) – Promove a filtração da solução perfusora.  

8) Fluxômetro – Medida do fluxo de perfusão (L/h). 

9) Manômetro – Medida da pressão de perfusão (mmHg). 

10) Oxigenador – Pulmão artificial para promoção das trocas gasosas (95% O2 e 5% CO2).  

11) Seringa coletora – Seringa coletora de perfusato. Realizada coleta a cada 10 min. 

 

Este sistema apresenta a vantagem de manutenção constante de parâmetros funcionais 

renais, com utilização da albumina (fração V, 6g%) na solução perfusora, oxigenação adaptada 

ao sistema feita através de uma mistura carbogênica de O2/CO2 (95:5) e o perfusato que 

recircula no rim com uma quantidade de 100 mL de solução Krebs-Hanseleit modificada 

(EVANGELISTA, 2008; FONTELES et al., 1983; MONTEIRO, 1990).  

Esse sistema é mais econômico, já que o perfusato liberado pela veia renal é reutilizado, 

portanto, menos albumina é utilizada, diminuindo o custo do projeto (SILVEIRA, 2015). Este 

sistema foi inicialmente baseado nos estudos desenvolvidos por Bowman e Maack (1974) e 

Ross (1978), modificado pela adição de um pulmão artificial para melhorar a oxigenação 

(HAMILTON et al., 1974) e pela utilização de um filtro miliporo de 1,2 µm (PEGG, 1971). 

Assim sendo com o intuito de se investigar os mecanismos através dos quais as toxinas 

ofídicas alteram a função renal (podendo assim induzir um quadro de IRA), utiliza-se o sistema 

de perfusão renal, pois o rim isolado permite o estudo da função renal na ausência de influências 

sistêmicas. 

Alguns estudos já foram conduzidos com venenos botrópicos e frações isoladas 

utilizando o modelo de perfusão de rim isolado de rato. Nestes estudos foram observadas 
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alterações nos parâmetros renais, hemodinâmicos e hidroeletrolíticos, conforme mostrado no 

quadro 03. 

 Os venenos de serpentes do gênero Bothrops alteram os parâmetros fisiológicos da 

função renal, aumentando ou diminuindo a pressão de perfusão (PP), resistência vascular renal 

(RVR), ritmo de filtração glomerular (RFG), fluxo urinário (FU) e as porcentagens de 

transportes hidroeletrolíticos: percentual de transporte total (%T) e percentual de transporte 

proximal (%Tp) dos íons: sódio (%TNa+; %TpNa+), cloreto (%TCl-; %TpCl-) e potássio 

(%TK+; %TpK+). Demonstrando dessa forma a ação direta das toxinas sobre o sistema renal, 

excluindo as causas pré-renais (fatores sistêmicos), esclarecendo dessa forma, como o sistema 

se comporta de forma isolado frente ação direta das toxinas ofídicas. 

O quadro 03 abaixo, relaciona alguns estudos realizados utilizando o modelo de 

perfusão de rim de rato isolado, mostrando as alterações encontradas em alguns parâmetros da 

função renal causados pelo veneno total de algumas espécies de serpentes do gênero Bothrops. 

 

Quadro 03: Estudos com veneno total de espécies de serpentes do gênero Bothrops no modelo 

de perfusão de rim de rato isolado. 

 

Espécie PP RVR FU RFG %TNa+ %TCl- %TK+  Referência 
 

B. 

erythromelas 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Aumento 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução aos 

60 e Aumento 

aos 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 120 

minutos. 

 

Dados 

não 

apresenta 

dos. 

 

Redução 

aos 90 

minutos. 

 

(MARTINS 

et al., 2005). 

 

B. 

marajoensis 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos 

 

Redução 

aos 60 e 

90 

minutos 

 

Redução aos 

60 e 90 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Dados 

não 

apresenta 

dos. 

 

Não 

alterou 

 

(EVANGELI 

STA et al., 

2010). 

 

 

B. lutzi 

 

Redução 

aos 60 e 

90 

minuto. 

Aumento 

aos 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60 

minutos. 

Aumento 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Aumento 

aos 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minuto 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

(SOUSA, 

2010). 

 

B.  jararaca 

Redução 

dos 60 

aos 100 

minutos 

Redução 

dos 60 

aos 100 

minutos 

Redução 

dos 60 

aos 100 

minutos 

Redução dos 

60 aos 100 

minutos 

Redução 

dos 60 aos 

100 

minutos. 

Dados 

não 

apresenta 

dos 

Redução 

dos 60 aos 

100 

minutos. 

 

(MONTEIR 

O, 1990). 

 

B. 

jararacussu 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Aumenta 

aos 120 

minutos. 

 

Aumenta aos 

120 minutos. 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 120 

minutos. 

 

Dados 

não 

apresenta 

dos. 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 120 

minutos 

 

(HAVT et 

al., 2001). 

 

B. pirajai 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Redução aos 

90 e 120 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

(HAVT et 

al., 2005). 
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Espécie PP RVR FU RFG %TNa+ %TCl- %TK+  Referência 

 

B. moojeni 
 

 

Redução 

aos 90 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 

minutos. 

 

Redução 

aos 60 

minutos. 

Aumenta 

aos 120 

minutos. 

 

Redução aos 

60 minutos. 

Aumenta aos 

120 minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

(BARBOSA 

et al., 2002). 

 

B. insularis 

 

 

Redução 

aos 120 

minutos 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos. 

 

Redução aos 

60, 90 e 120 

minutos 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60,90 

e 120 

minutos 

 

Não 

alterou. 

 

(BRAGA, 

2006) 

 

B. leucurus 

 

 

Redução 

aos 60, 

90 e 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60 e 

90 

minutos. 

Normaliza 

aos 120 

minutos. 

 

Redução aos 

60 e 90 

minutos. 

Normaliza 

aos 120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 

minutos 

 

Redução 

aos 60 e 

90 

minutos 

 

Não 

alterou. 

 

(MORAIS et 

al, 2013). 

 

B. atrox 

 

 

Redução 

aos 60 e 

90 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 

minutos. 

 

Redução 

aos 60 

minutos. 

Aumento 

aos 120 

minutos. 

 

Aumento 

aos 120 

minutos 

 

Redução 

aos 120 

minutos 

 

Redução 

aos 120 

minutos 

 

Não 

alterou. 

 

(NORÕES, 

2009). 

 

 

B. pauloensis 

 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60 

minutos. 

 

Redução 

aos 60, 90 e 

120 

minutos. 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 

120 

minutos 

 

Redução 

aos 60, 90 

e 

120 

minutos 

 

(MARINHO 

et al, 2015) 

 

Fonte: Adaptado de Marinho (2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Os venenos de serpentes são compostos por uma mistura complexa de substâncias 

ativas, principalmente peptídeos e proteínas, capazes de interferir em vários processos 

biológicos. Durante o processo evolutivo, as serpentes desenvolveram uma ampla quantidade 

de toxinas peptídicas para defesa e captura de presas. Estes peptídeos são direcionados a uma 

grande variedade de alvos farmacológicos, tornando-os uma inestimável fonte de ligantes. 

Sendo desta forma importantes alvos de estudo no sentido de buscar compreender a patogênese 

dos efeitos locais e sistêmicos do envenenamento e trazer a possibilidade de identificação de 

novos fármacos (GARCIA & LEWIS, 2003; MORAIS, 2011). 

Sendo o envenenamento botrópico responsável por efeitos locais e sistêmicos bem 

evidentes, que quando não tratados efetivamente podem evoluir com sequelas físicas ou óbito, 

sendo esse último associado por vezes a IRA. Assim sendo o rim, por ser rota de excreção das 

toxinas, sofre grande parte das ações ocasionadas pelo envenenamento, onde parte dos 

mecanismos envolvidos nesse processo ainda não estão totalmente esclarecidos.  

No contexto da importância do estudo dos alvos de componentes de venenos, com o 

intuito de se conhecer as alterações causadas a nível renal, possibilitando o desenvolvimento de 

estratégias efetivas para o tratamento da insuficiência renal, resolvemos estudar o veneno total 

da serpente Bothrops alternatus. Pretende-se então, através do modelo de perfusão renal, 

compreender melhor os mecanismos de ação deste veneno sobre os parâmetros funcionais 

renais, através da comparação entre os resultados encontrados com os achados dos efeitos renais 

do veneno de outras espécies e subespécies do mesmo gênero, assim como de informações 

presentes na literatura científica. 

Desta forma o estudo do veneno total sobre o rim, do mecanismo molecular e de morte 

celular envolvido nas alterações renais causadas por envenenamentos ofídicos tem como 

finalidade melhorar o entendimento de como agem os venenos e seus componentes, 

contribuindo para o esclarecimento dos mecanismos de nefrotoxicidade e de como se instala a 

insuficiência renal aguda induzida pelo envenenamento botrópico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral: 

 

 Avaliar os efeitos citotóxicos e renais promovidos pelo veneno da serpente Bothrops 

alternatus. 

 

3.2 Específicos: 

 

  Avaliar os efeitos do veneno total da serpente Bothrops alternatus em rim isolado de 

rato; 

 Investigar possíveis alterações histológicas dos rins perfundidos com veneno de 

Bothrops alterntaus; 

 Avaliar o perfil oxidativo no tecido renal gerado pela ação do veneno total de Bothrops 

alternatus; 

 Estudar os efeitos do veneno total de Bothrops alternatus sobre a viabilidade de células 

do tipo HK-2 e LLC-MK2 (Células epiteliais renais tubulares proximal de humano e 

macaco, respectivamente);  

 Analisar o tipo de morte celular promovido pelo veneno de Bothrops alternatus através 

dos marcadores de apoptose e necrose, Anexina V-PE e 7AAD, respectivamente. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Veneno. 

 

O veneno total da espécie Bothrops alternatus (vBalt) foi gentilmente cedido pelo Prof. 

Dr. Rui Seabra Ferreira Junior, coordenador executivo do CEVAP – Centro de Estudos de 

Venenos e Animais Peçonhentos da UNESP - Universidade Estadual Paulista. 

 

 4.2 Animais. 

 

 Foram utilizados ratos Wistar machos (250-300g), provenientes do Biotério do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais foram mantidos em ciclo 

claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22±2°C com acesso a 

alimento e água ad libitum.  

 

Esses animais receberam ração padrão (Biotec®) e água “ad libitum”, com exceção das 

04h que precederam os experimentos de perfusão renal, nas quais foram mantidos em jejum 

alimentar e água “ad libitum”. Toda a metodologia desenvolvida no presente trabalho foi 

submetida e aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal do Ceará sob o número de protocolo 02/2016. 

 

4.3 Perfusão de Rim Isolado 

4.3.1 Calibração e Preparo do Sistema de Perfusão Renal. 

 

Antes do início de cada experimento, o sistema foi limpo, montado e calibrado. A 

calibração foi sempre feita com o sistema em funcionamento e com solução de cloreto de sódio 

à 0,9%, aquecida na temperatura de 37ºC, durante a calibração foi averiguada a presença de 

qualquer vazamento ou obstrução no fluxo.  

A calibração ocorre da seguinte forma: a solução de cloreto de sódio a 0,9% á 37°C, 

circulando pelo sistema e coletada por um minuto em proveta milimetrada. O objetivo deste 

procedimento é verificar o fluxo de perfusão frente à resistência do próprio sistema (cânula 

arterial). Foi avaliado em cada uma das bombas (1, 2, 3, 4 e 5) a Pressão de Perfusão (mmHg), 

o Volume de NaCl 0,9% (mL/min) e o valor Registrado pelo Fluxômetro (L/h). Tais resultados 
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foram então compilados em curvas, e plotada a velocidade da bomba no eixo das abscissas (x) 

em relação às demais variáveis já citadas no eixo das ordenadas (y). Entre cada coleta (mudança 

na velocidade da bomba) se aguardava 2 minutos para a estabilização das novas condições, 

então se realizava novamente as medidas. 

 

As figuras 06, 07 e 08 trazem as plotagens das curvas de calibração. 

 

Figura 06 – Valores de Pressão de Perfusão (mmHg), relacionados à velocidade da bomba, 

registrados durante a calibração do sistema (n=6). 
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Figura 07 – Valores de Volume de NaCl 0,9% (mL/min), relacionados à velocidade da bomba, 

registrados durante a calibração do sistema (n=6). 
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Figura 08 – Valores registrados pelo Fluxômetro (L/h), relacionados à velocidade da bomba, 

durante a calibração do sistema (n=6). 
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4.3.2 Solução Perfusora. 

 

A solução empregada no sistema de perfusão renal é a de Krebs-Henseleit modificada 

(FONTELES et al., 1998), concentrada 20 vezes, cuja composição é: NaCl = 138 g; KCl = 7 g; 

NaH2PO4.H2O = 3,2 g; MgSO4.7H2O = 5,8 g e Ureia = 10 g.  

Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solução foram separados e 

acrescidos de NaHCO3 = 4,2 g; CaCl2.2H2O = 0,74 g; Glicose = 2 g e Penicilina G potássica 

cristalina = 0,05 g. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL com água bidestilada. 

Foram retirados 300 mL desta solução, volume ao qual se adicionou albumina bovina fração V 

(6 g%) (LIMA; MONTEIRO; FONTELES, 1992; MONTEIRO, 1990). Esta solução final foi 

dialisada com a albumina, auxiliada por um homogeneizador. A diálise teve como objetivo 

retirar substâncias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN, KOOK; 

LITTLE, 1977; HANSON; BALLARD, 1968; ROSS, 1978). A solução de Krebs-Henseleit 

modificada para diálise foi trocada com 24h. No final, após 48h de diálise, a solução perfusora 

foi acrescida com 0,15 g de inulina. E por fim o pH foi ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4. 

 

4.3.3 Técnica Cirúrgica. 

 

 Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sódico (Thiopentax, 

Cristália®) na dose de 50 mg/Kg de massa corporal. As cirurgias foram realizadas segundo o 
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método descrito por Bahlmann, Giebisch e Ochwadt (1967), Ross (1978), Fonteles e 

colaboradores (1983). A figura 09 ilustra resumidamente o protocolo descrito abaixo.  

Inicialmente, a veia femoral foi isolada e 3 mL de manitol à 10% (p/v) foi administrado 

a fim de facilitar a visualização e a fixação da cânula ao ureter. Após assepsia da parede 

abdominal, procedeu-se com uma incisão mediana de aproximadamente 5 cm, seguida de duas 

incisões perpendiculares à linha alba de aproximadamente 3 cm para uma melhor observação 

das estruturas anatômicas. As vísceras foram rebatidas para a esquerda, permitindo a 

visualização do rim direito e amarrou-se e retirou-se a glândula suprarrenal a fim de que nenhum 

de seus hormônios viesse a influenciar os resultados do experimento. Com uma lupa o ureter 

foi identificado, dissecado e canulado com um tubo de polietileno PE-30. A artéria renal foi 

isolada e canulada através da artéria mesentérica anterior. Durante o procedimento cirúrgico, 

uma parte da solução já oxigenada (40 mL) foi desviada para o sistema de perfusão in situ, para 

perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia ao órgão. Por fim, o rim foi acoplado 

ao sistema de perfusão ex vivo, sem a interrupção do fluxo (Figura 10). 

 

Figura 09 – Desenho esquemático do procedimento cirúrgico para perfusão de rim isolado em 

ratos. 

 

Fonte: Silveira (2015) 
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Figura 10 – Rim acoplado ao sistema de perfusão 

 

Fonte: Morais (2011) 

 

4.3.4 Protocolo Experimental. 

 

Os experimentos foram iniciados após a estabilização e adaptação do órgão às novas 

condições. A pressão de perfusão e o fluxo foram mantidos constantes durante os 30min 

iniciais, período considerado como controle interno. Após o controle inicial, foi adicionada a 

substância teste (vBalt) e observadas as mudanças nos parâmetros renais até os 120min.  

A cada 05 min foram registrados a pressão de perfusão e o fluxo de perfusão em 

manômetro e fluxômetro, respectivamente, em um período total de 120min. Amostras do 

perfusato (1,5 mL) e da urina foram coletadas a cada 10min durante os 120min totais e depois 

congeladas a -20ºC para posterior dosagem de sódio, potássio, cloreto, inulina e osmolaridade, 

importantes na determinação dos seguintes parâmetros de função renal: resistência vascular 

renal (RVR), fluxo urinário (FU), ritmo de filtração glomerular (RFG), clearance osmolar 

(COsm) e transporte tubular total e proximal de sódio (%TNa+ e %pTNa+), potássio (%TK+ e 

%pTK+) e cloreto (%TCl- e %pTCl-). 
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4.3.5 Grupos Experimentais. 

 

O estudo dos efeitos do veneno total da espécie Bothrops alternatus sobre a função renal 

foi iniciado após o período de controle interno de 30min e as observações foram feitas durante 

os 90min seguintes. Os três grupos analisados foram os seguintes (n=06):  

 

a) Grupo Controle: rins perfundidos somente com solução de Krebs-Henseleit;  

b) Grupo 1 µg/mL: rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit e vBalt na 

concentração de 1 µg/mL, após os 30 min;  

c) Grupo 3 µg/mL: rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit e vBalt na 

concentração de 3 µg/mL, após os 30 min; 

 

4.3.6 Análises Bioquímicas. 

 

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sódio, potássio e cloreto 

utilizando aparelho de íons eletrodos-seletivos (RapidChem 744, Bayer® Diagnostica). A 

inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrólise direta, conforme Walser, Davidson 

e Orloff (1955) e Fonteles e colaboradores (1983) com modificações. Para tanto, foram 

realizadas leituras fotométricas em espectrofotômetro e a osmolaridade determinada através de 

osmômetro (Vapor pressure osmometer – Vapro 5520, WESCOR®). 

 

4.3.7 Determinação dos Parâmetros Funcionais Renais.  

 

As fórmulas utilizadas para determinação de parâmetros funcionais renais são 

apresentadas no quadro 04, abaixo (FONTELES, 1980; MARTINEZ-MALDONADO; 

OPAVAS-TITZER, 1978). 

Parâmetros Renais Fórmula 

PP (mmHg): Pressão de Perfusão Leitura em manômetro 

FU (mL.g-1.min-1): Fluxo Urinário FU = Peso do volume urinário/ peso do 

rim esquerdo x 10 

 

RFG (mL.g-1.min-1): Ritmo de Filtração 

Glomerular 

RFG = (DOUin/DOPin) x FU, onde 

DOUin = densidade ótica da inulina na 

urina e DOPin = densidade ótica da 

inulina no perfusato 

FPR (mL.g-1.min-1): Fluxo de Perfusão 

Renal 

Registrado a cada 10min/peso do 

rim/intervalo de tempo 
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RVR (mmHg/mL.g-1.min-1): Resistência 

Vascular Renal 

RVR = PP (mmHg) / FPR 

FNa+ (µEq.g-1.min-1): Sódio Filtrado FNa+ = RFG x PNa+ 

ENa+ (µEq.g-1.min-1): Sódio Excretado ENa+ = FU x UNa+ 

TNa+ (µEq.g-1.min-1): Sódio Transportado TNa+ = FNa+ - ENa+ 

%TNa+: Percentual de Sódio Transportado %TNa+ = TNa+/ FNa+ x 100 

%TpNa+: Percentual Proximal de Sódio 

Transportado 

%TpNa+ = pTNa+/FNa+ x 100 

FK+ (µEq.g-1.min-1): Potássio Filtrado FKa+ = RFG x PKa+ 

EK+ (µEq.g-1.min-1): Potássio Excretado EK+ = FU x UKa+ 

TK+ (µEq.g-1.min-1): Potássio Transportado TK+ = FK+ - EK 

%TK+: Percentual de Potássio Transportado %TK+ = TK+/ FK+ x 100 

%TpK+: Percentual Proximal de Potássio 

Transportado 

%TpK+ = pTK+/FK+ x 100 

FCl- (µEq.g-1.min-1): Cloreto Filtrado FCl- = RFG x PCl 

ECl- (µEq.g-1.min-1): Cloreto Excretado ECl- = FU x UCl 

TCl- (µEq.g-1.min-1): Cloreto Transportado TCl- = FCl- - ECl- 

%TCl-: Percentual de Cloreto Transportado %TCl- = TCl-/ FCl- x 100 

%TpCl-: Percentual Proximal de Cloreto 

Transportado 

%TpCl- = pTCl-/FCl- x 100 

 

COsm (mL.g-1.min-1): Clearance osmolar 

COsm = (Uosm / Posm) x FU, onde 

UOsm = osmolaridade urinária e POsm = 

osmolaridade do perfusato 

Fonte: LAFAVET – UFC 

 

4.3.8 Análise Histopatológica. 

 

Ao final de cada experimento de perfusão renal foi retirado um fragmento longitudinal 

do rim direito (perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados 

inicialmente em formol 10% por 24h, seguido de armazenamento em álcool 70% até o exame 

histológico.  

Os fragmentos foram submetidos à desidratação, diafanização e em seguida, cortados 

em uma espessura de 4 µm. Foi realizada coloração de hematoxilina-eosina (HE) e as lâminas 

analisadas através de um microscópio óptico vertical motorizado com epiflorescência Nikon 

Eclipse Nis, Software Nis 4.0. Todas as lâminas dos rins submetidos à perfusão foram 

confeccionadas e avaliadas no Laboratório de Histologia Veterinária, da Faculdade de 

Veterinária da Universidade Estadual do Ceará, sob supervisão da Profa. Dra. Janaina Serra 

Azul Monteiro Evangelista. 
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4.4 Determinação de Parâmetros de Estresse Oxidativo em Tecido Renal. 

Para as metodologias descritas a seguir foram utilizados os rins controles (rins esquerdos 

não perfundidos; n=06) e os rins direitos perfundidos com vBalt (concentração de 1 e 3 µg/mL; 

n=06). 

 

4.4.1 Determinação de Glutationa Reduzida (GSH). 

 

O método é baseado na reação com reagente de Ellman (DTNB – ácido 5,5’-ditio-bis- 

(2-nitrobenzóico)) com grupos tiol livres, que é usado para analisar a atividade da GSH em 

amostra tecidos. O DTNB reage com GSH formando o 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de 

cor amarela que pode ser detectado por espectrofotometria. O homogenato do rim, foi diluído 

em tampão de 0,02 M de EDTA (10% v/v) e adicionados a uma solução de ácido tricloroacético 

a 50%. Após centrifugação (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido 

e misturadas com 0,4 M de tampão tris-HCl, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB e os níveis de GSH 

foram determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padrão 

de glutationa e expressos como ng de GSH/g de tecido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).  

 

4.4.2 Determinação da Concentração de Malondialdeído (MDA) 

 

Para verificar o dano direto no tecido renal, o grau de lipoperoxidação foi avaliado por 

meio da determinação dos níveis de MDA através substâncias tiobarbitúricas ácido-reativas 

(TBARS) nos homogenatos. As amostras de tecido renal foram homogenizadas com tampão 

fosfato de potássio monobásico 50 mM pH 7,4; 63μL do homogenato foi misturado a 100 μL 

de ácido perclórico 35%, sendo estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 μL do 

sobrenadante foram recuperados e misturado com 50 μL de ácido tiobarbitúrico 1,2%, e em 

seguida estas amostras foram aquecidas em um banho de água fervente por 30 min. Após o 

resfriamento, a peroxidação lipídica foi determinada, utilizando um leitor de microplacas em 

535 nm e foi expressa como µg de MDA /g de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). 

 

4.4.3 Determinação dos Níveis de Nitrito 

 

Para avaliar os efeitos do vBalt sobre a produção de NO, foram determinados os níveis 

de nitrito em homogenatos de rins dos ratos perfundidos com veneno e nos rins esquerdos não 
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perfundidos (controle). O homogenato foi preparado com tampão fosfato de sódio e depois 

centrifugado. Após a centrifugação (800 × g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi 

coletado e a produção foi determinada com base na reação de Griess (GREEN; GOLDMAN, 

1981). Para tal, 100 μL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% /cloridrato de N-(1-naftil)- 

etilenediamina 0.1% / ácido fosfórico a 5% / água destilada, na proporção de 1:1:1:1) foi 

adicionado a 100 μL do sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a temperatura 

ambiente por 10 min. A curva padrão foi elaborada com várias concentrações de NaNO2 

(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condições e os brancos foram preparados pela 

adição de 100 μL do reativo de Griess a 100 μL do tampão usado para o homogenato. A 

absorbância foi medida em leitor de microplacas em 560 nm e foi expressa em nM de nitrito /g 

de tecido úmido. 

 

4.5 Ensaios de Cultura e Viabilidade Celular 

 

4.5.1 Linhagens Celulares. 

 

 Duas linhagens celulares foram utilizadas: células epiteliais de túbulo proximal 

humanas HK2 (Human Kidney) e de macaco LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney Epithelial 

Cells) e os procedimentos experimentais realizados no Laboratório de Cultivo Celular do 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade Federal do Ceará (LCC – 

UFC) sob supervisão da Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins. 

 

4.5.2 Cultivo e Tratamento das Células HK-2 e LLC-MK2. 

 

As células HK2 e LLC-MK2 foram cultivadas em frascos plásticos com meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000 U/mL) e 

estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera de 

95% e umidade e 5% de CO2. Em seguida, foi realizada a observação do crescimento celular 

com ajuda de microscópio de inversão a cada 24h. 

Estas linhagens celulares são aderentes e formam uma monocamada sobre a superfície 

da garrafa de cultivo. Após confluência, onde toda a superfície de cultivo foi preenchida, as 

células foram deslocadas utilizando tripsina-EDTA (0,05%/0,02%) e a suspensão celular foi 

redistribuída para outras garrafas de cultivo, expandindo a cultura celular. As alíquotas de 

https://www.microscopyu.com/gallery-images/rhesus-monkey-kidney-epithelial-cells-llc-mk2-line
https://www.microscopyu.com/gallery-images/rhesus-monkey-kidney-epithelial-cells-llc-mk2-line
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células para estoque foram mantidas em meio de cultura DMEN acrescido de SFB a 50% e 

DMSO a 10%, congeladas primeiramente à -70 °C e mantidas em nitrogênio líquido 

(FRESHENEY, 2010).  

As células HK-2 e LLC-MK2 foram deslocadas das garrafas de cultivo por meio da 

exposição à tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) por aproximadamente 5 min em estufa de CO2 a 

37ºC, suspensas em meio de cultura e centrifugadas por 5min a 4000 rpm.  

Após ressuspensão e quantificação em câmara de Neubauer, as células foram 

plaqueadas a 1x105 células/mL em placas de 96 poços. Decorridas 24h do plaqueamento, foram 

adicionadas aos poços diferentes concentrações do vBalt (0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 

12,5, 25, 50, 100, 200 μg/mL). Após esse período, foi realizado ensaio de viabilidade celular 

descrito a seguir. 

 

4.5.3 Estudo da Viabilidade Celular in vitro 

 

4.5.3.1 Ensaio com MTT. 

 

Este ensaio consiste em uma análise colorimétrica que mede indiretamente a 

citotoxidade (MOSMANN, 1983). O MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina, é um sal de tetrazólio solúvel em água, o qual é convertido em cristais de formazan 

de cor púrpura, insolúveis em água, após clivagem do anel de tetrazólio por desidrogenases 

mitocondriais e outras enzimas lisossômicas. A figura 11 ilustra o protocolo.  

O MTT não interage diretamente com as desidrogenases, mas com seus subprodutos, 

NADH e NADPH. Os cristais de formazan são solubilizados, formando um produto colorido 

cuja medição da densidade óptica é feita em espectrofotômetro a 570nm de absorbância. A 

intensidade da coloração do produto formado é diretamente proporcional ao número de células 

viáveis presentes na amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema sobre o MTT 

(HEINRICH et al., 2005). 

Ambas as linhagens celulares foram adicionadas às placas de 96 poços com densidade 

de 1x105 células/mL e tratadas com diferentes concentrações do vBalt descritas anteriormente 

no item 4.5.2. Após 24h deste tratamento, foi removido 100 µL do sobrenadante do meio de 

cultura e adicionado 10µL da solução do MTT (Sigma®) dissolvido em PBS.  
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Após incubação por 4h em estufa com 5% de CO2 à 37ºC, foi adicionado 90 µL da 

solução de dodecil sulfato de sódio 10% (SDS) dissolvido em HCl 0,01N para solubilizar os 

cristais de formazan formados. As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO2 à 37ºC e 

após 17h foi realizada a leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 570 nm. O 

controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivência das células HK-2 e LLC-MK2 

tratadas apenas com o veículo de diluição do vBalt e a viabilidade celular foi determinada por 

comparação entre os percentuais médios de células vivas neste grupo e nos demais grupos 

tratados com o vBalt (MOSMANN, 1983). 

 

Figura 11 – Desenho esquemático de ensaio de toxicidade pelo MTT. 

 

Fonte: Lima (2014) 

 

4.5.3.2 Determinação da Integridade da Membrana. 

 

Através das propriedades de dispersão de luz em um citômetro de fluxo, aliado às 

diferenças morfológicas exibidas pelas células nesses dois processos (necrose e apoptose) é 

possível através de marcadores específicos identificar em qual estádio elas se encontram.  

Células marcadas com o corante vital 7-AAD (7-aminoactinomycin D – se liga ao DNA, quando 

há comprometimento da membrana celular) e emite alta fluorescência quando excitado pelo 

laser, indicando células em possível processo necrótico. A detecção de células apoptóticas, 

onde a membrana celular ainda permanece intacta, mas sofre uma desorganização e a PS é 

translocada para a superfície exterior da bicamada, ligando-se a Anexina V (proteína que possui 



46 
 

alta afinidade por PS na presença íons de cálcio), conjugada ao fluorócromo PE pode ser 

detectada. Desse modo, corar células simultaneamente com Anexina V-PE e com o corante 7-

AAD, permite a diferenciação de células intactas, viáveis (AxVPE – 7AAD -), no início de 

apoptose (AxVPE + 7-AAD -) e células tardiamente apoptóticas ou necróticas (AxVPE + 7-

AAD +) (KRYSKO et al., 2006; LIMA, 2015). 

Desta forma, as células LLC-MK2 na concentração de 105 células/mL foram plaqueadas 

e incubadas com a IC50 de vBalt e PBS (controle negativo) durante 24 horas em placas de 24 

poços. Em seguida as células foram centrifugadas a 3000 RPM por 5 minutos. O precipitado 

obtido foi lavado 2 vezes e ressuspenso em 490 µL de tampão de ligação (Hepes/NaOH 10 mM, 

NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM, pH 7,4). As suspensões foram tratadas com 5 µL de solução de 

Anexina V-PE e 5 µL de solução de 7AAD (BD Pharmigen®, ambos na concentração final de 

5 µg/mL) por 15 minutos ao abrigo da luz. Por fim, as amostras foram centrifugadas, 

ressuspensas em 500 µL de tampão de ligação e analisadas em citômetro de fluxo 

(FACSCalibur®, BD Pharmigen) para contagem de células não-marcadas, marcadas 

unicamente com 7AAD ou anexina V-PE ou marcadas duplamente. 

 

Figura 12 - Desenho esquemático da determinação da integridade da membrana. 

 

Fonte: Lima (2014) 

 

4.6 Análise Estatística. 

 

Para análise de dados foi utilizado o software estatístico GraphPad® Prism v6.0. Nos 

ensaios de perfusão renal, os resultados foram apresentados como Média ± Erro Padrão da 
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Média (E.P.M.), sempre considerando estatisticamente significativos aqueles que alcançaram a 

probabilidade de ocorrência da hipótese nula inferior a 5% (P<0,05).  Nos ensaios de perfusão 

renal, todas as tabelas e gráficos que avaliaram os parâmetros renais foram estudados de acordo 

com a variável tempo e os dados compilados em intervalos de 30min (30, 60, 90 e 120). As 

diferenças entre os tempos de um mesmo grupo foram comparadas utilizando teste t de Student. 

Já as diferenças entre tempos iguais entre os grupos foram comparadas por Análise de Variância 

Fator Duplo (Two-Way ANOVA), seguida de pós teste de Bonferroni. 

Para os ensaios de viabilidade celular, os dados foram expressos como percentual de 

viabilidade celular versus concentração do vBalt. Esses foram comparados por Análise de 

Variância Fator Único (One-Way ANOVA), seguida de pós-teste de Dunett. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Perfusão de Rim Isolado. 

 

O veneno da serpente Bothrops alternatus foi administrado ao sistema de perfusão renal 

aos 30 minutos após o início dos experimentos. Os grupos tratados foram comparados a um 

grupo controle, onde os rins foram perfundidos apenas com a solução de Krebs-Henseleit 

modificada. Após aplicação do veneno do vBalt, foram observadas alterações na fisiologia renal 

em todos os parâmetros estudados em pelo menos uma das concentrações testadas.  

Com relação aos parâmetros vasculares, verificou-se redução na pressão de perfusão 

renal (PP) para as concentrações de 1µg/mL e 3 µg/mL nos tempos de 90 e 120 min. Alterações 

no tempo de 60 min só foram observadas somente na maior concentração (3µg/mL) (Tabela 

01; Figura 13). 

A resistência vascular renal (RVR) também diminui significativamente para ambas as 

concentrações nos tempos de 90 e 120 min (Tabela 02; Figura 14). 

 Adicionalmente, o fluxo urinário (FU) foi reduzido em ambas concentrações nos 

tempos de 90 e 120 min, quando comparados ao controle externo, e quando comparadas entre 

as concentrações na mesma faixa de tempo, observa-se diferença no tempo de 60 min para as 

duas concentrações (1 e 3 µg/mL), (Tabela 03; Figura 15). 

Já o ritmo de filtração glomerular (RFG), apresentou diminuição significativa a partir 

dos 60 min até o fim do experimento em ambas as concentrações estudadas, quando comparadas 

entre as concentrações na mesma faixa de tempo, observa-se diferença no tempo de 60 min para 

as duas concentrações (1 e 3 µg/mL), (Tabela 04; Figura 16). 
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Tabela 01 – Pressão de Perfusão (PP) em rim isolado de rato em presença do vBalt (1 μg/mL 

e 3 µg/mL). 

 

PP (mmHg) 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 109,0 ± 4,860 103,10 ± 2,84 103,10 ± 5,7330 

60 min 102,4 ± 2,940 95,90 ± 3,092 84,21 ± 4,1350 * 

90 min 101,7 ± 2,6370 73,23 ± 4,067* 65,88 ± 0,6590* 

120 min 104,2 ± 0,7467 65,48 ± 4,786* 74,14 ± 6,6350* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo do grupo. 

 

 

 

Figura 13 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus na pressão de 

perfusão. 
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Pressão de Perfusão rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. Os dados são expressos em (média 

± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o controle externo. 
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Tabela 02 – Resistência Vascular Renal (RVR) em rim isolado de rato na presença do vBalt (1 

μg/mL e 3 µg/mL). 

 

RVR (mmHg/mL.g-1.min-1) 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 5,143 ± 0,1291 4,390 ± 0,3951 4,5840 ± 0,5161 

60 min 5,000 ± 0,1704 4,070 ± 0,3507 3,7240 ± 0,3881 

90 min 4,710 ± 0,2689 3,113 ± 0,3055* 2,8840 ± 0,2109* 

120 min 4,917 ± 0,2612 2,793 ± 0,3298* 3,2620 ± 0,4099* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo do grupo. 

 

Figura 14 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus na resistência 

vascular renal. 
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Resistência vascular renal em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. Os dados são expressos 

em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o controle externo. 
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Tabela 03 – Fluxo Urinário (FU) em rim isolado de rato na presença do vBalt (1 μg/mL e 3 

µg/mL). 

 

FU (mL.g-1.min-1) 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 0,1367 ± 0,006667 0,1400 ± 0,014720 0,1360 ± 0,012080 

60 min 0,1233 ±  0,016670 0,1467 ± 0,00882 0,0875  ± 0,01109# 

90 min 0,1333 ± 0,006667 0,0250 ± 0,008660* 0,0280  ± 0,00800* 

120 min 0,1200 ± 0,015280 0,0125 ± 0,002500* 0,0320  ± 0,00489* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo; #P<0,05, 

comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 

 

 

 

Figura 15 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus no Fluxo 

Urinário. 
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Fluxo Urinário em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL (n=06). Os dados são expressos em 

(média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o controle externo. #P<0,05, 

comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 
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Tabela 04 – Ritmo de Filtração Glomerular (RFG) em rim isolado de rato na presença do vBalt 

(1 μg/mL e 3 μg/mL). 

 

RFG (mL.g-1.min-1) 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 0,5267 ± 0,01333 0,53670 ± 0,020280 0,5250 ± 0,01323 

60 min 0,5400 ± 0,01000 0,36500 ± 0,0646* 0,1540 ± 0,0252*# 

90 min 0,5133 ± 0,03712 0,03667 ± 0,00333* 0,0340 ± 0,0117* 

120 min 0,5333 ± 0,01453 0,02750 ± 0,01436* 0,0375 ± 0,007* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo; #P<0,05, 

comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 

 

 

Figura 16 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus no Ritmo de 

Filtração Glomerular. 
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Ritmo de Filtração Glomerular em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL (n=06). Os dados 

são expressos em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o controle 

externo. #P<0,05, comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 
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Quando se analisou o transporte de eletrólitos, foi observado que o Percentual de 

Transporte Tubular Total de Sódio (%TNa+) diminuiu significativamente aos 90 e 120 min, 

para a concentração de 3 µg/mL de veneno total de Bothrops alternatus, e para a concentração 

de 1µg/mL houve diminuição apenas nos 120 min de experimento (Tabela 05 – Figura 17).  

O percentual de transporte proximal de sódio (%TpNa+) também diminuiu 

significativamente para as duas concentrações analisadas, nos tempos de 60, 90 e 120 min 

(Tabela 06 – Figura 18). 

Para o íon cloreto foi observado os seguintes valores, o percentual de transporte total 

cloro (%TCl-) (%TpCl-) diminuiu nas duas concentrações analisadas, houve diminuição 

significativa aos 60, 90 e 120 min para concentração de 3µg/mL e aos 120 min para 

concentração de 1µg/mL (Tabela 07 – Figura 19).  

Já para o percentual de transporte proximal de cloro (%TpCl-) houve diminuição 

significativa na concentração de 3µg/mL para os tempos de 60, 90 e 120 mim, e para 

concentração de 1µg/mL para os tempos de 60 e 120 mim (Tabela 08 – Figura 20). 
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Tabela 05 – Percentual de Transporte Tubular Total de Sódio (%TNa+) em rim isolado de rato 

na presença do vBalt (1 μg/mL e 3 μg/mL). 

 

%TNa+ 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 76,700 ± 0,7304 75,160 ± 7,5050 81,7700 ± 1,5930 

60 min 77,000 ± 0,5414 63,320 ± 2,0550 54,6500 ± 3,6490 

90 min 75,380 ± 1,8190 53,950 ± 9,2440 38,0500 ± 9,1500* 

120 min 76,330 ± 3,1230 45,730 ± 8,800* 18,6800 ± 4,1230*# 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo. #P<0,05, 

comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 

 

Figura 17 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus sobre Percentual 

de Transporte Tubular Total de Sódio (%TNa+). 
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Percentual de Transporte Tubular Total de Sódio em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. 

Os dados são expressos em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o 

controle externo. #P<0,05, comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 
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Tabela 06 – Percentual de Transporte Proximal de Sódio (%TpNa+) em rim isolado de rato na 

presença do vBalt (1 μg/mL e 3 μg/mL). 

 

%TpNa+ 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 84,4500 ± 1,8810 71,4100 ± 7.97900 81,9500 ± 1.7910 

60 min 82,2900 ± 1,3410 53,2300 ± 2.66100* 55,3500 ± 4.4150* 

90 min 80,5900 ± 2,3600 44,9100 ± 11.6200* 44,9800 ± 6.3490* 

120 min 82,9900 ± 3,2870 39,7700 ± 11.0600* 33,8400 ± 2.4740* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo. 

 

Figura 18 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus sobre Percentual 

de Transporte Proximal de Sódio (%TpNa+). 
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Percentual de Transporte Proximal de Sódio em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. Os 

dados são expressos em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o 

controle externo.  
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Tabela 07 – Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCl-) em rim isolado de rato 

na presença do vBalt (1 μg/mL e 3 μg/mL). 

 

%TCl- 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 80,900 ± 0,1450 77,580 ± 7,1480 77,190 ± 1,9920 

60 min 82,260 ± 2,7250 54,940 ± 2,8550 47,470 ± 3,4000* 

90 min 78,330 ± 2,5450 56,560 ± 10,220  27,170 ± 8,5030*# 

120 min 79,530 ± 2,6700 42,850 ± 9,4440 * 16,450 ± 3,6000*# 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo. #P<0,05, 

comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo 

 

Figura 19 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus sobre Percentual 

de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCl-). 
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Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. 

Os dados são expressos em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o 

controle externo. #P<0,05, comparação entre as concentrações na mesma faixa de tempo. 
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Tabela 08 – Percentual de Transporte Proximal de Cloro (%TpCl-) em rim isolado de rato na 

presença do vBalt (1 μg/mL e 3 μg/mL). 

 

%TpCl- 

Tempo Controle 1 µg/mL 3 µg/mL 

30 min 78,820 ± 0,1550 66,290 ± 9.5570 77,3700 ± 2.2270 

60 min 80,500 ± 3,0050 44,860 ± 3.3960* 48,1700 ± 4.4570* 

90 min 78,580 ± 0,4800 49,680 ± 11.9500 42,5500 ± 4.7550* 

120 min 78,360 ± 2,8700 36,890 ± 11.7200* 31,6100 ± 2.0070* 

Os dados são expressos em média ± E.P.M. com análise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni. *P<0,05, comparação entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle externo.  

 

Figura 20 – Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops alternatus sobre Percentual 

de Transporte Proximal de Cloreto (%TpCl-). 
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Percentual de Transporte Proximal de Cloreto em rim isolado de rato, na concentração de 1μg/mL e 3μg/mL. Os 

dados são expressos em (média ± E.P.M). * p<0,05 relacionando a concentração de 1μg/mL e 3μg/mL com o 

controle externo.  
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5.2 Análise Histológica dos Rins Perfundidos com vBalt. 

 

Nos rins do grupo controle externo (rins direitos perfundidos apenas com solução Krebs-

Henseleit) e rins esquerdos dos grupos teste (não perfundidos) não foram observadas alterações 

de arquitetura e nenhum dos rins apresentou qualquer outra alteração importante. 

 

Figura 21: Fotomicrografias de rins de ratos perfundidos (RP) com solução de Krebs-Hanseleit 

modificada. Apresentando arquitetura renal normal. Hematoxilina-Eosina / 400x e 200x 

respectivamente. Microscópio Trinocular Nikon Eclipse Nis com Software Nis 4.0. 

  
RP – Córtex (400x) RP – Medula (200x) 

 
 

Figura 22: Fotomicrografias de rins esquerdos de ratos não perfundidos (RE). Apresentando 

arquitetura renal normal. Hematoxilina-Eosina/ 400x. Microscópio Trinocular Nikon Eclipse 

Nis com Software Nis 4.0. 

  
RE não perfundido – Córtex (400x) RE não perfundido - Medula (400x) 
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Figura 23: Fotomicrografias de rins direitos de ratos perfundidos (RD) com vBalt (1μg/mL e 

3 μg/mL) demostrando alterações renais. Hematoxilina-Eosina / 200x e 400x. Microscópio 

Trinocular Nikon Eclipse Nis com Software Nis 4.0. 

  

RD 1 µg/mL (200x) RD 3 µg/mL (200x)  

Visão panorâmica do córtex renal 

apresentando degeneração tubular com 

presença de proteína intratubular. Setas 

indicando. 

Visão panorâmica de túbulos degenerados e 

com material proteico. Setas indicando.  

  

  

RD 1 µg/mL (400x)  RD 1 µg/mL (400x) 

Degeneração hidrópica das células epiteliais 

tubulares com depósito de proteína 

(possivelmente de Tamm-Horsfall) e das 

células do túbulo proximal com borda em 

escova, atrofia glomerular. Setas indicando.  

Degeneração das células epiteliais tubulares, 

com presença de material proteico 

intratubular e no espaço urinário glomerular, 

atrofia e degeneração glomerular. Setas 

indicando.  
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RD 3 µg/mL (200x) RD 3 µg/mL (400x) 

Glomérulo atrofiado com proteína no espaço 

de Bowman, túbulos degenerados com 

presença de proteína intratubular. Setas 

indicando.  

Degeneração glomerular com dilatação e 

encurtação de capilares, degeneração das 

células epiteliais pavimentosas da capsula de 

Bowman.  

 

Os rins direitos dos grupos tratados com  vBalt em ambas concentrações, apresentaram 

presença de material proteico nos glomérulos e túbulos renais, presença de degeneração 

hidrópico vacuolar das células epiteliais tubulares, degeneração da cápsula de Bowman, 

tumefação das células epiteliais pavimentosas glomerulares, degeneração e atrofia glomerular 

bem como possível presença de proteína de Tamm Horsfall intratubular. 

 

 

 

 

 

 

Quadro 05 – Quadro resumo das alterações encontradas na perfusão renal com veneno total de 

Bothrops alternatus nos diferentes parâmetros renais e concentrações. 

  

 PP RVR FU RFG %TNa+ %TpNa+ %TCl- %TpCl- 

 

1 µg/mL 

↓ 90, 

120 

↓ 90, 

120 

↓ 90, 

120 

↓ 60, 

90, 120 

↓120 ↓ 60, 90, 

120 

↓120 ↓60, 120 

 

3 µg/mL 

↓ 60, 

90, 120 

↓ 90, 

120 

↓ 90, 

120 

↓ 60, 

90, 120 

↓ 90, 120 ↓ 60, 90, 

120 

↓ 60, 90, 

120 

↓ 60, 90, 

120 

 

  

 

 

https://www.google.com.br/search?client=firefox-b&q=proteina+de+tamm+horsfall&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwivutPZ9ozQAhVBj5AKHWorDJIQvwUIGigA
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5.3 Perfil do Dano Oxidativo 

 

5.3.1 Avaliação dos Níveis de Glutationa Reduzida (GSH). 

 

A figura 24 mostra que os valores de GSH no tecido renal dos dois grupos perfundidos 

com vBalt nas concentrações de 1µg/mL (643,8 ± 36,31 ng/g de tecido) e 3µg/mL (757,4 ± 

126,7 ng/g de tecido) estavam significativamente menores quando comparados com os valores 

de GSH do grupo controle, rins esquerdos não perfundidos (1704 ± 62,25 ng/g de tecido) (P < 

0,05).  

 

Figura 24 – Valores de GSH em tecido de rins de ratos perfundidos com vBalt (1 e 3µg/mL). 
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Os valores da figura representam média ± E.P.M. Valores de GSH em tecido renal, após 90 min de perfusão de 

rim direito isolado com vBalt nas concentrações de 1 e 3µg/mL, grupo controle: rins esquerdos não perfundidos. 

Anova e teste T de Tukey *P<0,05. 

 

 

 

5.3.2 Avaliação dos Níveis de Malondialdeído (MDA) 

 

A figura 25 mostra que os valores de MDA no tecido renal dos dois grupos perfundidos 

com vBalt nas concentrações de 1µg/mL (16,42 ± 3,561 µg/g de tecido) e 3µg/mL (15,37 ± 

2,237 µg/g de tecido) estavam significativamente aumentados quando comparados com os 

valores de MDA do grupo controle, rins esquerdos não perfundidos (2,370 ± 0,6874 µg/g de 

tecido) (P < 0,05).  
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Figura 25 – Valores de MDA em tecido de rins de ratos perfundidos vBalt (1 e 3µg/mL). 
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Os valores da figura representam média ± E.P.M. Valores de MDA em tecido renal, após 90 min de perfusão de 

rim direito isolado com vBalt nas concentrações de 1 e 3µg/mL, grupo controle: rins esquerdos não perfundidos. 

Anova e teste T de Tukey *P<0,05. 

 

 

5.3.3 Avaliação dos Níveis de Nitrito. 

 

A figura 26 mostra que os valores de nitrito no tecido renal dos dois grupos perfundidos 

com vBalt nas concentrações de 1µg/mL (309,4 ± 25,29 nM/g de tecido) e 3µg/mL (330,7 ± 

29,19 nM/g de tecido) estavam significativamente aumentados quando comparados com os 

valores de nitrito do grupo controle, rins esquerdos não perfundidos (188,9 ± 5,620 nM/g de 

tecido) (P < 0,05).  

 

Figura 26 – Valores de Nitrito em tecido de rins de ratos perfundidos com vBalt (1 e 3µg/mL). 
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Os valores da figura representam média ± E.P.M. Valores de Nitrito em tecido renal, após 90 min de perfusão de 

rim direito isolado com vBalt nas concentrações de 1 e 3µg/mL, grupo controle: rins esquerdos não perfundidos. 

Anova e teste T de Tukey *P<0,05 
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5.4 Avaliação do Efeito do Veneno da Serpente Bothrops alternatus 

Sobre Células HK-2 e LLC-MK-2. 

 

5.4.1 Ensaio de Viabilidade Celular. 

 

A citotoxidade do veneno da Bothrops alternatus foi avaliada em células de túbulos 

proximais, humanos e de macaco (HK-2 e LLC-MK2) após 24 horas de exposição a diferentes 

concentrações do veneno (0,19, 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 μg/mL). No 

ensaio com o MTT, o qual detecta viabilidade celular com base no metabolismo oxidativo, foi 

possível observar que para a linhagem de células LLC-MK2 o veneno apresentou aumento da 

viabilidade celular nas concentrações mais baixas (até 25 μg/mL) e causou citotoxicidade em 

concentrações mais altas (a partir de 50 μg/mL), apresentando uma IC50=221,3 μg/mL (Figura 

27). Quando se analisou as HK-2 houve aumento da viabilidade nas concentrações usadas com 

diminuição de viabilidade nas concentrações 50, 100 e 200, no entanto sem significância 

estatística (Figura 28). 

 

Figura 27: Efeito do Veneno Total de Bothrops alternatus em diferentes concentrações sobre 

a viabilidade em células LLC-MK2.  
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Os dados são expressos por média ± EPM do percentual de células viáveis. Considerando 

p<0,05*. 

 

IC50=221,3 μg/mL 
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Figura 28: Efeito do Veneno Total de Bothrops alternatus em diferentes concentrações sobre 

a viabilidade de células HK-2.  
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Os dados são expressos por média ± EPM da absorbância e representam o percentual de células 

viáveis. Considerando p<0,05*. 

 

5.4.2 Avaliação do Tipo de Morte Celular Causado pelo Veneno da Bothrops alternatus. 

 

No ensaio realizado com vBalt, os resultados encontrados indicaram a ocorrência de 

eventos necróticos e apoptóticos em fase tardia, conforme demonstrado a seguir. Na figura 29B, 

observou-se que a percentagem de células marcadas com 7-AAD foi predominante, 

evidenciando o processo de necrose na concentração de 221,3μg/mL, seguido pela dupla 

marcação com AX e 7-AAD, processo de apoptose secundária. A marcação por Anexina (que 

evidencia células em processo de apoptose) não foi significativa com relação ao controle. O 

processo de morte celular por necrose secundária (ou apoptose tardia) também foi observado, 

podendo representar evidências de um processo de morte celular por apoptose incompleto que 

culminou em necrose (Figura 29).  
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Figura 29: Avaliação do tipo de morte celular causada pelo veneno total de 

Bothrops alternatus sobre as células LLC-MK2. 
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(A) Gráficos de dispersão representativos do perfil de marcação simultânea de células LLC-MK2 com 

AnexinaV-PE (quadrante inferior direito das plotagens – indício de apoptose), 7-AAD (quadrante 

superior esquerdo – indício de necrose). No quadrante inferior esquerdo, estão representadas as células 

sem marcação (células que demonstram estar viáveis). No quadrante superior direito estão representadas 

as células com dupla marcação (indício de apoptose secundária).  

(B) Quantificação do tipo de morte celular (Apoptose/Necrose) utilizando marcação de fluorescência 

com Anexina V-PE (AX) e 7-AAD nas células LLC-MK2 expostas a uma única concentração do veneno 

da Bothrops alternatus por um período de 12h. Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e 

os dados expressos como porcentagens de eventos±EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA, 

p<0,05. 

*BaV = veneno total da Bothrops alternatus. 

B) 
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6. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, a administração do veneno total da Bothrops alternatus (1 e 3 μg/mL) no 

sistema de perfusão renal alterou os parâmetros hemodinâmicos e tubulares, causando redução 

na pressão de perfusão (PP), na resistência vascular renal (RVR), no fluxo urinário (FU) e no 

ritmo de filtração glomerular (RFG). O percentual de transporte total de sódio (%TNa+) e 

cloreto (%TCl-) também foram reduzidos pela ação do veneno, assim como os percentuais de 

transporte proximal de sódio (%TpNa+) e cloreto (%TpCl-). Não foi observado alterações 

significativas nos percentuais de transporte total e proximal de potássio (%TK+) quando 

comparados ao controle. 

Os resultados supracitados corroboraram os achados de efeitos de outros venenos em 

rim isolado, Monteiro e Fonteles (1990), Braga (2006), De Morais et al., (2013), Evangelista et 

al., (2010) e Marinho et al., (2015) estudando, respectivamente, o veneno das serpentes 

Bothrops jararaca, Bothrops insulares, Bothrops leucurus, Bothrops marajoensis e 

Bothropoides pauloensis, nas mesmas condições experimentais, onde observaram uma queda 

nos parâmetros vasculares, pressão de perfusão e resistência vascular renal; nos parâmetros 

funcionais renais, fluxo urinário e ritmo de filtração glomerular; e nos parâmetros eletrolíticos 

relativos ao sódio e cloreto, sem alteração significativa no percentual de transporte tubular de 

potássio (alguns casos). Achados semelhantes também foram encontrados em estudos in vivo, 

Linard et al., (2011), estudando as alteraçãoes renais (histológicas e funcionais) após o 

envenenamento experimental em ratos com veneno da espécie Bothrops alternatus, também 

observaram que houve um decréscimo na taxa de filtração glomerular após o envenenamento, 

em relação aos transportes de eletrólitos houve aumento da excreção de sódio 

e potássio, e redução da reabsorção proximal de sódio. Mello et al., (2010), também no 

envenenamento in vivo, observaram oligúria 3h após o envenenamento. 

Como neste experimento se utilizou o veneno total da Bothrops alternatus, e 

considerando que se trata de um complexo de diferentes substâncias bioativas, não podemos 

afirmar que o efeito observado na PP esteja associado a ação de uma fração em particular do 

veneno, mas podemos sugerir, com base na liberação de mediadores como Fator de Necrose 

Tumoral alfa (TNF-α), interleucinas (IL): 1, 6 e 10, intérferon-gama (INF-γ) (CRUZ et al., 

2009) podem estar envolvidos com o processo de diminuição da PP. A IL-1β produz inflamação 

sistêmica através da ativação da ciclooxigenase-2, com a formação de prostaglandinas E2 
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(PGE2) (OLIVEIRA et al., 2011), que atua como vasodilatador intrínseco através de ações 

sinérgicas com vasodilatadores inflamatórios, como a histamina e a bradicinina, sendo as 

prostaglandinas importantes na manutenção do fluxo sanguíneo renal e do ritmo de filtração 

glomerular (RANG et al., 2004). As prostaglandinas podem ainda ser liberadas através da ação 

da fração enzimática do tipo PLA2 contida nos venenos botrópicos, que desempenham sua 

atividade catalítica e agem sobre substratos lipídicos, estando relacionadas à produção de 

derivados do ácido araquidônico (FERREIRA et al., 2013), contribuindo assim para o aumento 

da resposta inflamatória local em acidentes ofídicos. 

A bradicinina, conforme demostrada por Guimarães et al., (1986), causou diminuição 

na resistência vascular renal através da ativação do receptor B2 em rim isolado de rato. A 

bradicinina é um peptídeo vasoativo gerado tanto no plasma como na parede vascular, pode 

ativar receptores do tipo B2 estimulando a liberação de substâncias vasoativas produzidas pelo 

endotélio vascular, a vasodilatação induzida tem sido atribuída a fatores de relaxamento 

derivados do endotélio, como o óxido nítrico (NO) (BAYDOUN et al., 1991; WELCH et al., 

1991). Essa ação vasodilatadora, pode estar relacionado com efeito encontrado, de redução da 

PP e da RVR tanto para concentração de 1 μg/mL como na de 3 μg/mL. Algumas substâncias 

que aumentam a potência da bradicinina já foram isoladas dos venenos de Bothrops jararaca, 

Bothrops neuwiedii e Bothrops jararacussu (FERREIRA et al., 1970, 1992, 1998).  

Substâncias vasoativas como histamina, serotonina e fator de ativação plaquetária 

(PAF), podem ser liberados pelo rim isolado (PIROTZKY et al., 1984). O PAF em doses baixas 

causa vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, elevadas doses induzem atividades 

espasmogênicas da musculatura lisa pela liberação de tromboxano A2 e leucotrienos. Associado 

a outros fatores dependentes da cicloxigenase, como prostaglandinas e tromboxanos, os 

leucotrienos promovem uma diminuição nos parâmetros fluxo urinário e ritmo de filtração 

glomerular, sem alteração na pressão de perfusão e transporte de íons (RANG et al., 2004; 

MONTEIRO; FONTELES, 1999; BARRAVIERA; LOMONTE e TARKOWISKI, 1995). 

Outro agente importante na vasodilatação é o óxido nítrico (NO), nos dois grupos de 

concentrações estudados (1 e 3 µg/mL) houve aumento de nitrito em relação ao controle, 

demonstrando assim que houve aumento na produção de NO, o que de fato contribui para a 

ação vasodilatadora refletida na diminuição da PP e RVR, implicando assim na consequente 

diminuição do RFG. O óxido nítrico tem como função diminuir a resistência vascular periférica 

renal, sua produção a nível basal atua no sentido de evitar a vasoconstrição excessiva dos rins, 
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permitindo uma boa excreção de sódio e água. Nos rins já foram isoladas duas isoformas da 

óxido nítrico sintase (NOS), a isoforma I (nNOS): na mácula densa e nas arteríolas glomerulares 

e a isoforma III (eNOS): nos ramos aferentes e eferentes, com maior concentração nas arteríolas 

eferentes (BACHMANN; MUNDEL, 1995; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Norões 

(2009) esclarece que o aumento da produção de NO em envenenamentos botrópicos pode estar 

associado ao aumento de citocinas, a ativação da NOS por essas moléculas geraria 

concentrações micromolares de NO.  

Norões (2009) avaliou a participação do óxido nítrico no envenenamento experimental 

em ratos, utilizando o veneno de Bothrops atrox, e observou um aumento significativo na 

produção de nitrito, demonstrando que a concentração de NO encontrava-se elevada, quando 

utilizou o bloqueador inespecífico (L-NAME), houve uma diminuição na produção de NO2
-, 

concluindo assim que o aumento de NO foi causado por substâncias biologicamente ativas do 

veneno da serpente que atuam na fisiologia vascular através das isoformas iNOS e/ou eNOS, 

uma vez que são ambas inibidas pelo L-NAME.  Na perfusão renal, a diminuição nos 

parâmetros vasculares e hidroeletrolíticos, estaria sendo causado pelo aumento da produção de 

NO, sintetizado por NOS presentes no rim. Outra suposição é que essas enzimas estariam sendo 

induzidas por citocinas liberadas a partir de células renais lesadas.  

Quando se analisou os percentuais de transportes dos eletrólitos, também se observou 

diminuição nos transportes totais de sódio (%TNa+) e cloreto (%TCl-) assim como os 

respectivos transportes proximais, não foi observado alterações significativas no percentual de 

transporte total e proximal de potássio (%TK+) quando comparado ao controle. A diminuição 

nos transportes pode estar associada a lesão das células tubulares, já que os venenos de serpentes 

do gênero Bothrops são extremamente lesivos aos túbulos renais (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012), 

essa atividade geralmente está associada a ação proteolítica dos venenos que está diretamente 

ligada a seu potencial citotóxico e acaba por causar efeitos deletérios no epitélio tubular renal, 

induzindo a liberação de uma série de mediadores inflamatórios com propriedades vasoativas, 

implicando em alterações nas funções renais e diminuição dos transportes de eletrólitos 

(GUTIERREZ e LOMONTE, 1995; CHAVES et al., 2005).  

Os fatores acima citados, podem está contribuindo para a diminuição/perda da função 

de transporte das células epiteliais tubulares renais, diminuindo dessa forma o transporte de 

eletrólitos como sódio, cloreto e potássio observados nesse estudo (em ambas as 

concentrações). Outro agente importante é o NO, que além de participar como um agente 
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vasodilatador, também participa no controle de fluidos extracelulares e dos transportes de 

eletrólitos (RAIJ & BAYLIS, 1995; KONE & BAYLIS, 1997; BACHMANN; MUNDEL, 

1995). A lesão a nível tubular, pode ser observada através da deposição de material proteico 

observado na análise histopatológica, possivelmente em decorrência da ação proteolítica do 

veneno, causando o acúmulo de proteínas liberadas do citoplasma das células lesadas, 

juntamente com resíduos citoplasmáticos, ou mesmo devido ao aumento da permeabilidade 

(possivelmente com o envolvimento do PAF e mediadores inflamatórios como histamina). A 

presença desse material proteico, pode estar obstruindo os túbulos e com isso diminuindo o 

processo de transporte hidroeletrolítico. 

A análise histopatológica dos rins perfundidos com o vBalt demonstrou a presença de 

material proteico nos glomérulos e túbulos renais, presença de degeneração hidrópica vacuolar, 

degeneração da cápsula de Bowman, tumefação e degeneração de túbulos e glomérulos, 

podemos sugerir dessa forma que a insuficiência renal aguda se deve ao processo de 

citotoxicidade direta sobre epitélio renal, o modelo de rim isolado de rato, comprova de fato 

através da análise histológica o dano direto causado pela peçonha da espécie em estudo a qual 

mostrou lesões a nível de glomérulos e túbulos. Constatou-se também a possível presença da 

proteína de Tamm-Horsfall, produzida pelas células epiteliais do túbulo renal, especialmente 

da porção espessa do ramo ascendente da alça de Henle, essas células secretam tal proteína, por 

um processo associado a capacidade de reabsorver cloretos, sendo que qualquer injuria tubular 

aguda pode provocar uma maior formação dessa proteína (DOUGLAS, 2001). Todos esses 

achados justificam as alterações nos parâmetros funcionais e eletrolíticos, a deposição de 

material proteico nos glomérulos e túbulos podem dificultar a filtração e transportes, 

justificando as diminuições da PP, RFG e Transportes de eletrólitos, por exemplo.  

Achados semelhantes foram mostrados por Linard et al., (2011), que estudando o 

envenenamento in vivo em ratos, por Bothrops alternatus, observou histologicamente extensas 

alterações na arquitetura renal, incluindo a desorganização da borda em escova, inchaço tubular, 

dilatação dos capilares peritubulares, dilatação do espaço capsular de Bowman, deposição de 

colágeno em volta dos glomérulos e dos túbulos proximais que persistiram por até sete dias 

após o envenenamento. Mello et al., (2010) também estudaram o envenenamento experimental 

por Bothrops alterntaus em ratos (0,8 mg/Kg i.v), avaliando os parâmetros cinéticos renais, 

viram que o veneno foi detectado nos glomérulos, cápsula de Bowman, túbulos proximais e 

distais, no córtex renal, epitélio das alças de Henle e dutos coletores e na medula renal, sendo 
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detectado em até 7 dias pós-envenenamento, mostrando assim a distribuição total do veneno 

nos estruturas renais, o que reflete até onde pode haver danos ao epitélio renal. 

O dano citotóxico do epitélio tubular observado nesse estudo se deveu em parte a ação 

de EROs. A interação entre os radicais livres com os lipídios, ácidos nucleicos, proteínas e 

demais componentes celulares danificou a estrutura e funcionalidade dos mesmos. Ao 

comprometerem a composição lipídica das membranas, causaram alterações em sua fluidez, 

permeabilidade e integridade, consequentemente, houve perda da seletividade na troca iônica e 

liberação do conteúdo celular, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomos, e formação de 

produtos citotóxicos, culminando com a morte celular (MELLO FILHO et al., 1983; 

FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Diante da elevada produção de radicais livres, entra em 

questão as defesas endógenas antioxidantes, a principal delas o GSH, peptídeo antioxidante 

presente em altas concentrações na matriz mitocondrial, seus baixos níveis podem estar 

diretamente relacionados com o aumento de EROs e peroxidação lipídica (LEITE, 2003).  

Dessa forma, o nível de estresse oxidativo no tecido renal foi avaliado através da 

mensuração do malondialdeído (MDA) e da glutationa reduzida (GSH), foi observado um 

aumento significativo do MDA e uma diminuição de GSH teciduais dos grupos perfundidos 

com vBalt. Os níveis elevados de MDA em ambas as concentrações evidencia elevada 

capacidade do veneno em causar peroxidação lipídica, mesmo frente a ação antioxidante da 

GSH, prejudicando assim as membranas celulares, isso de fato justifica a diminuição dos 

transportes hidroeletrolíticos, morte celular por apoptose/necrose e presença de material 

proteico no interior de túbulos e glomérulos. 

Uma fração importante envolvida no processo de formação de EROs é a LAAO. Morais 

(2015) estudando a fração LAAO proveniente de Bothrops leucurus, observou um aumento das 

espécies reativas de oxigênio em células MDCK, ao remover o peróxido do meio, pela adição 

de catalase, verificou que aproximadamente 50% do efeito apoptótico foi abolido, sugerindo 

que o peróxido inicia um importante papel na indução de apoptose em células renais.  

O estudo também objetivou investigar a viabilidade de células renais frente ao veneno 

de B. alternatus, para isso foi testado diferentes concentrações de veneno sobre células 

tubulares proximais renais LLC-MK2 (Macaco) e HK-2 (Humanas). Foi utilizado o ensaio de 

MTT, técnica utilizada para verificar a capacidade de redução mitocondrial e viabilidade celular 

(MOSMAN et al., 1993). Foi observada redução significativa da viabilidade apenas para a 

linhagem LLC-MK2, a partir das concentrações de 50, 100 e 200 μg/mL (IC50= 221,3 μg/mL). 
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 Resultados condizentes com os estudos de Teixeira-Cruz (2014) que observou 

diminuição da viabilidade celular em linhagens do tipo LLC-PK1, nas concentrações de 10, 25 

e 50µg/mL com veneno total de B. jararacussu; e Nascimento et al., (2007) que avaliaram a 

citotoxicidade da peçonha de Bothrops alternatus, através do ensaio com MTT em células 

epiteliais renais tubulares distal - MDCK e observou redução da viabilidade nas concentrações 

de 10 e 100 μg/mL. Outros estudos já foram realizados com veneno total de serpentes do gênero 

Bothrops em linhagens do tipo MDCK onde também ouve diminuição da viabilidade celular: 

Collares-Buzato et al., (2002) em estudo com a Bothrops moojeni, Moraes et al., (2013), com 

a Bothrops leucurus, Mello et al., (2014) com a Bothropoides insulares e Marinho et al., (2015) 

com a Bothropoides pauloensis. 

Quanto a linhagem HK-2 para a escala de concentrações utlizadas houve aumento da 

viabilidade celular nas baixas concentrações (25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 

µg/mL), esse achado pode está associado ao componente alternagina C (ALT-C), uma proteína 

do tipo desintegrina-like ja isolada do veneno da serpente Bothrops alternatus, que foi capaz 

de induzir a proliferação de células endoteliais vasculares humanas por regulação positiva da 

expressão do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), resultados demonstrados 

através de ensaios realizados in vitro (COMINETTI et al., 2004; SELISTRE-DE-ARAUJO et 

al., 2005). A mesma fração, em baixas concentraões (1 e 10 ng) em ensaios in vivo, também foi 

responsável por induzir migração de células endoteliais e a formação de novos vasos 

(angiogênese), sendo classificada como proangiogênica; em concentrações mais altas esse 

efeito não foi observado (RAMOS et al., 2007). No entanto, essa suposição é apenas um indício, 

dessa forma, mostra-se necessário novas investigações com utilização de outra metodologia no 

intuito de averiguar um possível aumento da população celular, comprovando assim que nessas 

linhagens submetidas a tais concentraçãoes de vBalt, houve realmente proliferação celular. 

Quando se investigou o tipo de morte celular foi observado o aparecimento de três 

populações celulares: células viáveis, não marcadas com 7-AAD ou Anexina V-PE; células 

necróticas, detectadas pela ligação específica do 7-AAD ao material nuclear e células marcadas 

duplamente, consideradas células que passaram pelo processo de indução apoptótica e, por não 

terem sido fagocitados, são lisados e entram em necrose secundária (ou apoptose tardia). Duas 

populações se destacaram significantemente, as células em estado necrótico e em apoptose 

secundária. No caso do nosso estudo, o resultado sugere que o principal tipo de morte induzida 

pelo vBalt na concentração utilizada (IC50), no tempo de 24 horas, para a linhagem LLC-MK2, 

foi por indução de necrose e apoptose tardia. Resultados condizentes com os achados de 
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Nascimento et al., (2007) que utilizando a mesma metodologia, e também utilizando o veneno 

total de Bothrops alternatus, observou necrose nas concentrações de 10 e 100µg/mL em 

linhagens de células do tipo MDCK.  Tais achados justificam a ação direta do veneno sobre os 

rins tanto na porção proximal (LLC-MK2), (neste estudo) quanto na porção distal (MDCK) 

(NASCIMENTO et al., 2007) com consequente necrose tubular implicando numa menor 

capacidade de reabsorção de Na+ e K+, cujo principal local é o túbulo proximal (BRENNER E 

RECTOR, 2008). 

Nascimento et al., (2007) ainda acrescenta que o fato da peçonha de B. alternatus conter 

proteínas capazes de induzir apoptose, mas que este fenômeno não foi observado em seus 

experimentos, pode indicar que a ação potente e forte do veneno na produção de necrose 

mascarou qualquer efeito apoptótico. Resultados semelhantes foram encontrados por Marinho 

et al., (2015) estudando o veneno total de Bothropoides pauloensis e De Morais et al., (2013) 

com a B. leucurus, também observaram uma diminuição da viabilidade celular para ambos os 

venenos, e morte celular por apoptose (Bothropoides pauloensis), e necrose com poucas células 

apoptóticas (B. leucurus).  

O efeito necrótico encontrado, pode ser decorrente de componentes específicos do 

veneno, como metaloproteinases e desintegrinas que clivam os componentes da matriz 

extracelular interrompendo a adesão celular (KAMIGUTI, 1998), PLA2 que desestabilizam a 

membrana celular podendo gerar necrose (KINI, 2003). No veneno da espécie B. alternatus ja 

foram identificadas e caracterizadas algumas dessas frações: L-aminoácido oxidase - LAAO 

(STABELI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2016), a PLA2 (NISENBOM et al., 1986), 

metaloproteinase (baltergin) e disintegrinas (SOUZA et al., 2000; MARIANO-OLIVEIRA et 

al., 2003; COMINETTI et al., 2003, 2004; GAY et al., 2005, 2009; SELISTRE-DE-ARAUJO 

et al., 2005), sendo as metaloproteinases a fração marjoritária desse veneno: 43,1% de 

metaloproteinases, 7,8% de PLA2, 6,9% de LAAOs e 2,6% de desintegrinas (ÖHLER et al., 

2010). Desta forma todos esses componentes podem estar envolvidos no efeito encontrado. 

Alguns estudos demostraram que a porção lisa do túbulo proximal (segmento S3) é mais 

vulnerável à lesão nefrotóxica que as células tubulares proximais no córtex (segmentos S1 e 

S2), nessa parte do néfron, as células tubulares, dependendo do grau da lesão, perdem a borda 

em escova e sofrem necrose celular (LIEBERTHAL et al., 1997;1998; NEIVA, 2008). Sendo 

as células tubulares epiteliais os principais alvos dos efeitos tóxicos dos venenos, a apoptose 

nessas células é a causa principal da perda de função renal podendo ser induzida por vários 
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estímulos, disfunção mitocondrial, distúrbio na sinalização do Ca2+ e privação de energia e 

radicais livres (LIN et al., 2014; SITPRIJA e SITPRIJA, 2012) sendo que a exposição à grande 

quantidade de EROs induz a morte celular por necrose (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 

2007).  

De acordo com Sitiprija (2012), os parâmetros fisiológicos obtidos em estudos com 

perfusão de rim isolado em ratos variaram e podem diferir daqueles no envenenamento animal, 

visto que os efeitos hemodinâmicos das toxinas no rim isolado apresentaram apenas o efeito 

vascular renal excluindo as interferências que ocorreriam nas metodologias in vivo, causadas 

por outros fatores endógenos do animal em estudo, que afetariam de outra maneira o rim 

(MARINHO, 2013). Mesmo considerando esses fatores o estudo aqui realizado utilizando o 

modelo de rim isolado mostra alterações em todos os parâmetros observados, assim como nas 

demais análises e no cultivo celular, evidenciando o caratér nefrotóxico direto do veneno da 

serpente Bothops alternatus. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Com os resultados obtidos neste estudo, podemos inferir que o veneno total de Bothrops 

alternatus foi capaz de causar alterações nos parâmetros hemodinâmicos renais no modelo de 

perfusão de rim isolado de rato, para as duas concentrações de 1 e 3µg/mL, diminuindo a 

pressão de perfusão renal, ritmo de filtração glomerular, resistência vascular renal e fluxo 

urinário, os parâmetros hidroeletrolíticos: percentual de transporte total e proximal de sódio e 

cloreto, também diminuíram.  

A análise histopatológica mostrou alterações em toda a arquitetura renal, apresentando 

presença de material proteico nos glomérulos e túbulos renais, degeneração hidrópico vacuolar, 

degeneração da cápsula de Bowman, tumefação e degeneração de túbulos e glomérulos com 

possível presença da proteína de Tamm-Horsfall intratubular. 

Das duas linhagens celulares em estudo (LLC-MK2 e HK-2) o veneno total de Bothrops 

alternatus reduziu a viabilidade apenas da linhagem LLC-MK2 em altas concentrações, em 

baixas concentrações aumentou a viabilidade celular para ambas as linhagens estudadas, 

podendo ser um indício de que em baixas concentrações esse veneno, ou fração dele, induz 

proliferação celular. 

Todos esses efeitos observados no rim isolado podem estar associados com a perda da 

função das células tubulares, já que através dos ensaios de cultivo celular o vBalt induziu morte 

por necrose nas células tubulares proximais renais da linhagem LLC-MK2, o aumento nos 

níveis de MDA e diminuição de GSH mostra que parte desses danos se deve a ação de EROs 

causando peroxidação lipídica acarretando danos a membrana celular, sendo este fator 

importante na causa de morte celular observada. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Segundo estimativas, serpentes do gênero Bothrops injetam em torno de 50 mg de 

veneno por picada, considerando que no túbulo proximal a concentração de veneno seja 10 a 

20 vezes maiores que no plasma, dada a função concentradora do rim, é possível que este 

alcance mais de 100 µg/mL localmente (DE CASTRO et al., 2004). Considerando o tempo de 

duração do experimento de perfusão como sendo de duas horas, e as concentrações utilizadas 

de 1 e 3µg/mL e da alteração de todos os parâmetros, o experimento consegue ser claro e 

traduzir as condições para um acidente real, pelo menos nas alterações condizentes com a ação 

direta do veneno sobre o rim. 

Esses resultados ajudarão a esclarecer melhor o mecanismo de nefrotoxicidade e 

alterações hemodinâmicas induzidas pelo envenemento por Bothrops alternatus. Estudos 

futuros ainda serão necessários, na tentativa de elucidar mais detalhadamente se existe uma ou 

mais frações específicas do veneno que estaria envolvida no mecanismo das lesões renais e nos 

efeitos aqui observados neste trabalho. 
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