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RESUMO 

 O acidente causado pela serpente Lachesis muta muta é grave e o seu 
veneno é responsável por uma série de alterações sistêmicas, como a hipotensão 
arterial. Neste trabalho, foram investigados os efeitos renais do veneno total desta 
serpente em sistema de perfusão renal e em cultura de células tubulares renais do 
tipo MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Foram utilizados ratos Wistar machos 
pesando entre 250 e 300g, cujos rins foram isolados e perfundidos com Solução de 
Krebs-Hanseleit contendo 6%p/v de albumina bovina previamente dialisada. Foram 
investigados os efeitos do veneno (10 µg/mL; n=6) sobre a Pressão de Perfusão 
(PP), Resistência Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinário (FU), Ritmo de Filtração 
Glomerular (RFG), Percentual de Transporte Tubular de Sódio (%TNa+), de 
Potássio (%TK+) e de Cloreto (%TCl-). O veneno da Lachesis muta muta foi 
adicionado após 30 minutos de controle interno. As células MDCK foram cultivadas 
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% v/v de Soro Bovino Fetal e 
então avaliadas na presença do veneno total da serpente Lachesis muta muta nas 
concentrações 1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL. Após 24 horas de experimento, foram 
realizados ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular. O veneno total, na dose de 
10µg/mL, causou redução transitória na pressão de perfusão (C60= 108,27 ± 4,88 
mmHg; VT L. m. muta60= 88,17 ± 5,27# mmHg; C90= 108,69 ± 5,08 mmHg; VT L. m. 

muta90= 78,71 ± 6,94#* mmHg) e na resistência vascular renal (C60= 5,57 ± 0,49 
mmHg/mL.g-1.min-1; VT L. m. muta60= 3,50 ± 0,22# mmHg/mL.g-1.min-1; C90= 5,32 ± 
0,57 mmHg/mL.g-1.min-1; VT L. m. muta90= 3,11 ± 0,26#* mmHg/mL.g-1.min-1) além 
de aumento do fluxo urinário (C60= 0,158 ± 0,015 mL.g-1.min-1; VT L. m. muta60= 
0,100 ± 0,012# mL.g-1. min-1; C120= 0,160 ± 0,020 mL.g-1.min-1; VT L. m. muta120= 
0,777± 0,157#*) e do ritmo de filtração glomerular (C60= 0,707 ± 0,051 mL.g-1.min-1; 
VT L. m. muta60= 0,232 ± 0,042# mL.g-1.min-1; C120= 0,697 ± 0,084 mL.g-1.min-1; VT L. 

m. muta120= 1,478 ± 0,278#* mL.g-1.min-1). A dose estudada também promoveu 
redução significativa do percentual de transporte tubular de sódio (%TNa+), potássio 
(%TK+) e cloreto (%TCl-) nos três períodos analisados (30, 60 e 90 minutos), com 
conseqüente aumento do clearence osmótico(Cosm) (C90= 0,141 ± 0,011; VT L. m. 

muta90= 0,309 ± 0,090; C120= 0,125 ± 0,016; VT L. m. muta120= 0,839  ± 0,184#*). A 
avaliação histopatológica revelou a presença de áreas focais com células com 
núcleos picnóticos nos túbulos renais dos rins perfundidos com veneno. O veneno 
também apresentou efeito citotóxico sobre as células MDCK apenas nas 
concentrações de 10µg/mL e 100µg/mL reduzindo a viabilidade destas células a 
38,60 ± 17,9% e 10,62 ± 2,9%, respectivamente. Estes resultados demonstram que 
o veneno total da Lachesis muta muta alterou todos os parâmetros renais avaliados 
na perfusão renal, induzindo hipotensão transitória e intensa diurese. O veneno 
também possui ação citotóxica sobre as células MDCK após 24 horas de incubação.  

Palavras-chave: Lachesis muta. Toxicidade. Rim. 
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ABSTRACT 

The accident caused by the snake Lachesis muta muta is serious and its 
venom is responsible for many systemic changes, such as hypotension. In this work, 
the renal effects of the total venom of this snake in the renal perfusion system and in 
cultured renal tubular cells of the type MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) are 
investigated.  Isolated kidneys from Wistar rats, weighing 250 to 300g, were perfused 
with previously dialysed, Krebs-Henseleit solution containing 6% w/v bovine albumin. 
The effects of the venom (10 mg / mL, n = 6) on the perfusion pressure (PP), renal 
vascular resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), sodium 
tubular transport (%TNa+), potassium tubular transport (%TK+) and chloride tubular 
transport (%TCl-) were submitted to analysis.  Lachesis muta muta venom was added 
to the system after 30 minutes of internal control. MDCK cells were cultured in RPMI 
1640 medium supplemented with 10% v/v fetal bovine serum and then assessed in 
the presence of the total venom of the snake Lachesis muta muta in the 
concentrations of 1µg/mL, 10µg/mL and 100µg/mL 24 hours afterwards, tests 
concerning viability and cellular cytotoxicity were brought about. The total venom 
(10µg/mL)  promoted a transient reduction in perfusion pressure (C60= 108.27 ± 4.88; 
VT L. m. muta60= 88.17 ± 5.27#; C90= 108.69 ± 5.08; VT L. m. muta90= 78.71 ± 
6.94#*) and renal vascular resistance (C60= 5.57 ± 0.49; VT L. m. muta60= 3.50 ± 
0.22#; C90= 5.32 ± 0.57; VT L. m. muta90= 3.11 ± 0.26#*); increase in urinary flow 
(C60= 0.158 ± 0.015; VT L. m. muta60= 0.100 ± 0.012#; C120= 0.160 ± 0.020; VT L. m. 

muta120= 0.777± 0.157#*) and in glomerular filtration rate (C60= 0.707 ± 0.051; VT L. 

m. muta60= 0.232 ± 0.042#; C120= 0.697 ± 0.084; VT L. m. muta120= 1.478 ± 0.278#*). 
Such a concentration also reduced significantly sodium tubular transport (%TNa+), 
potassium tubular transport (%TK+) and chloride tubular transport (%TCl-) in the three 
periods analyzed (30, 60 and 90 minutes), with a consequent increase in the osmotic 
clearance (Cosm) (C90= 0.141 ± 0.011; VT L. m. muta90= 0.309 ± 0.090; C120= 0.125 ± 
0.016; VT L. m. muta120= 0.839  ± 0,.184#*). Histological analysis of the kidneys 
perfused with the poison revealed focal areas of renal tubular cells with nuclear 
pyknosis. The venom also promoted a cytotoxic effect on MDCK cells at 
concentrations 10µg/mL and 100µg/mL, thus reducing the viability of these cells to 
38.60 ± 17.9% and 10.62 ± 2.9%, respectively. These results demonstrate that the 
venom of Lachesis muta muta altered all the renal parameters assessed in renal 
perfusion, inducing transient hypotension and intense diuresis. The venom also 
exhibits cytotoxic activity on MDCK cells after 24 hours of incubation. 

Keywords: Lachesis muta. Toxicity. Kidney. 
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VT L. m. muta60   Valores do efeito do veneno no período de 60 minutos 
VT L. m. muta90   Valores do efeito do veneno no período de 90 minutos 
VT L. m. muta120   Valores do efeito do veneno no período de 120 minutos 
VWF     Fator de Von Willebrand 
v/v    Volume/volume 
Zn 2+    Íon zinco 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais e epidemiológicos 

Os venenos são encontrados em várias espécies de seres vivos, desde 

organismos unicelulares a pássaros (RUSSEL e DART, 1991; DUMBACHER et al., 

2000). De acordo com a presença ou a ausência de estruturas especializadas para 

injetá-lo, estes organismos podem ser classificados como animais peçonhentos ou 

não-peçonhentos, respectivamente.  

Nos primeiros, o veneno é produzido por glândulas especializadas como um 

complexo enzimático de finalidades principalmente digestivas com atividades tóxicas 

que neutralizam e matam a presa durante a captura, acrescido de um efeito 

defensivo contra predadores (INSTITUTO BUTANTAN, 1996). No caso das 

serpentes, estas apresentam ainda um órgão sensorial importante que é a fosseta 

loreal – um sensor térmico muito desenvolvido – situado entre a narina e os olhos. 

Através desse sensor, a serpente pode localizar a sua presa em ambientes escuros 

apenas pela captação do calor (NOGUEIRA e SAKATE, 2004). 

O animal não-peçonhento é aquele cujos tecidos, ou parte deles, são parcial 

ou totalmente tóxicos e que não possui mecanismo ou estrutura para a liberação de 

veneno (RUSSEL e DART, 1991). 

 Dentre as serpentes existem algumas diferenças anatômicas que possibilitam 

a distinção entre as peçonhentas e as não-peçonhentas. No entanto, a presença de 

fosseta loreal indica com segurança que a serpente é peçonhenta. Esta e outras 

características anatômicas podem ser visualizadas na figura 1. 
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Figura 1 - Principais características de diferenciação entre as serpentes 
peçonhentas e não peçonhentas (MS/FUNASA, 2001). 
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O valor real da incidência dos acidentes por picadas de serpentes permanece 

desconhecido, seja por falta de registro ou por metodologia deficiente na captação 

dos dados (LIZANO et al., 2003). A organização mundial de saúde estima que 

ocorram no mundo cerca de 2.500.000 acidentes por serpentes peçonhentas 

anualmente. Destes acidentes, ocorrem cerca de 125.000 mortes (CHIPPAUX, 

1998).  

Em nosso país, os primeiros cuidados historicamente dispensados a pessoas 

picadas por serpentes foram tomados por Vital Brazil, registrando óbitos decorrentes 

de acidentes ofídicos na região de Botucatu, no estado de São Paulo, onde 

posteriormente se desenvolveu os maiores centros de criação de serpentes e 

produção de soro antiofídico, como o Instituto Butantan (BENCHIMOL; TEIXEIRA, 

1993). Os dados mais recentes sobre acidentes ofídicos no Brasil revelam que de 

janeiro de 1990 a dezembro de 1993 foram notificados 81.611 acidentes ofídicos, o 

que representa uma média de 20.000 casos/ano (CASTRO, 2006; MS/FUNASA, 

2001). Dos acidentes atribuídos a serpentes peçonhentas, 0,4% foram por espécies 

do gênero Micrurus (elapídico), 1,4% por espécies do gênero Lachesis, 7,7% pelas 

do gênero Crotalus e 90,5% por espécies do gênero Bothrops (Figura 2). Deve ser 

feita a ressalva de que há subnotificação, principalmente no Norte, ou seja, tanto o 

número de casos como o percentual atribuído a cada gênero pode variar bastante. 

Outro fato relevante é que esse percentual deve variar de região para região, dada a 

dimensão continental do nosso país e a variação de biomas existentes (ANDRADE-

FILHO et al., 2001). 

 

 



 

Figura 2 - Distribuição dos casos de acidentes ofídicos no Brasil de acordo com o gênero 
envolvido no acidente. (Fonte
 

No Ceará, os dados epidemiológicos 

elevada variação anual no número de casos, variando de 387 a 61 casos por ano. A 

Secretaria Estadual de Saúde do Estado do Ceará registrou, entre 1987 e 1990, 

1256 casos, com 18 óbitos e letalidade de 1,4% (CEARÁ, 1991).
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(Fonte: MS/FUNASA, 2001) 
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representaram 88,3% do total, estatística bem próxima aos 90,5% encontrados 

nacionalmente. É interessante notar que o gênero Lachesis a nível nacional contribui 

com 1,4% do total de acidentes, mas no Ceará ele representa apenas 0,2% dos 

casos. Por se tratar de serpentes encontradas apenas em faixas preservadas de 

mata atlântica e ilhas úmidas como as que ocorrem no maciço de Baturité, onde a 

densidade populacional é baixa, os acidentes provocados por estes animais são 

pouco observados.  

Os acidentes ofídicos representam, portanto, um sério problema de saúde 

pública, principalmente em países tropicais, o que inclui toda a América Latina.  Nos 

países em desenvolvimento os acidentes por animais peçonhentos devem ser 

tratados com bastante relevância, não apenas pelo número de pacientes que 

evoluem para o óbito, mas também pelos casos que resultam em morbidades 

crônicas associadas com amputações, deformidades, falência renal, e suas 

conseqüências socioeconômicas (LIZANO et al., 2003; WHO, 1981). 

 

1.2 Serpentes peçonhentas brasileiras 

Calcula-se que existam cerca de 3000 espécies de serpentes no mundo, das 

quais 410 são venenosas e peçonhentas (BARRAVIERA, 1993). No Brasil existem 

358 espécies, distribuídas em 78 gêneros. As três principais famílias de serpentes 

existentes em nosso país são a Colubridae, a Elapidae e a Viperidae, das quais 

apenas as duas últimas possuem importância epidemiológica (MS/FUNASA, 1998; 

2001). 

A família Elapidae é composta de 18 espécies, todas incluídas no gênero 

Micrurus. À família Viperidae, pertencem os gêneros, Bothriopsis, Porthidium, 

Bothrops (conhecida popularmente como jararaca ou urutu), Crotalus (vulgarmente 

chamada de cascavel ou maracambóia) e Lachesis (também conhecida como 

surucucu), dos quais apenas os três últimos adquirem importância epidemiológica. 

Os representantes desta família possuem a cabeça triangular com escamas e 

fosseta loreal. Os dentes inoculadores de veneno são grandes e implantados no 

osso maxilar superior situado na parte anterior (RAGE, 1977). 

 



 

1.2.1 O Gênero Lachesis 

Esse gênero é represe

na America do Sul, a Lachesis stenophry

Lachesis melanocephala 

venenosas do hemisfério ocidental atingindo em média de 2 a 2,5 metros quando 

adultas, embora, não surpreendentemente

Também são as únicas serpentes da família 

2008).  

No Brasil, a única espécie encontrada é

subdividida em duas subespécies 

(BARRAVIERA, 1997). Estão distribuídas pelas grandes florestas tropicais 

brasileiras, como a Zona da Mata Atlântica e a F

registro de acidentes e captura desta espécie em regiões serranas úmidas do Ceará 

(FEITOSA et al., 1997; MS/FUNASA

amarelado, com grandes manchas triangulares pretas, as quais apresentam uma 

mancha clara no centro e o lado ventral de cor creme

1991). São conhecidas como surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga.

 

 

 

 

Figura 3 - Exemplar da espécie 
Fonte: (http://www.flickr.com/photos/sanjayveiga/2657632100/

 

Esse gênero é representado por três espécies: a Lachesis muta

Lachesis stenophrys encontrada na América Central

 endêmica na Costa Rica. São as maiores serpentes 

venenosas do hemisfério ocidental atingindo em média de 2 a 2,5 metros quando 

adultas, embora, não surpreendentemente, possam atingir mais de 3 metros

Também são as únicas serpentes da família Viperidae a por ovos

a única espécie encontrada é a Lachesis muta

subdividida em duas subespécies Lachesis muta muta e Lachesis muta noctivaga

Estão distribuídas pelas grandes florestas tropicais 

o a Zona da Mata Atlântica e a Floresta Amazônica, embora haja 

registro de acidentes e captura desta espécie em regiões serranas úmidas do Ceará 

MS/FUNASA, 1998; 2001). Tem um padrão de cor marrom 

grandes manchas triangulares pretas, as quais apresentam uma 

mancha clara no centro e o lado ventral de cor creme-esbranquiçada (GRANTSAU, 

1991). São conhecidas como surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga.

Exemplar da espécie Lachesis muta.                           
(http://www.flickr.com/photos/sanjayveiga/2657632100/
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Lachesis muta encontrada 

América Central e 

São as maiores serpentes 

venenosas do hemisfério ocidental atingindo em média de 2 a 2,5 metros quando 

possam atingir mais de 3 metros. 

a por ovos (SANZ et al., 

Lachesis muta (Figura 3), 

Lachesis muta noctivaga 

Estão distribuídas pelas grandes florestas tropicais 

loresta Amazônica, embora haja 

registro de acidentes e captura desta espécie em regiões serranas úmidas do Ceará 

padrão de cor marrom 

grandes manchas triangulares pretas, as quais apresentam uma 

esbranquiçada (GRANTSAU, 

1991). São conhecidas como surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga.  

Lachesis muta.                           
(http://www.flickr.com/photos/sanjayveiga/2657632100/ 
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1.3 Composição dos venenos ofídicos 

O veneno representa uma importante inovação durante o processo evolutivo 

das serpentes. Ele possibilitou a transição de um modo mecânico (constrição) para 

um modo químico de dominar e digerir grandes presas. Na verdade o veneno 

apresenta múltiplas funções como imobilização, paralisação, morte e digestão da 

presa (AIRD, 2002).  

 
O veneno das serpentes contém uma infinidade de substâncias com 

estruturas simples e complexas, cuja proporção e características individuais variam 

com a espécie (VARANDA; GIANNINI, 1994). De modo geral, a peçonha das 

serpentes é constituída por três grupos de compostos: proteínas; compostos 

orgânicos de baixo peso molecular e compostos inorgânicos. 

As proteínas representam cerca de 90% do peso seco dos componentes 

orgânicos (BON, 1997), que incluem ainda carboidratos, lipídios (especialmente 

fosfolipídios) e aminas biogênicas (VARANDA, GIANNINI, 1994). Alguns dos 

elementos protéicos atuam enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas 

diretas principalmente na desestabilização de membranas celulares, pelos 

mecanismos mais variados. Desta forma, são encontrados entre aqueles com 

atividade enzimática, as fosfolipases A2 (FLA2), relacionadas à produção de 

derivados do ácido aracdônico (SIX; DENNIS, 2000), as metaloproteinases, 

responsáveis pela proteólise das membranas basais dos vasos, as trombina símiles 

que ativam fatores da coagulação, transformam o fibrinogênio em fibrina e induzem 

a agregação plaquetária (SANTOS et al., 2000), e as L-aminoácido oxidases que 

induzem ou inibem a agregação plaquetária além de promover apoptose (DU; 

CLEMETSON, 2002). 

As fosfolipases A2 compõem uma superfamília de enzimas definidas por sua 

habilidade de catalisar a hidrólise do éster ligado à posição central (sn-2) de 

glicerofosfolipidios de membrana celulares, liberando precursores de mediadores 

químicos relacionadas ao processo inflamatório (CHACUR  et al., 2003).  

Em um mesmo veneno são encontradas uma variedade de FLA2 que podem 

possuir atividade neurotóxica, citotóxica, cardiotóxica, miotóxica, hipotensiva, pró-
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inflamatória, coagulante ou agregante de plaquetas, com características moleculares 

de estrutura quaternária monomérica ou multiméricas, homo ou heterodiméricas, 

ligadas por pontes dissulfídricas, tóxicas ou não tóxicas, cataliticamente ativas ou 

não. Todas são dependentes de cálcio para atuar e os resíduos da alça de ligação 

ao cálcio são particularmente conservados (MURAKAMI e ARNI, 2003). 

Estruturalmente são reconhecidos três tipos diferentes: a) as clássicas com 

ácido aspártico no carbono 49, que catalisam a hidrólise do éster ligado à posição 

sn-2 do glicerofosfolipidio (Asp49); b) as variantes, também denominadas proteínas 

semelhantes a FLA2 (FLA2 símile) por serem estruturalmente semelhantes, mas 

destituídas de atividade enzimática, contendo lisina em substituição ao ácido 

aspártico (Lys49) (LOMONTE; ÂNGULO; CALDERÓN, 2003); c) variantes com 

serina ocupando a posição 49  (Ser49), (KRIZAJ et al., 1991; POLGÁR et al., 1996), 

as duas últimas enzimaticamente inativas (LOMONTE; ÂNGULO; CALDERÓN, 

2003). 

In vitro as fosfolipases A2 apresentam efeitos na placa neuromuscular, 

atividade citolítica que se expressa pela ruptura de lipossomos compostos de 

fosfolipídios carregados negativamente (SOARES et al., 2000), induzem  

degranulação de mastócitos com conseqüente aumento da permeabilidade vascular 

e formação de edema (LANDUCCI, et al., 1998), além de provocarem lesão renal em 

sistema de rim isolado de rato (BARBOSA et al., 2002).  

Independentemente de possuírem ou não atividade enzimática, as 

fosfolipases A2 desestabilizam os fosfolipídios das membranas celulares e induzem 

lesão da membrana celular, permitindo um influxo descontrolado de íons cálcio e 

sódio que promovem alterações intracelulares irreversíveis que culmina com a morte 

celular (LOMONTE; ÂNGULO; CALDERÓN, 2003). 

As metaloproteinases, por sua vez, participam do remodelamento do tecido 

conectivo no processo de cicatrização das feridas dos seres humanos (MITCHELL, 

2005). Nos venenos das serpentes além de lesarem as células endoteliais, 

contribuindo para a hemorragia local ou sistêmica (RUIZ DE TORRENT et al., 1999), 

facilitam a disseminação do veneno a partir do local da inoculação (ANAI et al., 
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2002), onde contribuem com a mionecrose, a dermonecrose, a formação de bolhas 

e a inflamação (GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000).  

A especificidade de substrato das metaloproteinases dos venenos das 

serpentes (SVMPs) é muito semelhante ao das metaloproteinases da matriz 

(MMPs), envolvendo componentes da membrana basal da microvasculatura 

(TANJONI et al., 2003), a qual, quando rompida, deixa extravasar sangue, 

constituindo o mecanismo fisiopatológico da hemorragia provocada pelas SVMPs 

(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Uma das SVMPs bem estudada, a jararhagina, 

isolada do veneno da B. jararaca, é um dos principais componentes responsáveis 

pela hemorragia. Além de degradar a matriz extracelular, também atua em proteínas 

plasmáticas da coagulação importantes para a hemostasia (KAMIGUTI et al., 1996). 

As L-aminoácido oxidases (LAAOs) 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 (DU, 

CLEMETSON, 2002). São enzimas largamente distribuídas em diferentes 

microorganismos tais como bactérias, fungos, algas verdes e venenos de serpentes. 

Nestes, supõe-se que sejam toxinas, ainda que seu modo de ação não esteja 

esclarecido (STABELI et al., 2004).  

Sem atividade enzimática são observadas as neurotoxinas de atividade pré e 

pós sináptica que afetam a função neuromuscular (HAWGOOD; SANTANA DE SÁ, 

1979), as cardiotoxinas que atuam na membrana celular do músculo cardíaco e 

despolarizam de modo persistente a membrana das células excitáveis acarretando 

hemólise (REID, 1964), e as lectinas, como a botrocetina, que se liga a 

glicoproteínas e interfe com a formação do coágulo e na agregação plaquetária 

(MONTEIRO et al., 2003). 

As lectinas também denominadas lectinas do tipo-C são proteínas não 

enzimáticas encontradas em muitos animais vertebrados, moluscos, vegetais, 

bactérias e cogumelos (KILPATRICK, 2002), que se ligam não covalentemente a 

mono ou oligossacarídeos de modo dependente de cálcio.  

As lectinas do tipo-C que perderam a capacidade de se ligar a carboidratos 

são encontradas somente em venenos de serpentes (OGAWA et al., 2005), como 
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por exemplo, o fator X, ativador da coagulação sanguínea, do veneno da Vipera 

russeli e são, portanto, denominadas lectinas símiles. De fato, a maioria das lectinas 

do tipo C isoladas dos venenos de serpentes não consegue se ligar a carboidrato e 

não podem ser consideradas verdadeiras lectinas (DRICKAMER, 1999; MORITA, 

2004; MONTEIRO et al., 2003), sendo, portanto, denominadas lectinas símiles. 

Nos mamíferos as lectinas então envolvidas na aderência celular a outras 

células e à matriz extracelular (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). As dos venenos 

das serpentes, quando injetadas em outros animais, podem aglutinar hemácias in 

vitro, estimular mitose em linfócitos, provocar agregação plaquetária, induzir edema, 

liberar cálcio dos estoques intracelulares e inibir a proliferação de algumas linhagens 

de células (MARCINKIEWICZ et al., 2000). Também podem se ligar ao fator de Von 

Willebrand (VWF) e induzir sua interação com a glicoproteína plaquetária Ib. Outras, 

ao contrário, ligam-se à glicoproteína plaquetária Ib impedindo o VWF de mediar a 

agregação plaquetária, ou inibem a coagulação por formar complexos não 

covalentes com os fatores IX e IXa, X e Xa, bloqueando sua participação na cascata 

da coagulação, e algumas interagem diretamente com a trombina inibindo suas 

funções de agregação de plaquetas, quebra do fibrinogênio e ativação da 

coagulação (MONTEIRO et al., 2003). 

Por fim, os componentes inorgânicos mais encontrados são elementos como 

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

(FRIDERICH; TU, 1991). Alguns atuam como estabilizadores de proteínas, outros, 

participam dos mecanismos catalíticos de componentes enzimáticos (BJARNASON; 

FOX, 1994). 

 

1.3.1 O veneno Laquético  

O veneno Laquético, bem como os demais, é constituído principalmente por 

componentes de natureza protéica que são agrupados em poucas famílias de 

proteínas. Sendo assim, as proteínas encontradas no veneno da Lachesis muta são 

distribuidas em 8 famílias diferentes: Peptídios potenciadores da bradicinina (BPPs), 

fatores de crescimento do nervo, fosfolipase A2 (FLA2), serinoproteases, proteínas 



 

secretórias ricas em cisteína

oxidase (LAAO) e metaloproteinases

A contribuição de cada uma destas famílias para a composição protéica do veneno 

laquético pode ser vista na 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

Como visto anterior

Lachesis muta é composto por metaloproteinases. 

ser observado na peçonha da

com cerca de 38,2% da 

largamente responsáveis pela síndrome hemorrágica observada nos 

envenenamentos por serpentes (GUTIÉRREZ 

31,2%

7,9%

PPBs/PN-C

FLA2

Serinoprotease

LAAO

Figura 4 - Composição protéica do veneno total da 
expressos como percentual relativo das proteínas totais do veneno
potenciadores da bradicinina/ Peptídio natriurético C;
aminoácido oxidase; CRISP -
al., 2008. 

secretórias ricas em cisteína (CRISP), lectinas símile do tipo-C, L 

e metaloproteinases dependente de Zn2+ (SANS 

A contribuição de cada uma destas famílias para a composição protéica do veneno 

na figura 4. 

anteriormente, 31,9 % da composição protéica do veneno da 

é composto por metaloproteinases. Dado semelhante também pode 

ser observado na peçonha da Lachesis stenophrys onde estas proteínas  contribuem 

com cerca de 38,2% da sua composição protéica. As metaloproteinases são 

largamente responsáveis pela síndrome hemorrágica observada nos 

envenenamentos por serpentes (GUTIÉRREZ et al., 2005).  

14,7%

0,6%

8,7 %1,8%

7,9%

2,7%
31,9%

Fator de crescimento do nervo

CRISP

Serinoprotease Lectina símile tipo-C

Zn2+ - Metaloproteinase

Composição protéica do veneno total da Lachesis muta. Os
percentual relativo das proteínas totais do veneno. BPPs/PN

potenciadores da bradicinina/ Peptídio natriurético C; FLA2 - fosfolipase A
- Proteína secretória rica em cisteína. Adaptado de SANS 

27 

 

C, L - aminoácido 

 et al., 2008).         

A contribuição de cada uma destas famílias para a composição protéica do veneno 

 

, 31,9 % da composição protéica do veneno da 

Dado semelhante também pode 

onde estas proteínas  contribuem 

As metaloproteinases são 

largamente responsáveis pela síndrome hemorrágica observada nos 

Fator de crescimento do nervo

C

Metaloproteinase

Os dados estão 
BPPs/PN-c - Peptídios 

fosfolipase A2; LAAO - L-
Adaptado de SANS et 



28 

 

 

 

No veneno laquético há pelo menos duas metaloproteinases bem conhecidas: 

o LHF-I (fator hemorrágico I), que é uma proteína ácida, de alto peso molecular (100 

kDa), com alta atividade hemorrágica (RUCAVADO et al., 1999) e o LHF-II (fator 

hemorrágico II), proteína de 22 kDa e com fraca atividade hemorrágica. Comumente, 

estas metaloproteinases são chamadas de hemorraginas. A combinação de 

desfibrinação e lesão direta da parede do vaso podem levar a hemorragias maciças 

e potencialmente fatais (WARRELL, 1989). Algumas metaloproteinases de veneno 

inibem a coagulação do sangue. A maioria das metaloproteínases são 

fibrinogenases e elas clivam peptídeos da região C terminal do fibrinogênio. São 

classificadas em a e b-fibrinogenases, de acordo com sua especificidade pela cadeia 

do fibrinogênio. A a-fibrinogenase inibe a coagulação do sangue porque o 

fibrinogênio "truncado" não forma um coágulo de fibrina tão forte como o fibrinogênio 

nativo. Desta forma, uma sutil destruição física do fibrinogênio leva à ação 

anticoagulante das metaloproteinases. 

As serinoproteases também estão em grande quantidade no veneno da 

Lachesis muta, mais precisamente, contribuem com 31,2% da sua composição total 

(SANZ et al., 2008). Entre as proteínas desta família, as ativadoras da proteína C 

exibem efeitos anticoagulantes diretos. Fisiologicamente, o zimogênio da Proteína C 

circulante no sangue é ativado pela trombina. A Proteína C ativada inibe os fatores V 

e VIII ativados e, conseqüentemente, as vias intrínsecas e comuns da cascata de 

coagulação. Outro grupo de serinoproteases, as trombina símile, depletam o 

fibrinogênio e tornam o plasma incoagulável. 

É importante lembrar que na peçonha laquética observou-se tanto atividade 

agregadora plaquetária quanto anti-agregante plaquetária, esta última muito em 

função de uma desintegrina detectada no veneno. Nos acidentes usualmente há 

consumo de fator V e fibrinogênio, além de fatores II, VIII, IX e X, mas a contagem 

de plaquetas permanece normal, eventualmente em função dos compostos trombina 

símile, que induzem consumo de fibrinogênio sem gerar trombocitopenia. 

O veneno laquético também apresenta acentuada ação do tipo cininogenase 

– ação hipotensiva (DINIZ et al.,2004; FELICORI  et al., 2003; WEINBERG et al., 

1992). Nele são encontradas enzimas chamadas cininogenases que atuam sobre o 

cininogênio endógeno do plasma, liberando peptídeos vasoativos como a bradicinina 
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e as calicreínas, responsáveis em parte pela queda da pressão arterial (HAAD, 

1980; GIOVANI-DE-SIMONE et al., 1997). O precursor inativo das calicreínas é o 

calicreinogênio, encontrado no plasma e pâncreas e que pode ser ativado pela 

plasmina ou fatores de coagulação. 

Os peptídeos potenciadores da bradicinina estão presentes em abundância 

nos venenos do gênero Lachesis. No veneno de Lachesis muta representam 14,7% 

dos componentes protéicos (SANZ et al., 2008).Tratam-se de oligopeptídeos com 

ação inibitória tanto sobre a metabolização da bradicinina, quanto sobre a conversão 

de angiotensina I em II. (ROCHA E SILVA et al., 1949; SOARES et al., 2005). 

SOARES et al. (2005), através de técnicas de biologia molecular e análise de 

espectrometria de massa (MALDI-TOF) revela a ocorrência de cinco novos BPPs 

(Lm-BPP 1, Lm-BPP 2, Lm-BPP 3, Lm-BPP 4 e Lm-BPP 5) e um peptídio natriurético 

tipo-C (Lm-CNP) no veneno de Lachesis muta. Segundo estes autores, todos estes 

peptídios teriam uma mesma proteína precursora plurifuncional. 

 As FLA2s, juntamente com outras toxinas, são responsáveis pela ação 

inflamatória do veneno laquético. Além da miotoxicidade, as FLA2s (Asp-49- 

atividade catalítica e Lys-49- sem atividade catalítica) têm se mostrado capazes de 

desencadear diferentes eventos inflamatórios (edema de pata, de pele, 

degranulação de mastócitos, aumento da permeabilidade vascular) em modelos 

experimentais. Alguns estudos indicam que os efeitos inflamatórios induzidos pelas 

FLA2s são, pelo menos em parte, independentes da capacidade de mobilizar o ácido 

araquidônico e iniciar a biossíntese de eicosanóides, uma vez que a injeção de FLA2 

inativas cataliticamente (Lys-49) induz a formação de edema e a degranulação de 

mastócitos, apoiando a teoria da dissociação entre as atividades catalítica e 

farmacológica. Estas FLA2s sem atividade catalítica desencadeariam uma forte 

atividade inflamatória através de uma região formada por resíduos de aminoácidos 

carregados positivamente (região catiônica - interação com membrana). A atividade 

catalítica ou o conteúdo de carga positiva da proteína de várias FLA2s têm sido 

postulados como o principal elemento implicado na atividade inflamatória delas. 
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 DAMICO et al. (2006), purificou e caracterizou funcionalmente uma FLA2 

básica (LmTX-I) presente no veneno de Lachesis muta muta  classificada como 

cataliticamente ativa (Asp49). Seus achados revelaram que a LmTX-I  possue ação 

neurotóxica dominante em preparação neuromuscular de pintinhos, enquanto a 

atividade miotóxica foi principalmente observada na maior conscentração estudada 

(30µg/mL). 

 

1.4 Aspectos clínicos do acidente ofídico e suas complicações 

Nos acidentes envolvendo as serpentes do gênero Bothrops os pacientes de 

um modo geral apresentam dor e edema no local da picada, ambas de caráter 

progressivo, equimose (extravasamento de sangue para os tecidos) e sangramento, 

podendo também ocorrer bolhas e necrose na área afetada. Náuseas, vômitos, 

sudorese, hemorragia, efeitos no sistema nervoso como mialgia e paralisia, dor 

abdominal, insuficiência renal aguda (IRA), hipotensão arterial e, mais raramente, 

choque, podem também acometer o paciente acidentado. Estes sintomas e 

complicações podem variar dependendo do tipo de acidente que pode ser 

classificado como leve, moderado ou grave (SITPRIJA, 2006; SANTORO et al., 

2008; MS/FUNASA, 2001). 

O acidente crotálico embora ocorra em menor número apresenta o maior 

coeficiente de letalidade devido à freqüência com que evolui para a insuficiência 

renal aguda. São responsáveis por uma mortalidade de até 11% nos casos tratados 

com soro específico, e de 72% nos casos não tratados (ROSENFELDE, 1991). O 

quadro clínico é caracterizado por manifestações locais pouco importantes, como 

dor de pequena intensidade ou ausente e parestesia local acompanhada de edema 

discreto ou eritema no local da picada. Mal-estar, prostração, sudorese, náuseas, 

vômitos, sonolência ou inquietação, secura da boca e mialgias podem aparecer 

precocemente. Também podem ocorrer incoagulabilidade sangüínea ou aumento do 

Tempo de Coagulação (TC) em aproximadamente 40% dos pacientes além de 

manifestações neurológicas como ptose palpebral, flacidez da musculatura da face e 

incapacidade de movimentação do globo ocular (oftalmoplegia). A principal 

complicação do acidente crotálico, é a IRA, com necrose tubular geralmente de 

instalação nas primeiras 48 horas (MS/FUNASA, 2001; RIBEIRO et al., 1998).  
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O envenenamento elapídico em alguns aspectos é semelhante ao crotálico. É 

caracterizado por dor local discreta, acompanhada na maioria das vezes por 

parestesia. Pode ocorrer vômito em um primeiro momento, com posterior fraqueza 

muscular progressiva, ocorrendo ptose palpebral, oftalmoplegia e a presença de 

fácies miastênica (MS/FUNASA, 2001). 

Os envenenamentos provocados por Lachesis são pouco comuns, mas muito 

severos. Após a inoculação do veneno, a primeira hora de evolução é dramática, 

semelhante à do choque hipovolêmico, com hipotensão severa nos primeiros 30-45 

minutos de evolução, hipotermia, vômito, diarréia e alterações sensoriais. 

Ocasionalmente, sinais neurotóxicos estão presentes (DINIZ e OLIVEIRA, 1992). 

De acordo com a severidade do acidente ou sensibilidade do paciente podem 

ocorrer complicações sistêmicas como bradicardia, choque cardiovascular, 

incoaguabilidade sanguínea, hemólise e distúrbios renais (FRANÇA e FAN, 1992; 

MÁLAQUE et al., 2003; RUCAVADO et al.,1999).  

Embora o veneno laquético exerça ação proteolítica por ação direta de 

proteases e metaloproteinases, quadro eventualmente agravado por isquemia frente 

a alterações tromboembólicas e torniquete, a necrose no local da picada é pouco 

freqüente no acidente com Lachesis muta quando a soroterapia ocorre em até três 

horas após a inoculação do veneno. 

O quadro hemorrágico observado no acidente laquético é causado por toxinas 

chamadas hemorraginas. Vale notar que em venenos que apresentam ambas as 

atividades (hemorrágica e coagulante), como os de Bothrops e Lachesis, seus 

componentes atuam em sinergismo, disparando quadro de hemorragia local e 

sistêmica (ESTÊVÃO-COSTA et al., 2000; RUCAVADO et al.,1999; SOUZA, et al., 

2001; SANCHEZ et al., 2003).  

Os sintomas clínicos provocados pelos acidentes com serpentes dos gêneros 

Bothrops e Lachesis apresentam várias semelhanças (de MOURA et al., 1998). 

Como reflexo dessa semelhança sintomática, surgem problemas clássicos, como o 

visto na região Norte, em que a diferenciação dos acidentes causados por Bothrops 

atrox e Lachesis muta é um grande problema para o tratamento do acidente ofídico 

daquela região (COLOMBINI, 2003). Acidentes na região Amazônica com ação local 
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francamente proteolítica remetem mais ao gênero Bothrops. (HARDY et al.,1998). O 

diagnóstico diferencial entre estas duas espécies, com base nos sintomas do 

paciente é muito difícil e o soro antibotrópico não neutraliza bem a toxicidade do 

veneno laquético (BOLAÑOS et al., 1982).  

Os acidentes laquéticos são classificados como moderados e graves, não 

existindo, portanto a classificação: acidente leve. Por serem serpentes de grande 

porte, considera-se que a quantidade de veneno por elas injetada seja muito grande 

- cerca de 400 mg  potencialmente inoculáveis por animal adulto - o que aumenta a 

gravidade dos acidentes (BOLAÑOS et al., 1972). 

 

1.5 Fisiopatologia da injúria renal e seus mediadores  

O entendimento da fisiopatologia da injúria renal induzida por substância 

nefrotóxicas tem implicações para as terapias em potencial e para as medidas 

preventivas (SCHNELLMANN e KELLY, 1999). Muitos mediadores estão envolvidos 

neste processo e alguns deles serão descritos aqui. 

A ciclooxigenase (COX), também conhecida por prostaglandina H sintetase, é 

uma enzima que limita a velocidade do catabolismo do ácido araquidônico às várias 

prostaglandinas bioativas (YANG, 2003). Existem as isoformas COX-1 e COX-2 que 

são as formas constitutiva e induzível, respectivamente (YANG, 2003). A primeira é 

utilizada, principalmente, na biossíntese imediata de prostaglandinas, o que ocorre 

dentro de alguns minutos após o estímulo por mobilizadores de cálcio (UENO et al., 

2001). A segunda é um produto gênico de resposta imediata nas células 

inflamatórias e imunes (FOEGH e RAMWELL, 2001). 

O mecanismo de ação das prostaglandinas envolve a ativação de receptores 

celulares resultando na iniciação subseqüente de cascatas sinalizadoras envolvendo 

proteínas G e AMP cíclico (CUMMINGS et al., 2000). 

Sabe-se que em várias condições fisiológicas e fisiopatológicas, como o 

excesso no consumo de sais, a privação de água, entre outros, a estimulação renal 

da COX-2 é restrita à medula renal, apesar do mecanismo da indução da COX-2 

nesse local não ser completamente elucidado (YANG, 2003). 
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Tanto a medula renal quanto o córtex renal sintetizam prostaglandinas, porém 

a capacidade de síntese da medula é significativamente maior (FOEGH e 

RAMWELL, 2001). Algumas delas, particularmente PGE2 e PGI2, causam 

vasodilatação no rim e aumentam a liberação de renina (KRAMER et al., 1985; 

FOEGH e RAMWELL, 2001). 

A PGE2, um modulador importante da hemodinâmica renal, exerce efeitos 

diuréticos e natriuréticos (SCHNEIDER et al., 2004). Em coelhos, as células renais 

capazes de produzir PGE2 em quantidades significativas incluem: mácula densa, 

ductos coletores medulares e corticais e células intersticiais medulares, enquanto 

que os túbulos proximais produzem pouca PGE2 (SCHNEIDER et al., 2004). 

A PGE1, a PGE2 e a PGI2 aumentam a excreção de água e de sódio (FOEGH 

E RAMWELL, 2001). A PGI2 é preferencialmente produzida em macrófagos via 

COX-2, sendo esta enzima a maior fonte de PGI sistêmica produzida em humanos 

normais (UENO et al., 2001). 

Ainda em relação à produção e ao metabolismo das prostaglandinas, sabe-se 

que a ciclooxigenase está localizada principalmente na medula renal, enquanto a 

enzima inativadora - prostaglandina desidrogenase - está localizada principalmente 

no córtex (BOWMAN e RAND, 1980). As células endoteliais contêm, primariamente, 

prostaciclina sintetase (BOWMAN e RAND, 1980; FOEGH e RAMWELL, 2001). No 

caso específico da PGE2, sua biossíntese envolve múltiplas etapas enzimáticas e 

requer a ação seqüencial da fosfolipase A2, das ciclooxigenases e das PGE2 

sintetases (SCHNEIDER et al., 2004). 

Estudos recentes têm mostrado que a produção de prostaglandinas regula a 

hemodinâmica renal (DENG et al., 1996; UENO et al., 2001; YANG, 2003). Sabe-se, 

por exemplo, que no ducto coletor, uma região crítica para a regulação hormonal da 

excreção de água e de eletrólitos, a manutenção da integridade estrutural e 

funcional da medula renal é controlada, em parte, pelas prostaglandinas (YANG, 

2003). 

Outras substâncias, como o óxido nítrico, podem também preservar a 

vasodilatação renal e impedir um decréscimo excessivo no ritmo de filtração 
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glomerular, apesar de que o papel exato do óxido nítrico nos rins não está 

estabelecido (STOLTE et al., 1979; OGUNGBADE et al., 2003). 

O óxido nítrico (NO) tem um papel importante na regulação da hemodinâmica 

renal, na filtração glomerular, no transporte tubular e na secreção de renina 

(BELTOWSKI et al., 2003). O NO produzido pelas células tubulares e/ou vasculares 

adjacentes regula o transporte tubular de forma autócrina/parácrina (BELTOWSKI et 

al., 2003).  

Segundo OGUNGBADE e colaboradores (2003), o óxido nítrico inibe a 

atividade epoxigenase e a inibição da enzima óxido nítrico sintetase (NOS) 

endógena revela um sistema vasoconstritor renal operando através do metabolismo 

da epoxigenase dependente do citocromo P450, que contribui para a hemodinâmica 

e os efeitos excretórios renais que são decorrentes da supressão da NOS.  

BELTOWSKI e colaboradores (2003), demonstraram que o doador de NO, 

nitroprussiato de sódio - administrado através da infusão local - diminui a atividade 

da enzima Na+-K+-ATPase da medula renal, enquanto não tem efeito na enzima 

cortical. 

A enzima H+-K+-ATPase, que é encontrada na membrana apical das células 

tubulares e está envolvida na reabsorção de potássio e na acificação da urina, é 

inibida por produtos do metabolismo do ácido araquidônico via citocromo P450, 

como o ácido 20- hidroxieicosatetraenóico (20-HETE) e o ácido 11,12-

epoxieicosatrienóico (11,12-EET). Estes metabólitos também inibem a atividade da 

Na+-K+-ATPase medular, sendo a Na+-K+-ATPase mais sensível ao 20-HETE do que 

a H+-K+-ATPase (BELTOWSKI et al., 2003). 

O papel desempenhado por leucotrienos e produtos do citocromo P450 em 

rins humanos continua especulativo. Recentemente, foi constatado que o 5,6-

epóxido é um poderoso vasodilatador em experimentos realizados em animais, e 

que os radicais livres atuam em fosfolipídios que contêm ácido araquidônico, 

produzindo uma 8-epi-PGF2α cujas propriedades poderosas se assemelham às do 

tromboxano (HONDEGHEM e RODEN, 2001). 
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A bradicinina é um peptídio vasoativo potente gerado tanto no plasma quanto 

na parede vascular (POMPERMAYER et al., 2002). Ela pode promover aumento no 

ritmo de filtração glomerular, ao estimular a liberação de óxido nítrico a partir do 

endotélio renal (KOEPPEN e STANTON, 1997). Além disso, ela causa natriurese ao 

inibir a reabsorção no ducto coletor. Sua ação sobre a perfusão renal parece ser 

limitada pela presença de peptidades renais que causariam o término da ação desse 

mediador (POMPERMAYER et al., 2002). 

POMPERMAYER e colaboradores (2002), demonstraram que a liberação de 

óxido nítrico, o metabolismo de ácido araquidônico via monooxigenases 

dependentes do citocromo P450 e a ativação de canais de potássio dependentes de 

cálcio estão envolvidos na vasodilatação induzida pela bradicinina no rim isolado de 

rato. Além disso, tem sido relatado que o efeito vasodilatador da bradicinina é 

dependente das prostaglandinas no rim de cães e de radicais livres derivados do 

oxigênio em artéria cerebral em ratos. 

A adenosina é um nucleosídio que ocorre naturalmente em todo o organismo. 

Estima-se que a sua meia-vida seja de 10 segundos. Seu mecanismo de ação 

envolve um aumento na concentração de potássio e inibição do influxo de cálcio 

induzido pelo AMPc (HONDEGHEM e RODEN, 2001). A adenosina é produzida 

dentro dos rins onde causa várias mudanças funcionais como diminuição do fluxo 

sangüíneo renal e do ritmo de filtração glomerular, inibição da liberação de renina 

pelas células justaglomerulares, aumento no cálcio intracelular nas células do ducto 

coletor de coelhos, entre outras (TAKEDA et al., 1993). Ela promove vasoconstrição 

da arteríola aferente, daí a diminuição do fluxo sangüíneo renal e no ritmo de 

filtração glomerular (KOEPPEN e STANTON, 1997). 

Os efeitos fisiológicos da adenosina endógena são mediados, principalmente, 

pela ativação de dois subtipos de receptores ligados à membrana, um receptor A1 

de alta afinidade e que requer concentrações nanomolares do ligante para ativação; 

e um receptor A2 de baixa afinidade que requer concentrações micromolares 

(BALAKRISHNAN et al., 1993). 

Estudos in vitro sugerem que a adenosina pode também induzir contração 

das células mesangiais em cultura, um efeito que é bloqueado por antagonistas 
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seletivos do receptor A1 e reproduzido por agonistas seletivos deste receptor 

(BALAKRISHNAN et al., 1993). 

Uma parte das ações da adenosina – mediada através do receptor A1 – é 

acoplada com ativação da fosfolipase C, resultando no aumento de inositol - 1,4,5 - 

trifosfato e diacilglicerol (TAKEDA et al.,1993). Os autores comentam também que 

em glândula retal de tubarão, a adenosina endógena inibe o transporte de cloreto 

estimulado por hormônio através da diminuição do AMPc e de outros mecanismos.  

 

2 JUSTIFICATIVA 

A ciência que se dedica ao estudo de toxinas derivadas de microrganismos, 

plantas e animais é denominada Toxinologia e está em contínua expansão no Brasil 

e no mundo. Por estar envolvidas em mecanismos de defesa e possuírem, portanto, 

características de letalidade as toxinas são substâncias biologicamente ativas e 

exercem seus efeitos em quase todas as células e tecidos.  

O conhecimento dos mecanismos de ação das toxinas e anti-toxinas animais 

e vegetais faz-se necessário para a busca de técnicas de diagnóstico, melhorias no 

tratamento do paciente envenenado e/ou para a descoberta de novos agentes 

terapêuticos (SOARES, 2005).  

São diversos os grupos de organismos venenosos e peçonhentos. No 

entanto, uma das classes mais estudadas é a Reptilia, mais especificamente a 

subordem das Serpentes (ANDRADE-FILHO, 2001). Desde que ROCHA e SILVA, 

em 1949, descobriu a bradicinina utilizando o veneno da Bothrops jararaca, ficou 

claro a importância destas pesquisas. 

Medicamentos de uso generalizado foram produzidos nesta linha, como os 

inibidores da ECA (enzima conversora da angiotensina). Inicialmente identificado 

como um fator potenciador da bradicinina (BPF) presente no veneno da Bothrops 

jararaca (AMORIM et al.,1967; ROCHA e SILVA, 1965; FERREIRA, 1965), teve em 

seguida constatadas suas características de ação como inibidor das enzimas 

inativadoras da bradicinina (FERREIRA, 1965; FERREIRA, 1966; FERREIRA, 
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VANE, 1967), posteriormente da conversão da angiotensina I em angiotensina II 

(BAHKLE, 1968; BAHKLE; REYNARD; VANE, 1969), sendo finalmente sintetizado 

artificialmente (CUSHMAN et al., 1977). O captorpil é atualmente um dos 

antihipertensivos mais utilizados em todo o mundo (FERREIRA, 1998). 

Pode ser citada ainda a toxina botulínica que é amplamente utilizada na 

medicina estética e em pacientes com patologias motoras. Outra droga é o curare, 

um alcalóide letal, que é um bloqueador neuromuscular e foi introduzido na prática 

da anetesiologia em procedimentos cirúrgicos. Esse alcalóide serviu de protótipo 

para o desenvolvimento do relaxante muscular conhecido como atracúrio (HARVEY 

et al., 1998). 

A despeito da importância biológica e toxinológica do veneno da Lachesis 

muta, existem poucos estudos sobre o seu efeito, se comparados aos venenos de 

outras espécies do gênero Bothrops ou mesmo de outros gêneros da família 

Viperidae, como o Crotalus. Além disso, não existem estudos relativos à sua 

atividade biológica em rim isolado de rato. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos renais do veneno total da serpente Lachesis muta muta 

visando obter resultados que possam subsidiar a elucidação de seus mecanismos 

de ação fisiopatológicos, bem como buscar a descoberta de ferramentas 

farmacológicas e/ou substâncias de valor terapêutico. 

 

3.2 Objetivos específicos 

� Estudar os efeitos do veneno total da Lachesis muta muta em rim 

isolado; 

 

� Avaliar as alterações renais histopatológicas provocadas pelo veneno 

total da Lachesis muta muta; 

 

� Estudar o efeito do veneno total da Lachesis muta muta sobre a 

viabilidade e proliferação de células tubulares renais (MDCK). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Perfusão de rim isolado 

4.1.1 Animais de experimentação 

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos, entre 250 e 300g, 

provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

Universidade Federal do Ceará. Os animais foram acondicionados em caixas de 

polipropileno, aclimatizados entre 22 ± 0,5oC, luminosidade (12h de ciclo 

claro/escuro), umidade e circulação de ar controlados, recebendo ração padrão 

(Biotec®) e água “ad libitum”.Os mesmos foram mantidos em jejum durante as 12 

horas que antecederam cada experimento apenas com água “ad libitum”.  

  

4.1.2 Substâncias utilizadas 

Foi utilizado o veneno da serpente Lachesis muta muta na dose de 10µg/mL 

(VT L. m. muta 10µg/mL) que foi gentilmente cedido pelo Dr. Marcus H. Toyama da 

UNESP. 

No procedimento cirúrgico foram utilizados pentobarbital sódico a 3% 

(Cristália), manitol (Reagen) e heparina (Cristália). 

A solução empregada nos experimentos foi a de Krebs-Henseleit modificada, 

contendo albumina bovina a 6% p/v e cujos componentes estão listados no anexo A. 

 

4.1.3 Preparo da solução perfusora 

 

A solução de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada  

20x, continha NaCl = 138g, KCl = 7g, NaH2PO4.H2O = 3,2g, MgSO4. 7 H2O = 5,8g e 

Uréia = 10g. Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100mL desta solução 

foram separados e acrescidos de NaHCO3 = 4,2g , CaCl2 . 2 H2O = 0,74g, glicose = 

2g, e penicilina G potássica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado 
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para 2000 mL com água bidestilada. Foram retirados 300 mL desta solução, aos 

qual se adicionou albumina bovina (6g%). Em seguida, solução foi dializada com 

albumina, auxiliada por um homogeneizador. A diálise tem como objetivo retirar 

substâncias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (BALLARD, 

HANSON, 1968; COHEN; KOOK; LITTLE,1977; ROSS, 1978). 

A solução de Krebs-Henseleit para a diálise foi trocada com 24 horas. No 

final, após 48 horas de diálise, a solução perfusora foi acrescida com 0,15g de 

inulina. O pH da solução perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4. 

 

4.1.4 O Sistema de perfusão renal 

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da função renal 

levou inúmeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusão de rim 

isolado. Esta técnica permite o estudo da função renal na ausência de influências 

sistêmicas (NIZET, 1975). O nosso sistema consiste na perfusão de rim isolado com 

recirculação (FONTELES et al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em 

circuito fechado, para perfusão in vitro, ambos mantidos à temperatura de 37 ºC. 

Este sistema apresenta a vantagem da manutenção constante de parâmetros 

funcionais renais com utilização de albumina na solução perfusora, em menor 

volume, mantendo constante as substâncias dialisáveis com oxigenação adaptada 

ao próprio sistema como demonstrado nas figuras 5  e 6. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Sistema de perfusão renal. Fonte: LAFAVET - UFC 
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Figura 6 - Desenho esquemático do sistema de perfusão de rim isolado. Fonte: LAFAVET – 
UFC. 

1 - Bombeia a solução de perfusão ao longo do 
sistema. 
2 - Filtração da solução perfusora (Millipore 
5µm. 
3 - Manutenção de uma temperatura constante 
do pulmão tipo silástico entre 36 e 37 oC. 
4 - Promoção das trocas gasosas (95% O2 e 5% 
CO2). 
5 - medida do fluxo de perfusão (L/min). 
 

6 - Medida da pressão de perfusão (mmHg). 
7 - Evita a entrada de bolhas nos rins. 
8 - Frasco que coleta a urina. É trocado a 
cada 10 minutos. 
9 - Mantém a solução aquecida na 
temperatura de 37 oC durante todo o 
experimento. 
10 - Seringa coletora de perfusato. A coleta é 
realizada a cada 10 minutos. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 
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4.1.5 Calibração do sistema de perfusão de rim isolado de rato 

A calibração do sistema foi realizada antes de cada experimento com uma 

solução de cloreto de sódio a 0,9% mantida a 37oC. Foram observados para cada 

unidade da bomba de perfusão (1, 2, 3, 4 e 5) a pressão de perfusão (mmHg), o 

fluxo da solução no sistema (L/min) e o volume de solução coletado em um minuto 

(mL/min). Para uma melhor adaptação do sistema às unidades, a coleta de dados 

foi realizada em intervalos de 2 minutos. As figuras 7, 8 e 9 mostram que o sistema 

manteve-se constante em todos os grupos experimentais. 

 

Figura 7 - Valores de pressão de perfusão (PP) registrados durante a calibração do 
sistema (n=6). 
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Figura 8 - Valores registrados pelo fluxômetro (L/min.) durante a calibração do sistema 
(n=6). 

Figura 9 - Valores de volume de solução (mL/min.) registrados durante a calibração do 
sistema (n = 6). 
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4.1.6 Técnica cirúrgica 

As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhlmann et al. 

(1967); Nishiitsutji-Uwo et al. (1967); Ross, (1978) e Fonteles et al. (1983). Os 

animais (n=6) foram anestesiados com pentobarbital sódico na dose de 50mg/Kg de 

peso corporal. Inicialmente, a veia femoral foi isolada e manitol (100mg/mL – 3 mL 

independentemente do peso) foi administrado (Figura 10), a fim de facilitar a 

visualização e a fixação da cânula ao ureter.  

Após assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisão mediana e 

duas incisões perpendiculares à linha alba para uma melhor observação das 

estruturas anatômicas.  

 

Figura 10 - Administração de manitol (100mg/mL – 3mL independentemente do peso) pela 
veia femoral no animal anestesiado.  

 

 



45 

 

 

Com uma lupa (aumento de 7 vezes) o ureter foi identificado, dissecado e 

canulado – tubo de polietileno PE-30 (Figura 11), bem como a artéria mesentérica 

superior, artéria renal (Figura 12) e a glândula supra-renal identificadas. O rim direito 

foi descapsulado e a glândula supra-renal isolada. Outra cânula metálica foi 

introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi fixada 

(Figura 13). 

 

 

 

Figura 11 - Identificação e dissecação do ureter (A) e ureter canulado (B). 

 

A 

B 
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Figura 12 - Visualização da artéria mesentérica (A), da artéria renal (B) e também da artéria 
aorta (C). 

 

 

Figura 13 - Canulação da artéria renal realizada através da artéria mesentérica. 

 

B A 

C 
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Durante o procedimento cirúrgico, uma parte da solução já oxigenada (40mL) 

foi desviada para o sistema de perfusão in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, 

evitando qualquer isquemia ao órgão. Finalmente, o rim foi transportado para o 

sistema de perfusão in vitro, sem a interrupção do fluxo (Figura 14). 

 

Figura 14 - Rim de rato isolado no sistema de perfusão.  

 

4.1.7 Protocolo experimental 

Os experimentos foram iniciados após a estabilização e adaptação do órgão 

às novas condições. Após os 30 minutos iniciais, considerados como controle 

interno, foi adicionada a substância-teste e observadas as mudanças nos 

parâmetros renais até os 120 minutos. 

A cada cinco minutos foram registrados a pressão de perfusão e o fluxo de 

perfusão em manômetro e fluxômetro, respectivamente. Amostras de urina e 

perfusato foram coletadas a cada dez minutos, e depois congeladas a -20 °C para 

posterior dosagem de sódio, potássio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes 

no cálculo dos parâmetros da função renal. 
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4.1.8 Análises bioquímicas 

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas determinações de sódio, 

potássio e cloreto pelo método do íon eletrodo seletivo (RapidChem 744 - Bayer® 

diagnóstica). Essas determinações foram realizadas no Laboratório de Análises 

Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia, Odontologia e Enfermagem da 

Universidade Federal do Ceará. 

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

WALSER et al. (1955) e FONTELES et al. (1983), com modificações que reduziram 

as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Esse parâmetro foi determinado 

no Laboratório de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal do Ceará. 

A osmolaridade das amostras de urina e perfusato foram medidas utilizando 

um osmômetro (Osmômetro de Pressão a Vapor - modelo  WESCOR® Vapro 5520). 

Esse parâmetro foi determinado, também, no LAFAVET. 

 

4.1.9 Cálculo dos parâmetros funcionais renais 

O quadro 1 descreve as fórmulas utilizadas para determinação dos 

parâmetros funcionais renais avaliados (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; 

FONTELES, 1980). 
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Quadro 1 - Cálculos para determinação dos parâmetros funcionais renais. 

 

 
1. FU (mL.g-1. min-1) = Fluxo urinário 
FU = (Peso do volume urinário / Peso do rim esquerdo) x 10 

2. PP (mmHg) = Pressão de perfusão. Leitura em manômetro 

3. RFG (mL.g-1.min-1) = Ritmo de filtração glomerular 
RFG = (DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade ótica da inulina na urina e DOP in = 
densidade ótica da inulina no perfusato 
 

4. FPR (mL.g-1.min-1) = Fluxo de perfusão renal (registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo 
de tempo)  

5. RVR (mmHg/mL.g-1.min-1) = Resistência vascular renal 
RVR = PP (mmHg) / FPR 
 

6. FNa+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Sódio filtrado  

FNa+ = RFG x PNa+ (PNa+
 = Concentração de sódio no perfusato) 

 

7. ENa+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Sódio excretado 
ENa+  = FU x UNa+  (UNa+ = Concentração de sódio na urina) 
 

8. TNa+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Sódio transportado 
TNa+ = FNa+ - ENa+ 

 

9. %TNa+ = Percentual de sódio transportado 
%TNa+ = TNa+ x 100 / FNa+ 
 

10. %TpNa+ = Percentual de sódio proximal transportado 
%TpNa+ = TpNa+ x 100 / FNa+ 
 

11. FK+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Potássio filtrado  
FK+ = RFG x PK+ (PK+ = concentração de potássio no perfusato) 
 

12. EK+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Potássio excretado  
EK+ = FU x UK+ (UK+ = Concentração de potássio na urina) 
 

13. TK+ (µµµµEq.g-1. min-1) = Potássio transportado  
TK+ = FK+ - EK+

 

 

14.TK+ = Percentual de potássio transportado  

%TK+ = TK+ x 100 / FK+ 
 

15. %TpK+ = Percentual de potássio proximal transportado  
%TpK+ = TpK+ x 100 / FK+ 
 

16. TCl- (µµµµEq.g-1. min-1) = Cloreto transportado  
TCl –  = FCl –  - ECl –  
 

17. % TCl- = Percentual de cloreto transportado  
% TCl – = TCl – x 100 / F TCl –  

 

18. % TpCl- = Percentual de cloreto proximal transportado  
% TpCl – = TpCl – x 100 / F TCl –  

 

19. Cosm (mL.g-1.min-1) = Clearance osmótico  
[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinária e Posm = Osmolaridade do perfusato) 
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4.1.10 Análise histológica 

Após cada experimento, ambos, rim direito (perfundido) e rim esquerdo 

(controle), foram fixados numa solução de formal a 10%, para posterior análise 

histológica.  

Os fragmentos obtidos foram submetidos à desidratação, diafanização, e, em 

seguida, cortados em uma espessura de 5µm. Foram realizadas colorações de 

hematoxilina-eosina (HE) e as lâminas analisadas através de um microscópio óptico 

(NIKON). Todas as lâminas foram confeccionadas e analisadas no Laboratório de 

Patologia-BIOPSE pelo Prof. Dr. Dalgimar Beserra De Menezes. 

 
 

4.1.11 Grupos experimentais 

O estudo com o veneno total de Lachesis muta muta sobre a função renal foi 

iniciado após um período de controle interno de 30 minutos, e as observações foram 

feitas durante os 90 minutos seguintes. 
 

1. Grupo controle - perfusão somente com solução de Krebs-Henseleit (n=6); 

2. Grupo tratado - Perfusão com o veneno total de Lachesis muta muta - 

10µg/mL (n=6); 
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4.1.12 Análise estatística 

Foi usado o programa estatístico GraphPrism 5.0 para análise dos dados, que 

foram  expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de seis 

experimentos em cada grupo. 

Todas as tabelas e gráficos que avaliaram os parâmetros renais foram 

estudados de acordo com a variável tempo, compilados em quatro grupos de 30 

minutos denominados: 30, 60, 90 e 120 minutos. Os dados foram avaliados através 

de Análise da Variância (ANOVA), com pós-teste de Dunnett´s (múltipla comparação 

entre os grupos) e teste t de Student como comparativo entre os grupos controle e 

tratado. O critério de significância utilizado foi p<0,05. 

 

4.2 Aspectos éticos 

Todos os nossos experimentos foram feitos de acordo com as 

recomendações do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais (CEPA) da 

Universidade Federal do Ceará, sob o número 55/09.   
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4.3 Cultura de células tubulares renais (MDCK) 

4.3.1 Linhagem celular 

As células utilizadas foram células tubulares renais do tipo MDCK (Madin-

Darby Canine Kidney) que foram cultivadas no Laboratório de Cultura Celular (LCC) 

do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade Federal do 

Ceará. 

 

4.3.2 Cultivo e tratamento das células MDCK 

Foram cultivadas em garrafas de polietileno para cultura (volume de 250mL) e 

o meio de cultura usado foi o RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% v/v de 

Soro Bovino Fetal (SBF), penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100µg/mL). As 

células foram incubadas a 37ºC, em atmosfera com 95% de umidade e 5% de CO2. 

Antes de cada experimento as células foram armazenadas em meio sem SBF por 

24h para a obtenção de células na fase G0 do ciclo celular. Para cada experimento o 

meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com tripsina-EDTA 

(0,25/0,02% v/v) a 37ºC por aproximadamente 10min. A tripsina foi inativada 

adicionando o mesmo volume de meio com SBF. A suspensão foi então centrifugada 

a 200g por 10min (MARTINS et al. 2005; CHAIM, 2005). O sobrenadante foi 

descartado e as células re-suspensas em meio de cultura. As células foram então 

quantificadas em câmara de Neubauer e plaqueadas (1x105céls/poço) permitindo o 

crescimento confluente por 2h.  

As células foram então avaliadas na presença de diferentes concentrações do 

veneno total da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta 1µg/mL; VT L. m. muta 

10µg/mL; VT L. m. muta 100µg/mL), solubilizados em PBS estéril e pH 7.4. Durante 

cada experimento (24h) as placas foram avaliadas usando microscópio invertido. 

Após esse período também foram realizados ensaios de viabilidade e citotoxicidade 

celular (Figura 15).  
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As alíquotas de células para estoque foram mantidas em meio de cultura 

RPMI 1640 acrescido de SBF a 50% e DMSO a 10%, congeladas primeiramente à -

80°C e mantidas em nitrogênio líquido (Fresheney, 2000). 

 

 

 

Figura 15 - Fluxograma do cultivo e tratamento das células MDCK. Fonte: LCC – 
Laboratório de Cultivo Celular. 
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4.3.3 Avaliação da atividade do veneno total sobre as células MDCK 

4.3.3.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT) 

As células MDCK foram adicionadas a placas de 96 poços com densidade de 

1 x 105 e tratadas com diferentes concentrações do veneno total da serpente 

Lachesis muta muta (VT L. m. muta 1µg/mL; VT L. m. muta 10µg/mL; VT L. m. muta 

100µg/mL) por 24 horas. Após a exposição das células ao veneno, 100µL de 

sobrenadante de cada poço foi retirado e então adicionado 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 

difenil tetrazólico (MTT) (Sigma) 2,5 mg/mL  dissolvido em PBS. Este método 

baseia-se na atividade metabólica de células viáveis, formando um produto colorido 

(sal de formazan, que é insolúvel em água). Após incubação por 4 horas, à 37ºC, em 

estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e então foi adicionado dodecil 

sulfato de sódio 10% (SDS – 10%) em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de 

formazan formados.  As placas foram incubadas por 17h e em seguida foi realizada 

a leitura em espectrofotômetro (570nm). Os ensaios foram realizados em triplicata 

(MOSMANN,1983) e a viabilidade celular foi determinada por comparação entre as 

absorbâncias encontradas nos grupos tratados e a absorbância média do grupo 

controle (sem veneno; representa 100% de células viáveis). 

 

4.3.3.2 Ensaio para atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) 

Para avaliar a integridade de membrana no processo de morte celular, foi 

quantificada a liberação da enzima lactato desidrogenage (LDH). Esta enzima é 

responsável pela redução do piruvato a lactato na presença do NADH. Uma vez que 

esta enzima é de origem citoplasmática, a sua presença no meio extracelular pode 

indicar alteração na integridade da membrana plasmática. As células foram 

cultivadas em placas de 96 poços. Decorridas 24h do tratamento com as diferentes 

concentrações do veneno em estudo, 20µL do sobrenadante foi incubado com 1mL 

de uma solução de NADH e piruvato. Em seguida foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro (340nm) e o decréscimo da absorbância foi utilizado para o 

cálculo da atividade enzimática (RACHER et al., 1990). 
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Os testes foram realizados utilizando o reagente analítico Labtest LDH 

Liquiform e foram seguidas as instruções do fabricante. A atividade da LDH foi 

determina a partir da fórmula abaixo: 

 

 

Atividade LDH (UI/L)   =    (Absorbância 1  –  Absorbância 2)    X    F 

                                                                     2 

F - fator do reagente informado pelo fabricante. 

 
 

 

4.3.4 Análise estatística 

Foi usado o programa estatístico GraphPrism 5.0 para análise dos dados, que 

foram  expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três 

experimentos em cada grupo realizados em triplicata . 

Os dados foram avaliados através de Análise da Variância (ANOVA), com 

pós-teste de Dunnett´s (múltipla comparação entre os grupos). O critério de 

significância utilizado foi p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Perfusão de rim isolado  

O veneno total da serpente Lachesis muta muta foi administrado no sistema 

de perfusão de rim isolado de rato 30 minutos após o início dos experimentos. Os 30 

minutos iniciais foram considerados como controle interno de cada experimento. Os 

grupos tratados foram comparados a um grupo controle, onde os rins foram 

perfundidos apenas com a solução de Krebs-Henseleit. 

O veneno total da serpente Lachesis muta muta foi utilizado na dose de 

10µg/mL e causou alterações na fisiologia renal, nos parâmetros de pressão de 

perfusão (PP), resistência vascular renal (RVR), fluxo urinário (FU) e ritmo de 

filtração glomerular (RFG). 

Foi observada redução significativa da PP nos períodos de 60 e 90 minutos 

(Figura 16 e Tabela 1). No parâmetro RVR também foi observada redução 

significativa nos períodos de 60 e 90 minutos (Figura 17 e Tabela 2).   Quanto ao 

FU e RFG foi observada redução significativa destes parâmetros no período de 60 

minutos e aumento significativo aos 120 minutos (Figura 18 e Tabela 3; Figura 19 e 

Tabela 4).  

O percentual de transporte total de sódio (%TNa+), potássio (%TK+) e cloreto 

(%TCl-) foi significativamente reduzido  após a administração do veneno total 

(10µg/mL) em todos os períodos analisados (Figura 20 e Tabela 5; Figura 21 e 

Tabela 6; Figura 22 e Tabela 7). 

O percentual de transporte proximal de sódio (%pTNa+), de potássio (%pTK+) 

e de cloreto (%pTCl-) foi significativamente reduzido  nos períodos de 30, 60 e 90 

minutos após a adição do veneno (Figura 23 e Tabela 8; Figura 24 e Tabela 9; 

Figura 25 e Tabela 7). 

Para verificar a capacidade de depuração do rim isolado em nível de 

moléculas osmoticamente ativas, realizou-se o cálculo do clearance osmótico (Cosm).     
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O veneno total (10µg/mL) promoveu aumento significativo deste parâmetro 

aos 120 minutos (Figura 26 e Tabela 8). 
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 110,10 3,68 107,90 2,59 
60 108,27 4,88 88,17 # 5,27 
90 108,69 5,08 78,71 #* 6,94 

120 110,28 3,69 111,60 11,63 

Figura 16 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) na pressão de perfusão (PP). Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 1 - Valores de pressão de perfusão (PP) dos experimentos realizados com o 
veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 5,39 0,48 4,30 0,17 
60 5,57 0,49 3,50 # 0,22 
90 5,32 0,57 3,11 #* 0,26 
120 5,48 0,53 4,40 0,43 

Figura 17 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) na resistência vascular renal (RVR). Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 2 - Valores da Resistência Vascular Renal (RVR) dos experimentos realizados 
com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os 
dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro 
períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA 
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # 
significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 0,139 0,009 0,115 0,009 
60 0,158 0,015 0,100 # 0,012 
90 0,164 0,024 0,296  0,084 
120 0,160 0,020 0,777 #* 0,157 

Figura 18 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no fluxo urinário (FU). Os dados são expressos por 
média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 
90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. 
* significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao 
grupo controle externo(n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 3 - Valores do fluxo urinário (FU) dos experimentos realizados com o veneno 
total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 0,701 0,073 0,689 0,098 
60 0,707 0,051 0,232 # 0,042 
90 0,633 0,051 0,586 0,185 
120 0,697 0,084 1,478 #* 0,278 

Figura 19 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no ritmo de filtração glomerular (RFG). Os dados 
são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 
30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 4 - Valores do ritmo de filtração glomerular (RFG) dos experimentos realizados 
com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os 
dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro 
períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA 
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # 
significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 81,94 1,24 83,45 1,15 
60 81,11 1,52 53,75 #* 4,89 
90 79,26 0,90 46,39 #* 4,43 
120 79,76 0,56 48,22 #* 3,14 

Figura 20 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de sódio 
(%TNa+). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em 
quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por 
ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno 
(n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período 
avaliado.  

Tabela 5 - Valores do percentual de transporte tubular total de sódio (%TNa+) dos 
experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta 
muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 69,13 4,14 73,56 2,55 
60 69,04 5,68 40,09 #* 3,25 
90 71,84 4,21 46,88 #* 4,49 
120 69,94 6,86 48,59 #* 3,11 

Figura 21 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de 
potássio (%TK+). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  

Tabela 6 - Valores do percentual de transporte tubular total de potássio (%TK+) dos 
experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta 
muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 79,90 1,03 81,48 1,70 
60 81,25 2,44 51,54 #* 4,35 
90 77,32 2,22 46,42 #* 4,33 
120 78,53 2,23 48,49 #* 3,07 

Figura 22 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de 
cloreto (%TCl-). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  

Tabela 7 - Valores do percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCl-) dos 
experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta 
muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  



65 

 

 

 

30min 60min 90min 120min
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Controle Externo VT L. m. muta 10µµµµg/mL

Controle
 Interno

* p<0,05 ANOVA

# p<0,05 teste t

# *
# * # *

Tempo (min)

%
T

p
N

a+

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 81,30 2,47 82,10 1,74 
60 80,76 2,39 51,07 #* 4,64 
90 80,11 2,34 47,30 #* 3,70 
120 79,45 2,24 50,38 #* 2,85 

Figura 23 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular proximal de 
sódio (%pTNa+). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  

Tabela 8 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de sódio (%pTNa+) 
dos experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta 
muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 69,92 4,09 72,21 2,67 
60 70,13 3,69 37,42 #* 3,19 
90 70,18 4,86 47,79 #* 3,67 
120 69,17 5,64 50,76 #* 2,86 

Figura 24 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular proximal de 
potássio (%pTK+). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) 
compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação 
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no 
mesmo período avaliado.  

Tabela 9 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de potássio (%pTK+) 
dos experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis 
muta muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio 
(E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em 
relação ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo 
(n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 76,81 1,25 80,13 1,73 
60 78,49 2,90 48,86 #* 4,13 
90 76,58 1,20 47,33 #* 3,64 
120 76,36 2,47 50,65 #* 2,84 

Figura 25 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta no percentual de transporte tubular proximal de cloreto (%pTCl-). 
Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro 
períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA 
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # 
significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 10 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de cloreto (%pTCl-) 
dos experimentos realizados com o veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis 
muta muta (VT L. m. muta). Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio 
(E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise 
estatística foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em 
relação ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relação ao grupo controle externo 
(n=6) no mesmo período avaliado.  
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Tempo 
(min.) 

Grupo controle VT L. m. muta 10µg/mL 
Média EPM Média EPM 

30 0,120 0,017 0,106 0,010 
60 0,121 0,015 0,094 0,012 
90 0,141 0,011 0,309 0,090 
120 0,125 0,016 0,839 #* 0,184 

Figura 26 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no clearance osmótico (Cosm).  Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  

Tabela 11 - Valores do clearance osmótico (Cosm) dos experimentos realizados com o 
veneno total (10µg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados são 
expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) compilados em quatro períodos de 30 
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A análise estatística foi feita por ANOVA e teste t de 
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao controle interno (n=6); # significa 
p<0,05 em relação ao grupo controle externo (n=6) no mesmo período avaliado.  
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5.2 Análise histológica dos grupos da perfusão renal 

 

Na análise histológica dos rins perfundidos com veneno total da Lachesis 

muta muta na dose de 10µg/mL, foi observada a presença focal de células com 

núcleos picnóticos, indicativo de morte celular (Figura 28). Os glomérulos e túbulos 

não apresentaram deposição de material proteináceo e os vasos e o interstício 

apresentaram aspecto normal semelhante ao observado nas lâminas dos rins do 

grupo controle (rins esquerdo não perfundidos) (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Aspecto morfológico normal dos rins do grupo controle (rins esquerdo) analisado 
através de microscopia óptica (n=6; aumento de 400x e coloração de hematoxilina-eosina). 
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Figura 28 - Aspecto morfológico dos rins perfundidos com o veneno total da serpente 
Lachesis muta muta (10µg/mL), analisado através de microscopia óptica, onde observa-se a 
presença  focal de células com núcleos picnóticos (setas) (n=6; aumento de 400x e 
coloração de hematoxilina-eosina). 
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5.3 Avaliação da atividade do veneno total sobre as células MDCK 

O veneno total da serpente Lachesis muta muta apresentou efeito citotóxico 

sobre células tubulares renais (MDCK) apenas nas concentrações de 10µg/mL e 

100µg/mL.       

 

5.3.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT) 

O veneno total da serpente Lachesis muta muta nas concentrações de 

10µg/mL e 100µg/mL, após 24 horas de incubação, reduziu a viabilidade das células 

MDCK a 38,60 ± 17,9% e 10,62 ± 2,9%, respectivamente quando comparado aos 

valores do grupo controle. Na concentração de 1µg/mL não foi observada nenhuma 

alteração significativa (Figura 29 e Tabela 12). 
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Tempo(h) 

Grupos estudados 

Grupo 
controle 

VT L. m. muta 
1µg/mL 

VT L. m. muta 
10µg/mL 

VT L. m. muta 
100µg/mL 

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM 

24h 100,00 3,551 107,5 13,97 38,60* 17,90 10,62* 2,913 

 

 

 

 

4.3.2 Ensaio para atividade de Lactato Desidrogenase (LDH) 

Figura 29 - Efeitos do veneno total (1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta sobre a viabilidade das células tubulares renais (MDCK). Ensaio 
com MTT. Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) da absorbância 
e representam o percentual de células viáveis após um período de incubação de 24 horas 
com o veneno. Os dados foram avaliados através de Análise da Variância (ANOVA), com 
pós-teste de Dunnett´s (múltipla comparação entre os grupos). O critério de significância 
utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao grupo controle (n=9). 

Tabela 12 - Efeitos do veneno total (1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta sobre a viabilidade das células tubulares renais (MDCK). Ensaio 
com MTT. Os dados são expressos por média ± Erro Padrão Médio (E.P.M.) da absorbância 
e representam o percentual de células viáveis após um período de incubação de 24 horas 
com o veneno. Os dados foram avaliados através de Análise da Variância (ANOVA), com 
pós-teste de Dunnett´s (múltipla comparação entre os grupos). O critério de significância 
utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao Grupo controle (n=9). 
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5.3.2 Ensaio para atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) 

O veneno da Lachesis muta muta não promoveu alteração significativa no 

ensaio para atividade da LDH em nenhuma das concentrações avaliadas (Figura 30 

e Tabela 13). 
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Figura 30 - Efeitos do veneno total (1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL) da Lachesis muta 
muta sobre a integridade da membrana das células tubulares renais (MDCK). Ensaio 
da atividade LDH. Os dados são expressos por média ± E.P.M. e representam a atividade 
da enzima LDH liberada após um período de incubação de 24 horas com o veneno. Os 
dados foram avaliados através de Análise da Variância (ANOVA), com pós-teste de 
Dunnett´s (múltipla comparação entre os grupos). O critério de significância utilizado foi de 
p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao grupo controle (n=9). 
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Tempo(h) 

Grupos estudados 

Grupo controle 
VT L. m. muta 

1µg/mL 
VT L. m. muta 

10µg/mL 
VT L. m. muta 

100µg/mL 

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM 

24h 101,2 3,022 94,85 5,920 100,8 6,480 89,13 2,579 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 13 - Efeitos do veneno total (1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL) da serpente 
Lachesis muta muta sobre a integridade da membrana das células tubulares renais 
(MDCK). Ensaio da atividade LDH. Os dados são expressos por média ± Erro Padrão 
Médio (E.P.M.) e representam a atividade da enzima LDH liberada após um período de 
incubação de 24 horas com o veneno. Os dados foram avaliados através de Análise da 
Variância (ANOVA), com pós-teste de Dunnett´s (múltipla comparação entre os grupos). O 
critério de significância utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relação ao grupo 
controle (n=9). 
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6 DISCUSSÃO 

Como visto na introdução, o envenenamento laquético é pouco freqüente e 

contribui com apenas 1,4% do total de acidentes ofídicos notificados em todo o 

Brasil (MS/FUNASA, 2001) e somente com 0,2% dos envenenamentos com animais 

peçonhentos encontrados no Ceará (FEITOSA et al., 1997).  

No entanto, a despeito destas estatísticas, os acidentes laquéticos são 

considerados graves e passíveis de acontecer em qualquer área da Mata Atlântica 

brasileira, do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Norte e Ceará (FEITOSA et al., 1997; 

DE FREITAS et al., 2005), bem como em toda a Região Amazônica.  

No envenenamento provocado por picada de surucucu são evidentes dor 

fortíssima e edema no local com repercussão precoce (20 minutos) no aparelho 

gastrointestinal (vômito e diarréia) e cardiovascular (hipotensão). 

De acordo com a severidade do acidente ou sensibilidade do paciente podem 

ocorrer ainda complicações sistêmicas como bradicardia, choque cardiovascular, 

incoaguabilidade sanguínea, hemólise e distúrbios renais (FRANÇA e FAN, 1992; 

MÁLAQUE et al., 2003; RUCAVADO et al.,1999).  

Embora o quadro de Insuficiência Renal Aguda (IRA) seja pouco freqüente 

nos acidentes laquéticos, a prevenção da IRA deve ser tentada em todo paciente 

acidentado por animal peçonhento. Deve ser realizada pela administração precoce 

do antiveneno específico; tratamento da hipotensão arterial; tratamento do choque e 

manutenção de um estado de hidratação adequado. Considera-se que este último 

objetivo é alcançado quando o fluxo urinário é de 1 ml a 2 ml/kg/hora nas crianças e 

de 30 a 40 ml/h nos adultos (MS/FUNASA, 2001). 

Na experimentação em rim isolado de rato, a análise da urina, do perfusato, 

dos parâmetros funcionais e da histopatologia é útil para estabelecer um perfil 

razoável dos efeitos funcionais e morfológicos de uma substância sobre o rim. Com 

as informações obtidas dessas análises, pode-se estabelecer a identificação do 

local, da natureza e da extensão da lesão nefrotóxica.  
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Em virtude da ausência literária de estudos com o veneno da serpente 

Lachesis muta em sistema de perfusão renal, tentaremos aqui especular os seus 

mecanismos de ação sobre os parâmetros funcionais renais através da comparação 

entre os resultados encontrados no presente trabalho, os achados dos efeitos renais 

de venenos do gênero Bothrops, estudados por outros pesquisadores do grupo 

(LAFAVET) e informações presentes na literatura científica.  

É notório que os venenos de Bothrops e Lachesis possuem diferenças tanto 

quantitativas quanto qualitativas. No entanto, os sintomas clínicos provocados pelos 

venenos destas serpentes apresentam várias semelhanças (DE MOURA et al., 

1998). Além disso, observa-se que em ambas as peçonhas são encontradas 

grandes quantidades de substâncias com atividade proteolítica que tem sido 

correlacionada com a patogênese dos principais efeitos locais e sistêmicos (FOX et 

al., 2006). Estudos de proteômica e de espectroscopia de massa revelaram que 

51,5% e 14,0% dos componentes protéicos do veneno da Bothrops jararaca são 

metaloproteinases e serinoproteinases, respectivamente. Estudos semelhantes 

relacionados à composição protéica do veneno de Lachesis muta demonstraram que 

as metaloproteinases representam 31,9 % dos constituintes protéicos e as 

serinoproteinases contribuem com 31,2% (SANZ et al., 2008).  

 Os resultados vasculares obtidos no sistema de rim isolado revelaram 

redução significativa da pressão de perfusão e resistência vascular renal nos 

períodos de 60 e 90 minutos, sendo que aos 120 minutos estes parâmetros 

normalizaram-se. Houve redução do fluxo urinário e do ritmo de filtração glomerular 

aos 60 minutos, com tendência de aumento aos 90 minutos, tornando-se 

significativo aos 120 minutos. Nos parâmetros eletrolíticos relativos ao transporte de 

sódio, de cloreto e de potássio houve redução significativa em todos os períodos 

analisados (60, 90 e 120 min.), além de aumento não significativo do clearance 

osmótico aos 90 minutos, mas significativo aos 120 minutos. 

 HAVT et al. (2001), descrevem que o veneno da serpente Bothrops  

jararacussu (10 µg/mL) em rim isolado de rato causou diminuição significativa da 

pressão de perfusão renal e resistência vascular renal aos 90 e 120 min. e 

decréscimo do transporte tubular de sódio e potássio em todos os períodos 

analisados. No entanto, este veneno promoveu aumento significativo do ritmo de 
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filtração glomerular e do fluxo urinário apenas no período de 120 minutos. Também 

foi demonstrado que a dexametasona foi incapaz de bloquear os efeitos do veneno  

no rim, enquanto o WEB 2086 (um antagonista do receptor do fator de ativação 

plaquetária)  bloqueou seus efeitos no RFG, FU e %TK+. 

Curiosamente, MONTEIRO e FONTELES (1999) usando o mesmo sistema de 

perfusão renal e avaliando a ação do veneno da Bothrops jararaca não observaram 

nenhum aumento no FU e RFG na concentração de 10 µg/mL. De maneira oposta, o 

veneno desta serpente na dose supracitada promoveu um intenso decréscimo 

destes dois parâmetros.  

BRAGA (2006), mostrou que o veneno da B. insularis produziu uma queda em 

todos os parâmetros renais avaliados. Houve queda nos parâmetros vasculares, 

pressão de perfusão e resistência vascular renal; nos parâmetros funcionais renais, 

fluxo urinário e ritmo de filtração glomerular; nos parâmetros eletrolíticos relativos ao 

sódio e ao cloreto, sem alteração significativa nos de potássio; e queda no clearance 

osmótico. 

 O veneno da Bothrops moojeni alterou mais intensamente os parâmetros da 

função renal que o veneno da Bothrops jararaca. Usado na concentração de 10 

µg/mL ele induziu redução significativa da pressão de perfusão, da resistência 

vascular renal e dos transportes de sódio, de cloreto e de potássio. Em contraste, 

produziu uma diurese intensa que não foi observada na perfusão em rim isolado de 

rato com o veneno da Bothrops jararaca (BARBOSA et al., 2002). 

 Note que apesar dos estudos citados anteriormente terem avaliado a ação de 

venenos pertencentes a serpentes do mesmo gênero, eles apresentaram 

semelhanças quanto aos parâmetros vasculares, mas alguns diferiram quanto aos 

parâmetros de função renal (FU, RFG, %TNa+ , %TK+, %TCl-) (Tabela 14).  
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Tabela 14 - Alterações vasculares, urinárias e eletrolíticas apresentadas por venenos de 
serpentes do gênero Bothrops em rim isolado de rato. 
 

 B. jararacussu 

(10 µg/mL) 
B. moojeni 

(10 µg/mL) 
B. jararaca 

(10 µg/mL) 
B. insularis 

(10 µg/mL) 

PP     

RVR     

FU     

RFG     

%TNa+     

%TK+     

%TCl-     

Cosm     

 

PP= pressão de perfusão; RVR= resistência vascular renal; FU= fluxo urinário; RFG= ritmo de 

filtração glomerular; %TNa+= percentual de transporte de sódio; %TK+= percentual de transporte de 

potássio; %TCl-= percentual de transporte de cloro; Cosm= clearance osmótico.            

     Redução do parâmetro;     Elevação do parâmetro; Ausência de seta = sem efeito. 

 

Estes achados da perfusão renal corroboram com vários dados descritos na 

literatura. Como já é bastante difundido, os venenos botrópicos são caracterizados 

por promoverem hipotensão em diversos casos de acidentes envolvendo as 

serpentes desse gênero. Os mecanismos que promovem esse vaso-relaxamento 

sistêmico podem ser os mesmos que afetam a pressão de perfusão renal.  

Os potenciadores da bradicinina presentes nos venenos Bothrops, já bem 

estudados por FERREIRA (1992), que influenciam na produção renal de bradicinina 

seguida de óxido nítrico, poderiam explicar esta queda. 

Os BPPs também estão presentes em abundância na peçonha do gênero 

Lachesis. No veneno de Lachesis muta, por exemplo, eles, juntamente com um 

peptídio natriurético tipo-c, representam 14,7% da sua composição protéica (SANZ 

et al., 2008). 
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 SOARES et al., 2005 identificou 5 (cinco) BPPs  (Lm-BPP 1, Lm-BPP 2, Lm-

BPP 3, Lm-BPP 4 e Lm-BPP 5) e 1(um) peptídio natriurético do tipo C (Lm-CNP) no 

veneno de  Lachesis muta. 

 No acidente laquético, o efeito sinérgico destas moléculas resultaria em 

vasodilatação, contribuindo significativamente com o quadro geral de toxicidade do 

veneno. Essas substâncias propiciariam a rápida difusão das toxinas do veneno no 

sistema circulatório, assim como o estabelecimento de um quadro de choque 

hipotensivo que é a principal causa de morte da presa ou vítima (RIBEIRO e 

JORGE, 1997).  

Desse modo, os BPPs e o CNP presentes no veneno da Lachesis muta 

podem estar envolvidos na redução transitória da pressão de perfusão e da 

resistência vascular observada na perfusão renal. 

Outro possível mecanismo que explicaria os resultados encontrados na PP e 

RVR seria a destruição de estruturas teciduais renais por ação proteolítica do 

veneno, induzindo a liberação de uma série de mediadores inflamatórios com 

propriedades vasoativas (CHAVES et al., 2005). 

 Nos acidentes ofídicos ocorrem reações inflamatórias intensas com a 

liberação de muitos mediadores inflamatórios como as prostaglandinas, as citocinas, 

a bradicinina, as frações do complemento e o fator de agregação plaquetária 

(BARRAVIERA et al., 1995). 

 A PGE2 e a PGI2 têm ação vasodilatadora no rim (FOEGH e RAMWELL, 

2001; KRAMER  et al., 1985). Infusões intrarenal de prostaglandinas aumentaram o 

fluxo sanguíneo renal e produziram efeito natriurético, inibindo a reabsorção tubular 

de sódio e na alça ascendente de Henle reduziram o transporte tubular de cloro 

(SIMMONS et al., 2004).  

Por não termos realizado estudos com frações isoladas do veneno da 

Lachesis muta muta, não  podemos afirmar que a redução dos parâmetros 

vasculares renais observada nos experimentos é devido a um componente 

específico. Mesmo com essa limitação, como verificado por PETRICEVICH et al. 

(2000), outros mediadores como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 
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-1 (IL-1), IL-6, IL-10 e interferon gama (IFN-γ) podem estar envolvidos nesse 

processo de diminuição da PP e RVR. 

Esses mediadores inflamatórios com potencial relaxante podem ter 

contribuído para a redução da resistência vascular renal e pressão de perfusão 

observados após a administração do veneno da Lachesis muta muta. 

 O veneno da L. m. muta na dose de 10µg/mL mostrou ser capaz de promover 

uma diminuição transitória da PP e da RVR, o que, isoladamente, poderia explicar a 

redução do FU e do RFG ocorrido no período de 60 minutos. Além disso, essa 

diminuição transitória da PP e da RVR poderia provocar isquemias em algumas 

áreas dos rins e, assim promover lesão renal de modo indireto. 

 Entretanto, a intensa diurese promovida pelo veneno da L. m. muta foi 

independente da redução da pressão de perfusão. Logo, outros agentes 

desencadearam o aumento do FU e RFG. 

 Talvez este aumento do fluxo urinário seja devido à ação sinérgica ou isolada 

dos seguintes fatores: 1° - A presença de substâncias que promoveriam 

especificamente diurese como o peptídio natriurético do tipo C (Lm-CNP) encontrado 

no veneno da Lachesis muta (HAVT et al. (2001) por exemplo atribuiu a ação 

diurética do veneno da Bothrops jararacussu ao PAF); 2° - A ação natriurética das 

prostaglandinas (PGE2 e PGI2) sintetizadas pelo rim após injúria renal; 3° -  A perda 

da função de transporte das células epiteliais tubulares em virtude de lesão renal 

promovida por uma ação citotóxica do veneno, o que levaria a uma redução dos 

transportes de sódio, de cloreto e de potássio com conseqüente aumento do 

clearance osmótico, FU e RFG. 

 A patogênese da lesão renal é complexa e nos acidentes ofídicos há dois 

possíveis mecanismos de ação, que é a ação direta do veneno no rim e os efeitos 

inflamatórios resultantes da liberação de várias citocinas e mediadores (FERREIRA 

et al., 1992). Fosfolipases promovem a liberação de corticosteróides e resposta de 

fase aguda ao estímulo. Histamina, cininas, eicosanóides, fator de ativação 

plaquetário, catecolaminas e endotelina estão envolvidos como mediadores. 

Metaloproteinases dependentes de zinco induzem a liberação inicial de fator de 

necrose tumoral. Todos esses mediadores são o passo inicial para o 
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desenvolvimento das complicações teciduais renais, incluindo a IRA (SITPRIJA, 

2006). 

Na análise histológica dos rins perfundidos com veneno total da Lachesis 

muta muta na dose de 10µg/mL, a presença focal de células com núcleos picnóticos 

foi a única alteração visualizada (Figura 28). Esses achados histológicos são 

sugestivos de morte celular (apoptose/necrose). 

Poderiamos inferir que a morte das células dos túbulos renais observada no 

presente estudo pudesse ser conseqüência de hipoperfusão renal promovida pelo 

veneno, já que houve diminuição da PP. No entanto, essa hipótese é questionável 

por dois aspectos: 1° - em virtude do caráter transitório de redução da PP, somente 

no período de 90 minutos observa-se pressão de perfusão menor que 80 mmHg 

(pressão que caracteriza hipoperfusão renal - GUYTON & HALL, 2002); 2° - os 

resultados dos experimentos com as células MDCK comprovaram a ação citotóxica 

renal do veneno da Lachesis muta muta. As células MDCK constituem uma 

linhagem celular bem estabelecida e são freqüentemente empregadas para 

investigar as respostas celulares à agentes tóxicos e venenos (CHAN et al., 1989; 

COLLARES-BUZATO et al., 2002; PEIXOTO e COLLARES-BUZATO, 2005; 

SCHWERDT et al., 2004).   

O veneno total da serpente Lachesis muta muta apresentou efeito citotóxico 

sobre as células tubulares renais (MDCK) após 24 horas de incubação apenas nas 

concentrações de 10µg/mL e 100µg/mL.  

DAMICO et al. (2007), também avaliaram a citotoxicidade  do veneno da 

serpente Lachesis muta muta em cultura de células MDCK. Os seus resultados 

mostram que a concentração de 10µg/mL reduziu de modo significativo a viabilidade 

celular à 75% (valor aproximado) após 3 horas de incubação e a aproximadamente 

65% após 24 horas de exposição ao veneno. A concentração de 100µg/mL do 

veneno diminuiu significativamente à viabilidade celular à 70,2 ± 3,4% após 1 hora 

de incubação e a 15% após 5 horas. Ao analisar estes resultados, os autores 

concluíram que a concentração de 10µg/mL reduziu significativamente a viabilidade 

celular de maneira independente do tempo. No entanto, o decréscimo da viabilidade 

celular provocado pela concentração de 100µg/mL foi tempo dependente.  
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No trabalho supracitado, para investigar se o veneno alterou a função de 

barreira epitelial foi determinada a resistência elétrica transepitelial (RT) através da 

monocamada de células MDCK. O veneno provocou redução da RT em todas as 

concentrações analisadas. A determinação deste parâmetro biofísico fornece 

informações gerais sobre a integridade e funcionalidade da barreira epitelial (KOTYK 

AND JANACEK, 1977; LO et al., 1999). Logo, alterações neste parâmetro indicam 

que pelo menos um dos seguintes parâmetros da monocamada de células MDCK foi 

alterado: viabilidade celular, permeabilidade da membrana celular, permeabilidade 

das junções celulares e/ou adesão das células ao substrato.   

O veneno da L. m. muta afetou significativamente a viabilidade celular e 

adesão celular, tornando plausível a sugestão dos autores de que as alterações 

destes dois parâmetros seriam os principais responsáveis pelo decréscimo da 

resistência elétrica transepitelial. Também foi sugerido que 

metaloprotreinases/desintegrinas do veneno poderiam estar envolvidas no 

destacamento das células MDCK do substrato após exposição ao veneno (DAMICO 

et al., 2007).  

Através da análise dos nossos resultados podemos notar que o veneno total 

da L. m. muta (10µg/mL) apresentou efeito citotóxico sobre as células MDCK maior 

que os obtidos por DAMICO et al., 2007. Desconsiderando o elevado EPM dos 

valores de viabilidade encontrados para esta concentração (38,60 ± 17,9%) é 

importante salientar que diferenças na composição do veneno usado em nosso 

trabalho e nos experimentos realizados por DAMICO et al., (2007), também podem 

contribuir para a diferença dos valores encontrados. 

Além dos achados histológicos e dos resultados sobre as células MDCK, 

especula-se que a lesão a nível tubular tenha sido responsável pelos efeitos renais 

observados ao avaliarmos o clearance osmótico, que é a capacidade de depuração 

renal em relação às moléculas osmoticamente ativas. Observa-se aos 120 minutos 

após a administração do veneno um aumento de 7,9 vezes desse parâmetro em 

relação ao grupo controle interno e de 6,7 em relação ao grupo controle no mesmo 

período. Esse aumento pode ser devido a disfunção tubular promovida pela perda 

de viabilidade das células tubulares, não permitindo a reabsorção de eletrólitos como 
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o sódio, que tem grande capacidade de carrear água, levando a um aumento do 

clearence osmótico bem como do FU e do RFG.  

No entanto, será importante a realização de estudos adicionais 

correlacionando a toxicidade do veneno e o tempo de exposição das células renais 

às toxinas, para podermos responder a seguinte questão: Até que ponto a redução 

da viabilidade das células epiteliais tubulares durante o experimento pode influenciar 

nos resultados encontrados para o fluxo urinário e ritmo de filtração glomerular?   

Um resultado adicional ainda não descrito aqui foi o encontrado para a 

atividade da lactato desidrogenase. O veneno da Lachesis muta muta não promoveu 

liberação da enzima citoplasmática LDH em nenhuma das concentrações avaliadas. 

Tal resultado revela que não houve rupitura das membranas das células epiteliais 

tubulares (MDCK) in vitro. 

A perda da integridade da membrana celular pela peroxidação lipídica é uma 

característica morfológica marcante da necrose celular. Neste caso, ocorre 

extravasamento do conteúdo citoplasmático para o meio extracelular com 

conseqüente processo inflamatório local (PERES e CURI, 2005).  

Logo, em vista destes resultados, seria razoável sugerir que a morte celular 

observada na cultura de células MDCK e nos rins, pela presença focal de células 

com núcleos picnóticos, estaria relacionada com mecanismos apoptóticos, pois na 

apoptose a membrana da célula permanece íntegra e não há inflamação. 

Porém, deve-se ressaltar que há diversos padrões celulares associados à 

necrose, dependendo do tipo celular em questão, do agente lesivo e de sua 

concentração (WYLLIE et al., 1980; POMPÉIA, 2000). Assim, o mecanismo de morte 

celular (apoptose/necrose) observada em nossos experimentos tem caráter 

inconclusivo, sendo necessário a realização de estudos adicionais.  

 Dado o efeito hipotensivo e diurético encontrado, sugere-se a investigação, 

após o fracionamento do veneno, de peptídeos que possam ser capazes de 

promover especificamente essas ações, sem ações deletérias, para que dessa 

forma os mesmos possam ser utilizados como potenciais ferramentas 

farmacológicas. 
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7 CONCLUSÃO 

� O veneno total da Lachesis muta muta na concentração de 10µg/mL alterou 

todos os parâmetros renais avaliados no sistema de rim isolado de rato, induzindo 

hipotensão transitória e intensa diurese. 

 

� O veneno total da Lachesis muta muta (10µg/mL) provocou a morte 

(apoptose/necrose) de células epiteliais tubulares.  

 

� As concentrações de 10µg/mL e 100µg/mL do veneno total da Lachesis muta 

muta são citotóxicas sobre as células MDCK após 24 horas de incubação. 

 

� A citotóxicidade do veneno total da Lachesis muta muta sobre as células 

MDCK é dependente da sua concentração.   

 

� A ação citotóxica observada no veneno total da Lachesis muta muta não 

promove a lise das membranas celulares das células MDCK.  
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9 ANEXO  
 

 
 

� Substâncias utilizadas na perfusão renal 
 

� Nos experimentos com perfusão renal utilizamos as substâncias abaixo. 
 
NaHCO3 (Synth) 

NaH2PO4.H2O (Synth) 

NaCl (Synth) 

MgSO4 . 7H2O (Reagen) 

CaCl2 . 2H2O (Reagen) 

Manitol (Reagen) 

Uréia (Reagen) 

KCl (Merck) 

Glicose (Squibb) 

Penicilina G Potássica Cristalina (Squibb) 

Heparina (CEME) 

Inulina (Sigma) 

Pentobarbital Sódico (Cristália) 

Albumina Bovina 

 
� Solução de Krebs-Henseleit 

 
114.0mM de NaCl; 4.96mM de KCl; 1.24mM de KH2PO4; 0.5mM de MgSO4.7H2O; 

24.99mM de NaHCO3; 2.10mM de CaCl2.2H2O; e 3.60mM de glicose 

 


