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RESUMO 
 

 

AVALIAÇÃO DOS EFEITOS RENAIS INDUZIDOS PELO VENENO E PLA2 LYS 49 

E ASP 49 DA SERPENTE Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923): ANÁLISE 

DOS MEDIADORES ENVOLVIDOS. FABÍOLA CARINE MONTEIRO DE SOUSA. 

Tese de Doutorado. Orientação: Dra. Helena Serra Azul Monteiro, Universidade Federal do 

Ceará, Pós-Graduação em Farmacologia, 2010. 

 

Bothropoides erythromelas é responsável por muitos acidentes no Nordeste do Brasil. O veneno desta serpente 

induz insuficiência renal aguda. Rins isolados de ratos Wistar, pesando 250 a 300g, foram perfundidos durante 

120 min com solução Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina. O veneno total de 

Bothropoides erythromelas foi estudado anteriormente (SOUSA, 2004) e utilizado neste estudo para posterior 

comparação com os grupos tratados com as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno. O veneno total (10g/mL) 

e as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 (5g/mL) de B. erythromelas foram adicionados ao sistema 30 min após o 
início de cada experimento. Os parâmetros estudados incluíram pressão de perfusão (PP), resistência vascular 

renal (RVR), ritmo de filtração glomerular (RFG), fluxo urinário (FU), percentual de transporte tubular de sódio, 
potássio e cloreto (%TNa+, %TK+ e %TCl-), percentual de transporte proximal de sódio, potássio e cloreto 

(%pTNa+, %pTK+ e %pTCl-), excreção de sódio, potássio e cloreto (ENa+, EK+ e ECl-) e clearance osmótico 

(Cosm) (p< 0,05*). O grupo controle perfundido com albumina foi funcionalmente estável por todos os 120 min. 

A infusão do veneno causou um aumento significante no FU, ENa+, ECl- e Cosm e uma diminuição na PP, RVR, 

%TNa+, %TK+, %TCl-, %pTNa+, %pTK+ e %pTCl-. O RFG e a EK+ diminuíram aos 60 min e aumentaram aos 

90 e 120 min quando comparado com o grupo controle. A infusão de Lys 49 causou um aumento significante na 

PP, FU, ENa+, EK+ e Cosm e diminuiu o RFG e o %TNa+ quando comparada com o grupo controle. Lys 49 não 

modificou os outros parâmetros funcionais renais. A infusão de Asp 49 modificou apenas os parâmetros 

funcionais renais %pTK+ (diminuição) e EK+ (aumento) quando comparada ao grupo controle. Lys 49 

apresentou um efeito similar ao veneno total nos parâmetros FU, %TNa+, ENa+, EK+ e Cosm e Asp 49 nos 

parâmetros %pTK+ e EK+. A análise histológica mostrou uma quantidade moderada de material proteináceo nos 

glomérulos e túbulos de rins perfundidos com o veneno, Lys 49 e Asp 49, bem como regiões focais de 
apoptose/necrose em rins perfundidos com Lys 49 e Asp 49. Células MDCK foram cultivadas em meio de 

cultura RPMI 1640 suplementado com 10% vv de soro bovino fetal e então avaliadas na presença do veneno 

total, Lys 49 e Asp 49 de B. erythromelas nas concentrações (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). A análise 
dos efeitos citotóxicos em células MDCK foi executada pelo método MTT. O veneno promoveu efeito citotóxico 

nas concentrações de 50 e 100g/mL (IC50 =93,31g/mL). Lys 49 promoveu efeito citotóxico nas concentrações 

de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100g/mL (IC50 = 38,29g/mL). Asp 49 promoveu efeito citotóxico nas concentrações de 

50 e 100g/mL (IC50 = 158g/mL). Também foram mensurados os níveis de lactato desidrogenase (LDH) e 
nenhum aumento significante foi observado com veneno total e Asp 49. Lys 49 promoveu um aumento 

significante nos níveis de lactato desidrogenase apenas na concentração de 100g/mL. Após o cultivo de células 

MDCK com o veneno total, nas concentrações de 46,65 e 23,32g/mL, foi realizada a reação de polimerase em 
cadeia em tempo real para a avaliação da expressão de genes pró (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e antiapoptóticos 

(Bcl-XL e Mcl-1). Não foi realizada avaliação da expressão de genes pró e antiapoptóticos com Lys 49 e Asp 49. 

Na expressão de genes pró-apoptóticos o veneno total promoveu um aumento da expressão de caspase-3 na 

concentração de 23,32µg/mL e de caspase-8 nas concentrações de 46,65 e 23,32µg/mL, quando comparado com 

os controles positivo (DOXO) e negativo (PBS) e diminuiu a expressão de Bax em ambas as concentrações. Na 

expressão de genes antiapoptóticos o veneno total promoveu indução significativa de Mcl-1 somente na 

concentração de 46,65g/mL e não modificou a expressão de Bcl-XL, quando comparado com o controle 
negativo. O veneno e as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas é capaz de 

promover significativos efeitos sobre os parâmetros de função renal e sobre células MDCK, com indicativo de 

morte celular por apoptose através da via extrínseca.  

 

Palavras-chave: Bothropoides erythromelas. Veneno total. Lys 49. Asp 49. Efeitos renais. Células MDCK. 

Apoptose. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

 

EVALUATION OF RENAL EFFECTS OF Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923) 

WHOLE VENOM AND ITS PLA2 LYS 49 AND ASP 49: ANALYSIS OF MEDIATORS 

INVOLVED. FABÍOLA CARINE MONTEIRO DE SOUSA. Doctoral Thesis. Mentor: 

Dra. Helena Serra Azul Monteiro, Ceará Federal University, Post-Graduation in 

Pharmacology, 2010.  

 

Bothropoides erythromelas is responsible for a great deal of snakebites in Northeastern from Brazil. The venom 

of this snake induces acute renal failure. Isolated kidneys from Wistar rats, weighting 250 to 300g, were perfused 

with Krebs-Henseleit solution containing 6g% of bovine serum albumin for 120 min. The whole venom of 

Bothropoides erythromelas been previously studied (SOUSA, 2004) and used in this study for comparison with 

the treated groups with the PLA2 fractions Lys 49 and Asp 49 of the venom. The whole venom (10g/mL) and 

the fractions PLA2 Lys 49 and Asp 49 of B. erythromelas (5g/mL) were added into the system 30 min after the 
beginning of each experiment. The parameters studied included perfusion pressure (PP), renal vascular resistance 

(RVR), glomerular filtration rate (GFR), urinary flow (UF), percent sodium, potassium and chloride tubular 
transport (%TNa+, %TK+ and %TCl-), percent sodium, potassium and chloride proximal transport (%pTNa+, 

%pTK+ and %pTCl-), sodium, potassium and chloride excretion (ENa+, EK+ e ECl-) and osmotic clearance 

(Cosm) (p< 0.05*). The control group perfused with albumin was functionally stable for over 120 min. The 

infusion of venom caused a significant increase in UF, ENa+, ECl- and Cosm and a decreased in PP, RVR, 

%TNa+, %TK+, %TCl-, %pTNa+, %pTK+ and %pTCl-. The GFR and the EK+ decreased at 60 min and increased 

at 90 and 120 min when compared with control group. The infusion of Lys 49 caused a significant increase in 

PP, UF, ENa+, EK+ and Cosm and decreased the GFR and the %TNa+ when compared with control group. Lys49 

did not modify the others functional kidney parameters. The infusion of Asp 49 only modify the functional 

kidney parameters %pTK+ (decreased) and EK+ (increase) when compared with control group. Lys 49 showed a 

similar effect at whole venom in parameters UF, %TNa+, ENa+, EK+ and Cosm and Asp 49 in parameters %pTK+ 

and EK+. The histological analysis showed a mild amount of a proteinaceous substance in the renal tubules and 

glomeruli of kidneys perfused with the venom, Lys 49 and Asp 49, as well as focal areas of apoptosis/necrosis in 
perfused kidneys with Lys 49 e Asp 49. MDCK cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 

10% vv fetal bovine serum and then assessed in the presence of the whole venom, Lys 49 and Asp 49 of B. 

erythromelas in the concentrations (100; 50; 25; 12.5; 6.25 and 3.125g/mL). The analysis of cytotoxic effects 
on MDCK cells was performed by MTT method. The venom promoted cytotoxic effect in the concentrations of 

50 and 100g/mL (IC50 =93.31g/mL). Lys 49 promoted cytotoxic effect in the concentrations of 6.25; 12.5; 25; 

50 and 100 g/mL (IC50 = 38.29g/mL). Asp 49 promoted cytotoxic effect in the concentrations of 50 and 100 

g/mL (IC50 = 158g/mL). Also the levels of lactic dehydrogenase (LDH) were measured and no significant 
increase was observed with whole venom and Asp 49. Lys 49 promoted a significant increase in the levels of 

LDH only in the concentration of 100g/mL. After culture of MDCK cells with the whole venom, at 
concentrations of 46.65 and 23.32µg/mL, was performed the real time polymerase chain reaction for evaluation 

of pro (Caspase-3, Caspase-8 and Bax) and antiapoptotic (Bcl-XL and Mcl-1) genes expression. The evaluation of 

pro and antiapoptotic genes expression with Lys 49 e Asp 49 did not realized. In the expression of pro-apoptotic 

genes the whole venom caused increase of caspase-3 at concentration of 23.32µg/mL and of caspase-8 at 

concentrations of 46.65 and 23.32µg/mL, when compared with negative (PBS) and positive (DOXO) controls 

and decreased the expression of Bax in both concentrations. In the expression of anti-apoptotic genes the whole 

venom caused significant induction of Mcl-1 only at a concentration of 46.65µg/mL and did not modify the 

expression of Bcl-XL, when compared with the negative control. The venom and the fractions PLA2 Lys 49 e Asp 

49 of Bothropoides erythromelas is able to promote significant effects on renal function parameters and on 

MDCK cells, with indications of cell death by apoptosis through the extrinsic pathway.  

 

Key-words: Bothropoides erythromelas. Whole venom. Lys 49. Asp 49. Renal effects. MDCK cells. Apoptosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 SERPENTES PEÇONHENTAS BRASILEIRAS 

 

Calcula-se que existam cerca de 3.149 espécies de serpentes no mundo, das quais 

15%  são peçonhentas e classificadas de acordo com suas características morfológicas, 

compreendendo cinco famílias: Viperidae, Elapidae, Lamprophiidae, Colubridae e Dipsadidae 

(BÉRNILS, 2010; UETZ, 2010). No Brasil existem 371 espécies, distribuídas em 82 gêneros 

(BÉRNILS, 2010). As duas principais famílias de serpentes peçonhentas existentes em nosso 

país são a Elapidae e a Viperidae as quais possuem importância epidemiológica e despertam 

interesse na saúde pública (BRASIL, 2001, 2010). 

A família Viperidae é representada pelos gêneros Bothrops (com 8 espécies), 

Bothriopsis (com 2 espécies), Bothrocophias (monotípico), Bothropoides (com 11 espécies),  

Rhinocerophis (com 4 espécies), Caudisona (com 1 espécie) e Lachesis (com 1 espécie). Os 

representantes desta família possuem a cabeça triangular com escamas quilhadas, fosseta 

loreal, olhos com a pupila em forma de fenda. Os dentes inoculadores de veneno são grandes, 

móveis e implantados no osso maxilar superior situado na parte anterior, denominada de 

dentição solenóglifa. O seu corpo tende a ser grosso, com a pele áspera e o reconhecimento é 

relativamente fácil pela presença da fosseta loreal. Possuem hábitos noturnos ou 

crepusculares, e postam-se em posição de defesa em S quando molestadas (BARRAVIERA, 

1991; RAGE, 1997; BÉRNILS, 2010). 

A família Elapidae é representada pelos gêneros Leptomicrurus (com 3 espécies) e 

Micrurus (com 24 espécies). Os representantes desta família possuem a cabeça arredondada 

pouco diferenciada do corpo, ausência de fosseta loreal, olhos pequenos com as pupilas 

arredondadas. Os dentes inoculadores de veneno são pequenos, fixos e situados no maxilar 

superior, denominada de dentição proteróglifa. O seu corpo tende a ser cilíndrico e longo, a 

pele é áspera e o seu reconhecimento é difícil e perigoso por necessidade da identificação 

através do exame dos dentes. Possuem hábitos noturnos ou crepusculares e em situação de 

perigo apresentam o comportamento de elevar a cauda para dar a impressão de que se trata da 

cabeça (BARRAVIERA, 1991; RAGE, 1997; BÉRNILS, 2010). 
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1.2 O GÊNERO BOTHROPS E OUTROS AFINS 

 

O gênero Bothrops, juntamente com os recém criados Bothriopsis, Bothrocophias, 

Bothropoides e Rhinocerophis, constituem o mais numeroso, com 26 espécies catalogadas, 

apresentando grande variedade de cores (variando do verde ao negro), desenhos, tamanhos e 

hábitos. Ocorrem na América Central e América do Sul, ocupando todo território brasileiro. 

Em virtude do número de espécies há grande dificuldade na sua identificação por nome 

popular em todo o território nacional. Alguns nomes mais conhecidos são jararaca, jararacuçu, 

jararaca pintada, urutu e cotiara. Possuem cauda lisa, sem chocalho ou escamas diferenciadas 

e a variação de cores depende da espécie e da região onde vivem. A dentição solenóglifa e a 

fosseta loreal, um orifício que abriga um órgão termorreceptor situado entre o olho e a narina, 

indica que o animal é peçonhento. Habitam preferencialmente ambientes úmidos, como matas 

e áreas cultivadas, podendo ser encontradas penduradas em árvores, enterradas à beira de rios 

ou dentro d’água, além de zonas rurais, locais de proliferação de ratos e periferia de grandes 

cidades. Apresentam tamanhos que variam de 40 centímetros a 2 metros de comprimento. 

Têm hábitos noturnos ou crepusculares (PUORTO, 1992; ARAÚJO; MARTINS, 2007; 

BRASIL, 2010). 

No Brasil, este grupo possui algumas das espécies mais importantes do ponto de 

vista médico. São anualmente notificados ao Ministério da Saúde mais de 20.000 casos de 

envenenamentos ofídicos, sendo esse complexo taxonômico responsável por 90% dos casos. 

Como cerca de 45% dos casos são apenas da Região Sudeste do país, provavelmente ocorre 

importante falha na notificação nas demais regiões (FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; BRASIL, 

2010). As espécies Bothropoides jararaca, Bothropoides erythromelas, Bothrops moojeni e 

Bothrops atrox são responsáveis pela maior parte desses acidentes em humanos e estão 

distribuídas em diferentes regiões do Brasil (BOECHAT et al., 2001).  

 

 

1.3 PRINCIPAIS SERPENTES DO GÊNERO BOTHROPS E OUTROS 

AFINS
1
 

 

 

                                                        
1  Os recém criados gêneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides e Rhinocerophis pertenciam ao antigo 

gênero Bothrops. 
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Principais espécies do gênero Bothrops, Bothriopsis, Bothrocophias, 

Bothropoides e Rhinocerophis existentes no Brasil (CAMPBELL; LAMAR, 1989, 2004; 

BÉRNILS, 2010): 

 

 

 Bothrops atrox (LINNAEUS, 1758) 

 Bothrops brazili (HOGE, 1954) 

 Bothrops jararacussu (LACERDA, 1884) 

 Bothrops leucurus (WAGLER, 1824) 

 Bothrops marajoensis (HOGE, 1966) 

 Bothrops moojeni (HOGE, 1966) 

 Bothrops muriciensis (FERRAREZZI; FREIRE, 2001) 

 Bothrops pirajai (AMARAL, 1923) 

 Bothriopsis bilineata (WIED, 1825) 

 Bothriopsis taeniata (WAGLER, 1824) 

 Bothrocophias hyoprora (AMARAL, 1935) 

 Bothropoides alcatraz (MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002) 

 Bothropoides diporus (COPE, 1862) 

 Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923) 

 Bothropoides insularis (AMARAL, 1921) 

 Bothropoides jararaca (WIED, 1824) 

 Bothropoides lutzi (MIRANDA-RIBEIRO, 1915) 

 Bothropoides marmoratus (SILVA; RODRIGUES, 2008) 

 Bothropoides mattogrossensis (AMARAL, 1925) 

 Bothropoides neuwiedi (WAGLER, 1824) 

 Bothropoides pauloensis (AMARAL, 1925) 

 Bothropoides pubescens (COPE, 1870) 

 Rhinocerophis alternatus (DUMÉRIL; BIBRON; DUMÉRIL, 1854) 

 Rhinocerophis cotiara (GOMES, 1913) 

 Rhinocerophis fonsecai (HOGE; BELLUOMINI, 1959) 

 Rhinocerophis itapetiningae (BOULENGER, 1907) 
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1.3.1 GÊNERO BOTHROPOIDES 

 

Etimologia: O nome genérico é derivado do grego Bothros, que significa fosseta 

referindo-se também ao gênero atualmente nomeado Bothrops, onde “ops” significa olho ou 

face, em alusão à fosseta loreal, localizada entre o olho e a narina destas serpentes. 

No gênero Bothropoides, o termo “oides” significa “semelhante a” ou “que tem a 

natureza de”, reconhecendo a afinidade destas espécies com outros piverídeos da América do 

Sul. Nomes terminados neste sufixo são masculinos.   

Membros: Bothropoides alcatraz,  Bothropoides diporus, Bothropoides 

erythromelas, Bothropoides insularis,  Bothropoides jararaca,  Bothropoides lutzi, 

Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi, Bothropoides pauloensis e 

Bothropoides pubescens. 

Os membros são terrestres e de comprimento moderado. Apresentam manchas 

dorsais coloridas variando do dourado ao marrom ou preto, com manchas dorsais de bordas 

bem marcadas e presença de manchas intercalares entre as manchas principais (B. neuwied, B. 

mattogrossensis, B. pubescens, B. diporus, B. erythromelas, B.  alcatraz, B. insularis e  

B. jararaca) e com manchas dorsais de bordas difusas e presença de manchas intercalares 

ausentes ou pouco nítidas (B. pauloensis e B. lutzi). Uma faixa postucular está presente (mas 

na maioria dos espécimes de B. insularis esta faixa apresenta-se pálida). Quanto ao hábito 

alimentar, a maioria das espécies do gênero é generalista, com variação ontogenética, de 

modo que os exemplares juvenis alimentam-se preferencialmente de presas ectotérmicas 

(centopéias, lagartos e anfíbios) e os adultos, de presas endotérmicas (roedores e aves). As 

exceções são B. neuwiedi (exclusivamente roedores), B. pubescens (especialmente 

mamíferos), B. insularis (elevada proporção de pássaros) e B. alcatraz (66,7% de centopéias). 

As serpentes Bothropoides diferem de outros viperídeos da América do Sul em 38 

caracteres mitocondriais. Ocorrem na América do Sul, ocupando todo território brasileiro 

incluindo ilhas continentais, Bolívia, Peru, Paraguai, Uruguai e Argentina. Habitam ambientes 

secos a úmidos sendo encontradas em vegetações como a caatinga, cerrados, áreas de 

gramíneas, matas e florestas (CAMPBELL; LAMAR, 2004; FENWICK et al., 2009).  

 

 Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923) - conhecida por Jararaca-da-

seca por habitar áreas xerófilas como a caatinga. Encontrada no Piauí, Ceará, Rio Grande do 

Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Maranhão, Bahia e norte de Minas Gerais. 
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Apresenta porte pequeno, aproximadamente 0,5 metros de comprimento. Sua coloração vai do 

marrom avermelhado a cinza, com manchas dorsais irregulares, lembrando trapézios. Possui 

faixa postucular e ventre ligeiramente manchado em tons escuros, sendo a serpente objeto do 

estudo em questão (CAMPBELL; LAMAR, 1989, 2004; FENWICK et al., 2009). (Figura 

01). 

 

 
 

FIGURA 01 – Fotografia da serpente Bothropoides erythromelas. 
 

 

 
 

Fonte: NUROF – UFC. 

 

 

 

1.4 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

Segundo Troiano (1991), os ofídicos são classificados na classe Reptilia, 

subclasse Lepidosauria, ordem Squamata, subordem Serpentes, sendo uma das classes mais 

estudadas (BARRAVIERA, 1993; ANDRADE-FILHO et al., 2001; MELGAREJO, 2009). O 

valor global da incidência dos acidentes por picadas de serpentes e de sua severidade 

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

dos dados (LIZANO et al., 2003).  



30 

 

 

A Organização Mundial de Saúde estima que, no mundo, ocorram cerca de 

5.400.000 acidentes com serpentes peçonhentas. Desses acidentes, ocorrem cerca de 125.345 

mortes ao ano, com taxa de mortalidade de 2,3%. Na Ásia ocorrem por volta de 100.000 

acidentes, enquanto que na África devem ocorrer 20.000 casos de picadas por serpentes. 

Discuti-se que esses dados são subestimados, o que torna preocupante a ocorrência do grande 

número de casos de envenenamentos ofídicos (SITPRIJA, 2006). 

Devido ao Programa Nacional de Ofidismo a notificação dos acidentes ofídicos 

tornou-se obrigatória em 1986, e condicionada à distribuição de soro aos estados 

(BOCHNER; STRUCHINER, 2003a). Foram registrados no Brasil, de junho a dezembro de 

1986, 8.574 casos. Nos três anos seguintes, 1987, 1988 e 1989, respectivamente 21.463, 

19.815 e 20.947 casos (BARRAVIERA, 1997). 

No Brasil, apesar das falhas nas notificações, o Ministério da Saúde calcula que 

ocorreram entre 1990 e 1993, 20.000 acidentes por ano, com 359 óbitos, principalmente por 

serpentes do gênero Bothrops sp. (CHIPPAUX, 1998; BRASIL, 2001; CASTRO, 2006). Em 

314 desses óbitos o tempo decorrido entre a picada e o atendimento foi informado. Em 

39,49% dos óbitos o tratamento ocorreu nas primeiras 6 horas, enquanto na maioria, 60,51% o 

atendimento deu-se após esse tempo. Dos acidentes por serpentes peçonhentas 90,5% foram 

atribuídos ao gênero Bothrops (BRASIL, 2001; ANDRADE-FILHO et al., 2001). 

Bochner e Struchiner (2003a) realizaram um extenso levantamento de casos 

registrados na literatura entre 1901 e 2000, concluindo que as análises epidemiológicas 

realizadas nos últimos 100 anos no Brasil eram baseadas nas mesmas variáveis utilizadas por 

Vital Brazil no início do século passado, com todas as mesmas deficiências de subnotificação. 

Os registros limitavam-se a informes regionais (DA SILVA; JORGE; RIBEIRO, 2003; 

PINHO; OLIVEIRA; FALEIROS, 2004). Os acidentes eram mais comuns em indivíduos do 

sexo masculino, trabalhadores rurais, na faixa etária dos 15 aos 49 anos, atingindo 

principalmente os membros inferiores, sendo a maioria deles atribuídos a serpentes do gênero 

Bothrops (BOCHNER; STRUCHINER, 2003a). 

A região Nordeste aparece nos dados do Ministério da Saúde, nos anos de 1990 a 

1993, com o menor coeficiente de incidência anual de acidentes ofídicos. Sendo uma das 

regiões mais pobres, tradicionalmente agrícolas, e de localização geográfica equatorial, 

provavelmente tem sua situação subestimada em virtude de subnotificações, como se observa 

nos registros sanitários brasileiros relativos ao assunto (BOCHNER; STRUCHINER, 2003a).  

No Ceará existem poucos trabalhos sobre ofidismo. A notificação dos acidentes 

ofídicos no Ceará é realizada pela Secretaria de Saúde do Estado (SESA), através da 
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Comissão Estadual de Controle de Zoonoses. Em nosso Estado, os acidentes ofídicos podem 

ser considerados acidentes de trabalho, acometendo principalmente os trabalhadores rurais e 

constituindo causa de óbito. Compreendem uma boa parte das ações dispensadas aos cuidados 

de saúde pública, seja na disponibilização do soro, ou nos cuidados especializados 

necessários. O registro de casos é irregular e poucos trabalhos foram publicados relativos à 

epidemiologia (CEARÁ, 1991). 

Guimarães et al. (1989) verificaram nos dados da Divisão de Epidemiologia da 

Secretaria Estadual de Saúde do Estado, entre 1986 e 1988, a ocorrência de 1.079 casos de 

acidentes por serpentes peçonhentas e não peçonhentas, com 17 óbitos e uma letalidade de 

1,6%. A Secretaria Estadual de Saúde do Estado do Ceará registrou, entre 1987 e 1990, 1.256 

casos, com 18 óbitos e letalidade de 1,4% (CEARÁ, 1991). 

Feitosa et al. (1997) observaram a notificação de 688 casos no período de 1992 a 

1995, acometendo pessoas do sexo masculino em 75% dos casos, na faixa etária entre 10 e 49 

anos em 72% das ocorrências, sendo atingidos principalmente os membros de trabalhadores 

agrícolas (62,7%). As regiões anatômicas mais frequentemente picadas foram os membros 

inferiores (81,9%) e superiores (14,7%). Houve uma sazonalidade, com os acidentes 

ocorrendo nos meses de abril a setembro. A maioria dos acidentes foi provocada por serpentes 

do gênero Bothrops e afins, 88,3%, seguida pelas do gênero Caudisona, 10,7%, Micrurus, 

0,8% e Lachesis, 0,2%. O perfil clínico-epidemiológico dos acidentes ofídicos depende da 

distribuição das espécies dentro de cada região, dos hábitos destes animais e do grau de 

exposição das populações humanas a estes agentes. A mortalidade foi de 0,7%, embora os 

casos sem informação tenham chegado a 33,6% do total. A maioria dos óbitos ocorreu entre 

pacientes que foram tratados nas primeiras 6 horas após a picada, fato que provavelmente 

deveu-se ao uso inadequado da dose ou do soro. Apesar da baixa incidência dos acidentes 

com Caudisona e de poucos dados disponíveis, o soro anticrotálico foi o mais utilizado no 

Estado do Ceará no período analisado.  

Segundo o Núcleo de Controle de Endemias Transmissíveis por Vetores, da 

Secretaria de Saúde do Estado do Ceará (SESA), no período de 1998 a 2002 as estatísticas 

mostraram que houve um aumento do número de acidentes provocados por animais 

peçonhentos. Em 1998, foram registrados 344 casos; em 1999, 165; em 2000, 542; em 2001, 

825; e em 2002, 1.003. Esse aumento é resultado do trabalho de notificação que o Núcleo de 

Controle vem mantendo. Nestes anos, não houve registro de óbito. O maior número de 

acidentes registrados se deve ao gênero Bothrops e afins enquanto o gênero Caudisona 

responde pelo maior número de óbitos. Os acidentes envolvendo o gênero Micrurus são raros, 
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ocorrendo em menos de 0,5% dos casos (CEARÁ, 2003). O gênero Lachesis é 

exclusivamente encontrado no Maciço de Baturité sendo responsável pelos acidentes 

ocorridos nesta área. Algumas espécies já foram encontradas em Guaramiranga e Pacoti 

(BORGES-NOJOSA; LIMA-VERDE, 1999).  

Rocha (2008) em uma pesquisa realizada no estado do Ceará mostrou que o maior 

número de casos de acidentes ofídicos em humanos era devido às serpentes do gênero 

Bothrops, sendo responsáveis por 87,6% dos acidentes. No período de 2001 a 2007 foram 

notificados no Ceará, 3.877 casos de acidentes por serpentes peçonhentas. Mais uma vez, 

foram mais acometidas as pessoas do sexo masculino (74,2%), porém a faixa etária mais 

atingida foi de 21 a 50 anos, considerando que este tipo de acidente está relacionado à 

atividade agrícola (Figura 02). 

 

 

 

FIGURA 02 – Distribuição dos acidentes ofídicos de 2001 a 2007 no estado do Ceará - 

Brasil, segundo o gênero da serpente. 
 

 

          

Fonte: ROCHA, 2008. 
 

 

 

0.59% 
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Os dados apresentados até aqui mostram que tanto no Ceará quanto no Brasil a 

maior prevalência de casos de acidentes ofídicos envolveu o gênero Bothrops e afins vistos 

serem populacionalmente mais numérico e possuir grande adaptabilidade a áreas devastadas, 

o que em si já eleva as estatísticas dos acidentes humanos. No Ceará, os acidentes envolvendo 

estes gêneros representaram 88,3% do total, estatística bem próxima a encontrada nacional 

que é de 90,5%. 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 este gênero são pouco observados (HARDY; HAAD, 1998). 

Os acidentes ofídicos representam um sério problema de saúde pública no Brasil, 

não só pela frequência com que ocorrem mais também pela morbidade e mortalidade que 

ocasionam, ocorrendo principalmente em países tropicais, o que engloba toda América Latina. 

Além da mortalidade, estes acidentes devem ser tratados com bastante relevância nos países 

em desenvolvimento, na medida em que resultam em morbidades crônicas associadas com 

amputações, deformidades, falência renal, e suas consequências socioeconômicas (LIZANO 

et al., 2003; WARRELL, 2004; GUTIÉRREZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). O gênero 

Bothrops e afins possuem algumas das espécies mais importantes do ponto de vista médico, 

tanto pela porcentagem predominante dos acidentes ofídicos registrados, quanto pelo seu 

potencial farmacológico (BOECHAT et al., 2001; QUEIROZ  et al., 2008; WILLIAMS et al., 

2010). 

As serpentes Bothrops e Bothropoides são responsáveis por 70% dos acidentes 

ofídicos ocorridos no Brasil (OLIVEIRA et al., 2010). Em 2008, em nosso país, ocorreram 

cerca de 27.000 acidentes ofídicos no qual as serpentes Bothrops e Bothropoides foram 

responsáveis por cerca de 70% dos casos (SISTEMA DE INFORMAÇÃO DE AGRAVOS 

DE NOTIFICAÇÃO- SINAN, 2009). 

 

 

1.5 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS ENVENENAMENTOS 

BOTRÓPICOS 

 

O quadro clínico causado pelo acidente botrópico se caracteriza por uma 

sintomatologia local, alterações no tempo de coagulação, hemorragias sistêmicas e 

complicações locais e/ou sistêmicas. Trinta minutos após a picada observamos dor, edema e 



34 

 

 

eritema causados pelas atividades enzimáticas e proteolíticas do veneno, que serão mais 

intensos de acordo com a quantidade de veneno inoculado durante a picada. A dor é imediata 

e o edema se forma nas primeiras 6 horas (BARRAVIERA, 1993). Estes efeitos locais tendem 

a progredir para bolhas, equimoses e necrose as quais surgem geralmente após 12 horas do 

acidente. Pode ocorrer também liberação de peptídeos para a circulação com choque 

periférico e eventualmente óbito (BOER-LIMA et al., 1999; RUIZ DE TORRENT et al., 

1999; GUTIÉRREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006). (Figura 03). 

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 (BRASIL, 2001; SITPRIJA, 2006; SANTORO et al., 2008). A 

distância interposta aos sinais da picada nem sempre se correlaciona com as dimensões da 

serpente e com a quantidade de veneno inoculada (BRASIL, 2001; FRANÇA; MÁLAQUE, 

2009).  

A necrose local pode complicar-se com infecção por bactérias, sobretudo 

provenientes da boca da serpente, e formação de abscesso (JORGE et al., 1994; BRASIL, 

2001). Geralmente limita-se ao tecido subcutâneo, mas pode comprometer estruturas mais 

profundas como, tendões, músculos e ossos. O período de instalação é variável, ocorrendo, na 

maioria dos casos, a partir do segundo dia após o acidente. A intensidade e a extensão da 

necrose estão fortemente relacionadas ao uso de torniquetes e outras intervenções bastante 

difundidas, porém extremamente prejudiciais. A demora entre o acidente e o tratamento 

soroterápico também pode agravar o caso (FERREIRA et al., 1992; MORENO et al., 2005).  

Experimentos mostram que os antídotos são efetivos na neutralização da necrose e 

hemorragia local, somente quando injetados imediatamente ou pouco tempo depois da 

inoculação do veneno (BOCHEAT et al., 2001). 

Esses sinais podem, ainda, ser agravados pela presença de fatores da coagulação 

no veneno (SANCHEZ et al., 1992) que causam alteração da coagulação sanguínea e 

sangramento. Além de hemorragia sistêmica, o veneno pode promover choque hemodinâmico 

e coagulação intravascular disseminada (CIVD). Todos esses sinais são características 

comuns do envenenamento botrópico (MILANI et al., 1997; WHITE, 2005). (Quadro 01). 
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FIGURA 03 – Sinais de perda tecidual de acidente por Bothrops sp. 

 

 

 

 

A complicação comum que tem sido bastante reportada em acidentes ofídicos por 

serpentes do gênero Bothrops é a hipotensão, sendo uma consequência grave nos acidentes 

botrópicos. Esse efeito sistêmico é capaz de produzir um estado de perfusão insuficiente para 

vários órgãos. Nessas condições, pode ocorrer desde uma redução da pressão intraglomerular 

renal, até uma falência cardíaca ou hipóxia (ABUELO, 1995; JOSEPH et al., 2004). A 

hipotensão é causada pela liberação de oxido nítrico de macrófagos, levando a formação de 

peroxinitrito, depois de reação com ânions superóxido gerado localmente (ZAMUNÉR et al., 

2001). 

Sintomas neurológicos raramente são atribuídos a acidentes causados por 

serpentes desse gênero. São poucos os casos clínicos no qual é diagnosticada a presença de 

alterações nervosas (BOCHNER; STRUCHINER, 2003b; MISE, 2007). 

Considerando o curso clínico dos envenenamentos nas conclusões de 

atendimentos rotineiros no Brasil, a letalidade nos casos tratados é baixa (0,3%) (BRASIL, 

2001), mas um número maior de pacientes apresenta sequelas como perda do membro ou de 

um segmento deste (JORGE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2008). 
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QUADRO 01 – Acidente Botrópico - Classificação quanto à gravidade e a soroterapia 

recomendada. 

 

 

Manifestações e 

tratamento 

Caso leve Caso moderado Caso grave 

 

Locais:  

 Dor 

 Edema  

 Equimose  
 

 

Ausentes ou 

discretas 

 

Evidentes 

 

Intensas
**

 

 

Sistêmicas: 

 Hemorragia grave 

 Choque  

 Anúria 
 

 

 

Ausentes 

 

 

Ausentes 

 

 

Presentes 

 

Tempo de coagulação 

(TC)
* 

 

 

Normal ou 

alterado 

 

Normal ou 

alterado 

 

Normal ou 

alterado 

Soroterapia 

SAB-SABC-SABL
***

 

 

 

2 a 4 ampolas 

 

4 a 8 ampolas 

 

12 ampolas 

 

Via de administração 

 

 

Endovenosa  

 

Endovenosa 

 

Endovenosa 

     

Fonte: PINHO; PEREIRA, 2001; BRASIL, 2010. 

 
*TC normal: até 10 min; TC prolongado: de 10 a 30 min; TC incoagulável:  30 min. 
**

Manifestações locais intensas podem ser o único critério para classificação de gravidade. 

***SAB = Soro antibotrópicoSABC = Soro antibotrópico-crotálicoSABL = Soro antibotrópico-
laquético. 
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1.6 COMPONENTES E AÇÕES 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 (CARDOSO, 2009). 

Os venenos de serpentes contêm muitos componentes de valor biológico e/ou 

biotecnológico. Segundo Calvete et al. (2007) sua caracterização proteômica apresenta 

potenciais benefícios para a pesquisa básica, diagnóstico clínico e desenvolvimento de novos 

instrumentos de pesquisa e drogas de potencial uso clínico. Também é relevante para o 

entendimento da evolução e dos efeitos biológicos dos venenos, e gerar protocolos de 

imunização para eleger anticorpos específicos para as toxinas com maior especificidade e 

efetividade do que o sistema convencional. 

Os venenos de serpentes apresentam-se como uma fonte natural para a pesquisa 

biológica, uma vez que contêm vários componentes que podem apresentar potencial 

terapêutico. São compostos por substâncias simples e complexas, cuja proporção e 

características específicas variam entre as diferentes espécies. Apresentam componentes 

protéicos e não protéicos com diferentes estruturas e atividades bioquímicas específicas (PAL 

et al., 2002; KOH; ARMUGAN; JEYASEELAN, 2006; PORTO et al., 2007; SOUZA et al., 

2008).  

O veneno consiste em uma complexa mistura de proteínas, peptídeos, lipídios, 

polissacarídeos e substâncias químicas inorgânicas. Diferenças intraespecíficas na 

composição do veneno são decorrentes de variações geográficas, sexuais, ontogenéticas, 

sazonais, estacionais e dieta (MOURA-DA-SILVA et al., 1990a, 1990b; CHIPPAUX et al., 

1991; FURTADO et al., 1991; BRASIL, 2001; DA SILVA, 2002). 

Os componentes protéicos constituem enzimas e proteínas não enzimáticas além 

de polipeptídeos como neurotoxinas, cardiotoxinas, lectinas, desintegrinas, peptídeos 

natriuréticos, proteases, fosfolipases, fosfodiesterases, nucleotidases, L-aminoácido oxidases, 

entre outros (Quadro 02). Os componentes não protéicos incluem constituintes orgânicos e 

não orgânicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004). 

Entre os componentes orgânicos não protéicos encontramos aminoácidos livres e 

pequenos peptídeos, carboidratos, lipídios (principalmente fosfolipídios) e aminas biogênicas 

(VARANDA; GIANNINI, 1999; QUEIROZ  et al., 2008). 
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Os constituintes não orgânicos conhecidos são cálcio, cobre ferro, potássio, 

magnésio, manganês, sódio, fósforo, cobalto e zinco (FRIEDERICH; TU, 1971; PONCE-

SOTO et al., 2006). Porém esses elementos não são encontrados em todos os venenos e a 

quantidade também varia para cada espécie. O papel biológico de cada um desses 

constituintes inorgânicos não está claro. Alguns estudos sugerem que o cálcio, o manganês e o 

magnésio, por exemplo, são importantes para a estabilização de certas proteínas, enquanto que 

outros, em particular o zinco, o cobre, o ferro e o cobalto, possivelmente atuam nos 

mecanismos catalíticos de certos componentes enzimáticos, como metaloproteinases 

(BJARNASON; FOX, 1994; AIRD, 2002).  

Cerca de 90-95% do peso seco dos venenos ofídicos tem composição protéica, e 

são essas proteínas as responsáveis por quase a totalidade dos efeitos biológicos encontrados 

(BON, 1997; QUEIROZ et al., 2008). Alguns dos elementos protéicos atuam 

enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas diretas, principalmente na 

desestabilização de membranas celulares, pelos mecanismos mais variados (ÂNGULO; 

LOMONTE, 2009). 

Dentre as proteínas que exibem atividades enzimáticas encontramos as 

proteinases, as nucleotidases, as fosfodiesterases, as fosfolipases A2 (PLA2) relacionadas à 

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

atividade proteolítica sobre as membranas basais dos vasos, sendo responsáveis pela indução 

de hemorragia, bolhas e mionecroses (VARANDA; GIANNINI, 1994; FRANCESCHI et al., 

2000; TANJONI et al., 2003; MITCHELL, 2005), as trombinas símiles (serinoproteinases) 

que ativam fatores da coagulação, induzem a agregação plaquetária e atuam no fibrinogênio 

do tipo A ou do tipo B com a formação de um complexo de fibrina facilmente degradada pela 

plasmina, ocasionando um quadro de incoagulabilidade sanguínea por consumo de 

fibrinogênio com diminuição da coagulação sanguínea (HAVT, 1999; BRAUD, 2000; 

SANTOS et al., 2000, WHITE et al., 2003; CASTRO et al., 2004; MITCHELL, 2005) e as L-

aminoácido oxidases (LAAOs) que provocam ou inibem a agregação plaquetária além de 

induzirem apoptose (DU; CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006; ALVES et al., 2008; 

ZHANG; WU, 2008). Em adição às suas propriedades catalíticas, as quais podem contribuir 

para a ação digestiva do veneno, estas enzimas também induzem vários efeitos 

farmacológicos como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, hemorragia, 

hemólise, efeitos pró-coagulantes e anticoagulantes, hipotensivos e edematogênicos 

(BAILEY; WILCE, 2001; KINI, 2003). 
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Os membros de cada família de proteínas têm um padrão molecular semelhante, 

mas eles exibem múltiplas funções. Sugere-se que com o processo evolutivo, alguns dos 

padrões moleculares dos venenos têm sido “selecionados”, e vários sítios funcionais foram 

gerados por uma evolução acelerada até um padrão molecular comum (TORRES et al., 2003). 

Segundo Daltry et al. (1996), os componentes dos venenos apresentam uma 

considerável variação geográfica mesmo dentro de cada espécie de serpente, em uma relação 

estreita com sua alimentação, de acordo com observações prévias que os componentes dos 

venenos extraídos da mesma espécie de serpente podem ser diferentes. 

 

QUADRO 02 – Componentes protéicos presentes nos venenos ofídicos. 

 

Proteínas

Enzimáticos

Não-enzimáticos

Inibidores enzimáticos

Peptídeos

-Aminotransferases

- Acetilcolinesterases

- Catalases

- Fosfolipases A2

- L-aminoácidos oxidades

- Proteases
- Metaloproteases

- serinoproteases

-Ativadores de proteína C

- Inibidores da formação do complexo protrombinase

- Lectinas

- Precursores de peptídeos bioativos

-Tóxicos (citotóxico, cardiotóxicos, miotóxicos e 

neurotóxicos)

- Desintegrinas

- Natriuréticos

- Potencializadores da bradicina
 

 

Fonte: RAMOS; SELISTRE-DE ARAÚJO, 2006. 
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1.7 O VENENO DE Bothropoides erythromelas 

 

Bothropoides erythromelas, comumente conhecida como “jararaca da seca” ou 

“jararaca malha-de-cascavel”, é responsável por muitos acidentes no Nordeste do Brasil 

(WEN et al., 1989; ROMANO-HOGE, 1990; VASCONCELOS et al., 1998; AIRD, 2004; 

ROCHA et al., 2008). Esta espécie é particularmente interessante porque não apresenta 

atividade trombina-like (NAHAS et al., 1975; NAHAS et al., 1979; FURTADO et al., 1991). 

Assim como as serpentes do gênero Bothrops, a atividade coagulante (alto nível) deste veneno 

foi atribuída à presença de ativadores de protrombina e fator X (NAHAS et al., 1979; 

FURTADO et al., 1991; MARUYAMA et al., 1992; SILVA et al., 2003), exibindo poderosa 

ação pró-coagulante nos fatores X e II (NAHAS et al., 1979; FURTADO et al., 1991; 

VASCONCELOS, 1996; SILVA et al., 2003; PEREIRA et al., 2006). Pacientes com 

envenenamento sistêmico podem desenvolver coagulação intravascular disseminada seguida 

por incoagulabilidade sanguínea devido ao consumo de fatores coagulantes (MARUYAMA et 

al., 1992). O veneno também possui elevada atividade hemorrágica (MARUYAMA et al., 

1992; VASCONCELOS, 1996), fibrinolítica (NAHAS et al., 1979; PEREIRA et al., 2006), 

proteolítica (FURTADO et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992), e significante atividade de 

fosfolipase A2 (FLORES et al., 1993; AIRD, 2004; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 

2006), induz edema e necrose (SANCHEZ et al., 1992; VASCONCELOS, 1996), provoca 

hipotensão (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2004; SCHATTNER, et al., 2005), induz 

migração dose-dependente de neutrófilos (FLORES et al., 1993), inibe a agregação 

plaquetária (ZAPPELLINI; PRADO-FRANCESCHI, 1990; DE ALBUQUERQUE 

MODESTO et al., 2006; MOURA-DA-SILVA et al., 2008) e apresenta atividade de 

inibidores endógenos de fosfolipase A2 (PLIs) (ESTEVÃO-COSTA et al., 2008). A atividade 

miotóxica direta do veneno é baixa (MOURA-DA-SILVA et al., 1991; ZAMUNÉR et al., 

2004) sugerindo que a fosfolipase abrange outros alvos biológicos. Um estudo em cães 

mostrou que o veneno induz mudanças hemostáticas envolvendo hipercoagulabilidade 

sanguínea seguida por incoagulabilidade sanguínea (VASCONCELOS, 1996) e intensa 

hemorragia nos pulmões, rins e fígado (VALENÇA et al., 1996). 

O veneno da B. erythromelas é o mais letal de todos quando comparado aos 

venenos de Bothropoides jararaca, Bothropoides neuwiedi,  Bothrops jararacussu e 

Bothrops moojeni causando mionecrose com dano intermediário aos venenos da Bothrops 

jararacussu (98-100%) e Bothropoides jararaca (74%) (ZAMUNÉR et al., 2004).  
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1.8 FOSFOLIPASES (PLAS) 

 

As enzimas fosfolipases A2 (PLA2) são os componentes protéicos mais 

amplamente encontrados nos venenos de serpentes (VALENTIM; LAMBEAU, 2000a; 

CHACUR et al., 2003). São classificadas segundo quatro critérios: a) a capacidade de 

catalisar a hidrólise do éster do substrato fosfolipídico; b) a sequência completa de 

aminoácidos; c) a homologia de sequências; d) a variação no segmento cataliticamente ativo 

(SIX; DENNIS, 2000). 

Constituem uma superfamília de enzimas as quais liberam precursores de 

mediadores químicos relacionados ao processo inflamatório (BONFIN et al., 2009). Estas 

enzimas catalizam a hidrólise de glicerofosfolipídios na posição sn-2 da cadeia principal do 

glicerol liberando ácidos graxos e lisofosfolípídios (KINI, 2003; KOH et al., 2006; 

SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Os ácidos graxos liberados por essas enzimas, como ácido 

araquidônico e ácido oléico, podem ser importantes fornecedores de energia. O ácido 

araquidônico também pode funcionar como segundo mensageiro, bem como precursor de 

eicosanóides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas), os quais são potentes 

mediadores da inflamação. Os lisofosfolipídios, por sua vez, são importantes na sinalização 

celular, remodelagem fosfolipídica e perturbação da membrana (SIX; DENNIS, 2000; 

BALSINDE et al., 2002; KUDO; MURAKAMI, 2002; KAMANNA et al., 2005; RIGONI et 

al., 2005; LOMONTE et al., 2009a).  

Baseando-se nas características das PLA2 tem sido difícil compreender muito dos 

seus efeitos. Inúmeras atividades inflamatórias têm sido descritas para as fosfolipases A2 de 

venenos como indução de edema, recrutamento de células inflamatórias, desgranulação de 

mastócitos entre outras (CHACUR et al., 2003; CÂMARA et al., 2003). Desde a descoberta 

que as fosfolipases A2 são as principais enzimas envolvidas na liberação do ácido 

araquidônico, responsável pela biosíntese de lipídios mediadores da inflamação como 

prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos, muito interesse tem sido focalizado 

nesta família de enzimas no estudo da inflamação (TEIXEIRA et al., 2003). 

As PLA2 estão agrupadas em três famílias principais: (I) citosólicas (cPLA2) de 

alto peso molecular (31-110kDa), intracelulares e dependentes de concentrações 

micromolares de cálcio para sua atividade enzimática; (II) secretórias dependente de Ca
2+

 

(sPLA2) que são extracelulares, de baixo peso molecular (14-18kDa) e que requerem 

concentrações milimolares de cálcio e (III) intracelulares não dependentes de Ca
2+

 (iPLA2) 
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estas também intracelulares e com peso molecular entre 29-85kDa (FORTE-DIAS et al., 

1999; LANDUCCI et al., 2000a; MONTECUCCO; ROSSETO, 2000; CHAKRABORTI, 

2003; BALSINDE et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007). As fosfolipases A2 intracelular ou 

citosólica (cPLA2) são encontradas em várias células, enquanto as fosfolipases A2 extracelular 

ou secretória (sPLA2) são encontradas nos venenos de serpentes e suco pancreático dos 

mamíferos (GLASER et al., 1993; DE CASTRO et al., 2000; VALENTIN; LAMBEAU, 

2000a ).  

De acordo com as estruturas primárias e locação das células, as fosfolipases 

secretórias podem ser divididas em três subgrupos: o primeiro foi obtido dos venenos de 

serpentes da família Elapidae e Lamprophiidae e do pâncreas de mamíferos (suco 

pancreático); o segundo grupo obtido dos venenos de serpentes da família Viperidae bem 

como do liquido sinovial e das plaquetas de seres humanos; o terceiro grupo foi obtido através 

do veneno de vespas (DENNIS 1994; PFEILSCHIFTER, 1995; NEVALAINEN et al., 2004).  

O segundo subgrupo de fosfolipase A2 pode ser dividido em: 

1 Miotoxinas pequenas - são peptídeos básicos de cadeia simples, não 

enzimáticos, possuindo em sua estrutura primária 42 a 45 aminoácidos ligados por três pontes 

dissulfetos, possuindo como exemplo a crotamina encontrada no gênero Caudisona. 

2 Cardiotoxinas - são proteínas básicas, não enzimáticas, possuindo em sua 

estrutura primária aproximadamente 60 aminoácidos. Seu principal mecanismo de ação 

consiste em alterar a integridade do sarcolema (MEBS, 1998; OWNBY et al., 1999). 

3  Miotoxinas com característica de fosfolipase A2 - divididas em:  

3.a Neurotóxicas - são proteínas básicas e multiméricas, com atividade 

fosfolipásica e neurotoxicidade pré-sináptica, possuindo em sua estrutura primária 

aproximadamente 120 aminoácidos. Estas miotoxinas são comumente encontradas nos 

venenos de serpente dos gêneros Micrurus e Caudisona sendo responsáveis pela letalidade 

dos venenos devido ao efeito pré-sináptico na junção neuromuscular, além de necrose do 

músculo esquelético. Os conjuntos destes efeitos fazem com que estas miotoxinas tenham 

uma DL50 muito baixa (LOMONTE et al., 2003a), como exemplo a crotoxina do veneno da 

Caudisona durrissus cascavella comumente encontrada em nossa região (MARTINS et al., 

1998).  

Pesquisas com neurotoxinas têm demonstrado muita utilidade para o 

entendimento dos eventos da transmissão sináptica e tem contribuído no desenho de novas 

drogas para o tratamento de desordens neurológicas e da dor (MORTARI et al., 2007). 
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3.b Não neurotóxicas - são proteínas básicas e diméricas, possuindo 

aproximadamente 120 aminoácidos, comumente encontradas nos venenos das serpentes 

Viperidae. São proteínas abundantes, possuem baixa letalidade e uma DL50 alta. Seu potencial 

miotóxico é baixo quando comparado com a miotoxina fosfolipásica neurotóxica 

(LOMONTE et al., 2003a). Dividem-se em três tipos diferentes: 1) as clássicas com ácido 

aspártico no carbono 49 (Asp 49), a qual apresenta atividade catalítica; 2) as variantes 

(também denominadas proteínas semelhantes a PLA2 sendo classificadas como PLA2 símile 

por serem estruturalmente semelhantes, mas destituídas de atividade enzimática) contendo 

lisina no carbono 49 (Lys 49) (LOMONTE et al., 2003a); 3) as variantes com serina 

ocupando a posição 49 (Ser 49) (KRIZAJ et al., 1991; POLGÁR et al., 1996), as duas últimas 

enzimaticamente inativas (LOMONTE et al., 2003a).  

3.b.1 Asp 49 sPLA2 - fosfolipases que contêm na posição 49 da sua cadeia 

primária, um ácido aspártico que atua como sítio de ligação para o íon Ca
2+

, em geral não são 

agentes hemolíticos, possuem alta atividade enzimática, ligando-se a sítios específicos na 

membrana ou interagindo com seus componentes causando hidrólise dos fosfolipídios da 

membrana celular provocando sua desorganização (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1997a; SIX; 

DENNIS, 2000; GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003; LOMONTE et al., 2003a). 

3.b.2 Lys 49 sPLA2 - contêm uma lisina homóloga na posição 49, são destituídas 

de atividades enzimáticas, são citotóxicas e cálcio independente. Seu mecanismo de ação 

ocorre por susceptibilidade da membrana celular que requer a presença de fosfolipídio de 

carga negativa seguido de penetração e desorganização da bicamada da membrana celular. 

Essa desorganização é seguida por um descontrolado influxo de cálcio e sódio para o interior 

da célula causando alteração intracelular irreversível e morte. O C terminal da enzima, rico 

em lisina, é o responsável pelos efeitos ocorridos (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1997a; 

LOMONTE et al., 1994a; CALDERÓN; LOMONTE, 1998; FLETCHER; JIANG, 1998; 

NÚÑEZ et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001; WARD, 2002; CHIOATO; WARD, 2003; 

LOMONTE et al., 2003a, 2003b; NÚÑEZ et al., 2004).  

As fosfolipases A2 mantêm uma homologia estrutural que se mantém constante 

dentro de cada grupo. Existe uma clara distinção entre as PLA2 Asp 49 e Lys 49. 

Estruturalmente são constituídas por 125 resíduos de aminoácidos, unidos por seis pontes 

dissulfídricas e contêm uma extensão C-terminal com cinco a sete resíduos (LOMONTE et 

al., 2003a; DOS SANTOS et al., 2009). Lee et al. (2001) propõem que as características 

estruturais das PLA2 destituídas de atividade enzimática impedem a liberação do ácido graxo 

produzido após a hidrólise inicial do fosfolipídio, interrompendo o ciclo catalítico. Seu efeito 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fletcher%20JE%22%5BAuthor%5D
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mionecrótico transcorre por uma via catalítica independente da atividade enzimática, sendo 

acompanhado, in vivo, por edema, hiperalgesia, liberação de citosinas pró-inflamatórias como 

interleucina 6 (IL-6), além de atividade letal quando injetada por via endovenosa ou 

intraperitoneal em camundongos (LOMONTE et al., 2003a). 

3.b.3 Ser 49 sPLA2 - essa miotoxina apresenta um resíduo de serina na posição 49 

sem atividade enzimática, tendo como característica o grupamento de hidroxila da serina que 

substitui a carboxila do ácido aspártico na estabilização do cálcio (POLGÁR et al., 1996). 

Na verdade, nem todas as fosfolipase A2 de venenos (vPLA2) cataliticamente 

ativas induzem efeitos tóxicos. Além do mais, existem várias vPLA2 cataliticamente inativas 

que podem ter efeitos miotóxicos, cardiotóxicos e citotóxicos (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 

1997b; VALENTIN; LAMBEAU, 2000b). 

Dentre as atividades causadas pelas miotoxinas classificadas como não 

neurotóxicas encontra-se “in vivo” miotoxicidade acompanhada de edema utilizando a técnica 

de edema de pata (LOMONTE; GUTIÉRREZ, 1989; LIU et al., 1991; CHAVES et al., 1998; 

ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; ÂNGULO et al., 2000; LANDUCCI et al., 2000a, 

2000b; SOARES et al., 2002; GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003; MONTECUCCO; 

GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2008), hiperalgesia (CHACUR et al., 2001; CHACUR et al., 

2003), liberação de citocina pró-inflamatória (LOMONTE et al., 1993; CHARCUR et al., 

2003), capacidade de atrair leucócitos para cavidade pleural (DE CASTRO et al., 2000; 

ZULIANI et al., 2005).  

In vitro as fosfolipases A2 apresentam efeitos na placa neuromuscular, atividade 

citolítica que se expressa pela ruptura de lipossomos compostos de fosfolipídios carregados 

negativamente (LOMONTE et al., 1999; SOARES et al., 2000a, 2000b; ANDRIÃO-

ESCARSO et al., 2000; ÂNGULO et al., 2000; SOARES et al., 2002), destruição de 

lipossomo (DÍAZ et al., 2001), promoção da degranulação de mastócitos com consequente 

aumento da permeabilidade vascular e formação de edema (CHAVES et al., 1998; 

LANDUCCI, et al., 1998), ação quimiotáxica com migração de neutrófilo (RIZZO et al., 

2000; GAMBERO et al., 2002), atividade antibactericida de largo espectro (PÁRAMO et al., 

1998; BUCKLAND; WILTON, 2000), proliferação, apoptose e necrose em células de linha 

de linfoblastoide B (MORA et al., 2005), além de provocarem lesão renal em sistema de rim 

isolado de rato (BARBOSA et al., 2002, 2005, 2006; BRAGA et al., 2008; EVANGELISTA 

et al., 2010).  

As PLA2 isoladas dos venenos de serpentes variam consideravelmente em termos 

de toxicidade e complexidade estrutural. Possuem várias bioatividades, como indução da 
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motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana, anticoagulante, antitumoral, 

inibição da agregação plaquetária (OLIVEIRA et al., 2002; MAGRO et al., 2004; ROBERTO 

et al., 2004; XU et al., 2007; XU et al., 2008), neurotoxicidade, miotoxicidade, 

cardiotoxicidade, citotoxicidade, coagulação e efeitos hipotensivos (ANDRIÃO-ESCARSO et 

al., 2002; GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003; RODRIGUES et al., 2004; GALBIATTI et al., 

2007; SAI-NGAM, 2008). Há evidências crescentes de que as PLA2 são um dos componentes 

mais tóxicos presentes nos venenos de serpentes (OWNBY et al., 1999). 

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 et al., 2003a). 

Uma fosfolipase A2 Asp 49 (BE-I-PLA2) de Bothropoides erythromelas, a qual 

apresenta alta similaridade com as PLA2 de serpentes do gênero Bothrops, foi isolada, clonada 

e caracterizada como um potente antiplaquetário e indutor da liberação de prostaglandina I2 

(PGI2) por células endoteliais. BE-I-PLA2 inibe a agregação plaquetária induzida por 

colágeno e ácido araquidônico, sem interferência nos receptores plaquetários e a habilidade de 

estimular as células endoteliais a liberar PGI2 sugere um aumento do potencial antiplaquetário 

do veneno in vivo (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006). 

Inibidores endógenos de fosfolipase A2 (PLIs) têm sido descritos no soro de 

serpentes. Estudos têm demonstrado a existência de três classes estruturais distintas de PLIs 

de fosfolipase A2 (α, β e γ). Os membros da classe γ são potentes inibidores de fosfolipase A2 

(PLA2) dos venenos da família Viperidae. Os γPLIs estão presentes no veneno da 

Bothropoides erythromelas (ESTEVÃO-COSTA et al., 2008). 

Flores et al. (1993) demonstraram que o veneno de Bothropoides erythromelas 

(BeV) possuía significante atividade de fosfolipase A2. O BeV induzia migração dose-

dependente de neutrófilos na cavidade peritoneal, o qual era dependente do número de 

macrófagos encontrados, quando injetado via intraperitoneal (IP) em ratos. Esta resposta era 

devido à atividade da fosfolipase A2 e que metabólicos da via da lipoxigenase derivada do 

ácido araquidônico, como o leucotrieno B4, atuava como mediador quimiotáxico. 

A ação mionecrótica se deve as miotoxinas de estrutura fosfolipásica (destituída 

ou não de atividade enzimática) que levam a transtornos vasculares e hemostáticos, podendo 

causar um processo tissular isquêmico levando a uma amputação de membro ou lesão 

músculo tendinosa permanente (ROODT et al., 2000).  
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Moura-da-Silva et al. (1991) demonstraram que o veneno de Bothropoides 

erythromelas tem baixa capacidade de ligação ao tecido muscular o qual é consistente com a 

baixa miotoxidade do veneno, quando comparada com outras espécies de Bothrops. 

Zamunér et al. (2004) compararam os efeitos neurotóxico e miotóxico dos 

venenos das Bothrops e Bothropoides  (Bothrops jararacussu , Bothrops moojeni  

Bothropoides erythromelas , Bothropoides jararaca , e Bothropoides neuwiedi ) e sua 

neutralização pelo antiveneno comercial. O veneno da B. erythromelas apresentou ser o mais 

letal de todos com DL50 de 0,55mg/kg, produziu bloqueio neuromuscular tempo e 

concentração dependente. Na mais alta concentração o veneno causou 50% de bloqueio em 

47,4 ± 6,4 minutos. A ordem de proteção contra o bloqueio neuromuscular do antiveneno 

botrópico foi de 40%. A atividade miotóxica da B. erythromelas foi considerada baixa, com 

pequena liberação de creatinina kinase (CK). O antiveneno botrópico neutralizou a liberação 

de CK com ordem de potência de 41,5%. O veneno causou mionecrose com dano 

intermediário aos venenos da Bothrops jararacussu (98-100%) e Bothropoides jararaca  

(74%). O antiveneno neutralizou a habilidade do veneno em produzir mionecrose com extensa 

neutralização (65,8%).  

Os resultados desse estudo estão em concordância com o estudos de Camey et al. 

(2002) sobre a neutralização de venenos usados na produção de antiveneno botrópico no 

Brasil, no qual alguns efeitos farmacológicos dos venenos de cinco diferentes espécies do 

gênero Bothrops e afins (Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni,  Bothropoides jararaca , 

Bothropoides neuwiedi e Rhinocerophis alternatus ) e um pool antigênico desses venenos 

foram quantificados, assim como os efeitos farmacológicos dos venenos de Bothrops  atrox, 

Bothrops leucurus e Bothropoides erythromelas os quais não foram incluídos no pool 

antigênico.  A habilidade do antiveneno botrópico produzido pela Fundação Ezequiel Dias 

(FUNED, Brasil) em neutralizar as principais atividades tóxicas e enzimáticas foram 

estudadas usando ensaios in vivo e in vitro. O antiveneno botrópico tem elevada efetividade 

na neutralização dos principais efeitos tóxicos in vivo (letalidade, toxicidade, necrose e 

hemorragia) e in vitro (ação proteolítica, fosfolipásica, pró-coagulante e fibrinolítica) de todos 

os venenos testados inclusive do veneno de B. erythromelas o qual não estava incluído no 

pool antigênico. 
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1.9 EFEITOS BIOLÓGICOS DE METABÓLICOS DA FOSFOLIPASE 

A2 SOBRE A FUNÇÃO RENAL 

 
 

A ação das fosfolipases enzimaticamente ativas sobre as diferentes células, 

incluindo as células renais, leva à liberação de ácido araquidônico (AA) que pode ser 

posteriormente metabolizado por três vias principais: a via da enzima ciclooxigenase que 

resulta na formação de prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGI2) e tromboxanos (TXs); a 

via da lipooxigenase levando à produção de leucotrienos (LTs); e a via do citocromo P450 

com produção dos ácidos epoxieicosatrienóicos (EETs) e ácidos hidroxieicosatetraenóicos 

(HETEs) (NATARAJAN; REDDY, 2003).  

Os principais metabólicos da fosfolipase A2 estão representados na Figura 04. 

 

 

 

FIGURA 04 – Esquema das três principais vias metabólicas do ácido 

araquidônico. 
 
 

                    Fonte: BELTON; FITZGERALD, 2003. 

 
 

 

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. 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 
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minutos após o estímulo por mobilizadores de cálcio (UENO et al., 2001). A segunda um 

produto gênico de resposta imediata nas células inflamatórias e imunes (FOEGH; 

RAMWELL, 2001).  

O mecanismo de ação das prostaglandinas envolve a ativação de receptores 

celulares resultando na iniciação subsequente 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). 

Estudos têm mostrado que a produção de prostaglandinas regula a hemodinâmica 

renal (DENG et al., 1996; UENO et al., 2001; YANG, 2003). Tanto a medula renal quanto o 

córtex renal sintetizam prostaglandinas, porém a capacidade de síntese da medula é 

significativamente maior (FOEGH; RAMWELL, 2001). Algumas delas, particularmente 

PGE2 e PGI2, causam vasodilatação no rim e aumentam a liberação de renina (KRAMER et 

al., 1985; FOEGH; RAMWELL, 2001). 

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). 

A atividade fosfolipásica produz prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras renais, 

PGE1, PGE2, PGA1, PGA2, PGH2, PGI2, PGG2, responsáveis pelo aumento do fluxo 

sanguíneo e consequente diurese, natriurese e caliurese ou produz PGF2 cuja ação é 

vasoconstritora. Além das prostaglandinas, a PLA2, através da ciclooxigenase, pode ativar o 

tromboxano A2 (TXA2) que também possui ação vasoconstritora, promovendo redução do 

fluxo sanguíneo renal e da taxa de filtração glomerular (BYDLOWSKI, 2000).  

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

diuréticos e natriuréticos. 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; 

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). 
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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. As células 

endoteliais contêm, primariamente, prostaciclina sintetase (BOWMAN; RAND, 1980; 

FOEGH; RAMWELL, 2001). No caso específico da PGE2, sua biosíntese envolve múltiplas 

etapas enzimáticas e requer a ação sequencial da fosfolipase A2, das ciclooxigenases e das 

PGE2 sintetases (SCHNEIDER et al., 2004). 

A ação da PLA2 sobre os fosfolipídios dá origem ao liso-PAF (lisogliceril-

fosforilcolina) que é acetilado para produzir o PAF. Existem indícios que o PAF esteja 

associado com os efeitos tóxicos do TNF-α e IL-1. No rim o PAF causa vasoconstrição renal 

com diminuição do fluxo sanguíneo, redução da taxa de filtração glomerular, excreção 

reduzida de sódio pela urina, com oligúria e retenção hidroeletrolítica. Como efeito 

compensador pode atuar na liberação de prostaglandinas vasodilatadoras no rim (DOUGLAS, 

2000, 2001). 

O papel desempenhado por leucotrienos e produtos do citocromo P450 em rins 

humanos continua especulativo. Constatou-se 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; RODEN, 2001). Diversas pesquisas têm 

direcionado os estudos para os mediadores produzidos pelo citocromo P450, em especial o 

20-HETE, que adquiriu o status de principal eicosanóide renal (IMIG; NAVAR, 1996; 

OYEKAN et al., 1999; ROMAN, 2002; OGUNGBADE et al., 2003; SACERDOTI et al., 

2003).  

Foi demonstrado que nos microvasos, glomérulos, túbulos proximais e ramo 

ascendente espesso da alça de Henle, o ácido araquidônico é primariamente metabolizado a 

20-HETE e a EETs (MAIER; ROMAN, 2001).  

Nos rins, os metabólitos do citocromo P450 têm importantes funções 

fisiopatológicas ao modular o transporte de íons, o tônus e a reatividade vasculares em 

respostas inflamatórias (GU; WANG, 2002; NATARAJAN; REDDY, 2003). Foi 

demonstrado, por exemplo, que o metabolismo do ácido araquidônico via monooxigenases 

dependentes do citocromo P450, a ativação de canais de potássio dependentes de cálcio assim 

como a liberação de óxido nítrico estão envolvidos na vasodilatação induzida pela bradicinina 

em rim isolado de rato (POMPERMAYER et al., 2002). 
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Os EETs apresentam atividade vasodilatadora per se, além de modular a resposta 

vascular a muitos mediadores endógenos como a angiotensina II, endotelina-1 e bradicinina 

(CHENG et al., 2004). Em células de músculo liso vascular e em miócitos, os EETs ativam os 

canais de K
+
, além de inibir os canais de Na

+
 (ROMAN, 2002).  

O 20-HETE tem um papel primordial nos mecanismos vascular e tubular de 

regulação da hemodinâmica renal e do volume de fluido extracelular ao produzir constrição 

dos microvasos pré-glomerulares e, particularmente, das arteríolas aferentes (CARROLL; 

McGIFF, 2000). Foi relatada ainda a sua contribuição na constrição das arteríolas aferentes 

induzidas por ATP (CHENG et al., 2004) e no bloqueio do canal de K
+
 da membrana apical 

do ramo ascendente espesso da alça de Henle (SACERDOTI et al., 2003). 

Há relatos ainda de efeitos deletérios de AA independentes da síntese de 

eicosanóides que seriam decorrentes da (1) despolarização rápida de membranas celulares e 

um possível influxo de cálcio que desregularia a atividade de canais iônicos e da (2) abertura 

irreversível de um poro regulado por cálcio presente na membrana mitocondrial interna com 

consequente alteração das funções mitocondriais (POMPÉIA, 2002; MAIA et al., 2006). 

 

 

1.10 APOPTOSE 

 

O termo “apoptose” descreve um processo ativo de colapso celular que difere 

morfologicamente da morte por necrose (ANAZETTI; MELO, 2007). A apoptose ocorre a 

fim de eliminar células indesejáveis ou desnecessárias ao organismo, mediante a ativação de 

um programa bioquímico de desmontagem dos componentes celulares, internamente 

controlado, que requer energia e não envolve inflamação (MALUF; POMPÉIA, 2005). 

Ocorre individualmente, de forma que a morte de uma célula não leva à morte de outras 

células diferentemente da necrose a qual envolve, geralmente, grupos de células (BONINI et 

al., 2000). 

A necrose é o ponto final das alterações celulares, resultado de injúria celular 

irreversível, em que a homeostase não pode ser restabelecida. Este tipo de morte celular 

geralmente acomete um grupo de células vizinhas e envolve inflamação (MALUF; 

POMPÉIA, 2005). 

A necrose representa uma forma acidental de morte celular cujas principais 

características morfológicas são aumento do volume celular, agregação de cromatina, 



51 

 

 

desorganização do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmática e consequente 

ruptura celular (Figura 05). O conteúdo citoplasmático é liberado causando dano às células 

vizinhas além de uma reação inflamatória no local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004), ou 

seja, nesta condição um grande número de células são afetadas e lesadas ao mesmo tempo e 

devido ao desencadeamento do processo inflamatório há alterações irreversíveis no tecido 

e/ou órgão afetado (CURTIN et al., 2002). Entretanto, embora considerada uma resposta 

passiva à injúria celular, estudos recentes sugerem que a necrose também pode ser regulada 

geneticamente (ZONG; THOMPSON, 2006). 

A apoptose pode ser reconhecida por características morfológicas muito 

marcantes e coordenadas (Figura 05). De um modo geral, a apoptose é um fenômeno bastante 

rápido: ocorre uma retração da célula que causa perda da aderência com a matriz extracelular 

e células vizinhas. As organelas celulares mantêm a sua morfologia, com exceção, em alguns 

casos, das mitocôndrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina 

sofre condensação e se concentra junto à membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, 

a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o núcleo se desintegra em fragmentos 

envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de 

número e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteúdo celular. Estas 

porções celulares envoltas pela membrana celular são denominadas corpos apoptóticos. A 

formação de corpos apoptóticos impede o extravasamento de material citoplasmático para o 

meio extracelular. Os corpos apoptóticos são rapidamente fagocitados por macrófagos e 

removidos sem causar um processo inflamatório (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Outras 

características muito marcantes da morte por apoptose são as alterações na assimetria de 

fosfolipídios de membrana plasmática e a fragmentação internucleossômica do DNA, a qual 

possui um padrão característico. Uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA 

de tamanhos variáveis, mas sempre múltiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI, 

2000). 

Em outras palavras, a apoptose é um mecanismo rigidamente controlado pela 

expressão de genes decorrentes da interação célula e meio externos, levando à produção de 

várias moléculas com atividades específicas que resultam em alterações celulares funcionais 

expressas morfologicamente (ISRAELS; ISRAELS, 1999).  
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FIGURA 05 – Características morfológicas da apoptose e da necrose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               Fonte: GRIVICICH et al., 2007. 

 

 

 

A ativação da apoptose pode ocorrer através de duas vias principais: a via 

extrínseca ou dos receptores de morte (citoplasmática) e a via intrínseca ou mitocondrial 

(Figura 06). A primeira é mediada pela ativação de receptores de morte celular localizados na 

membrana citoplasmática, sendo o fator de necrose tumoral (TNF) e o Fas (membro da 

família dos receptores de TNF) os mais conhecidos. A via intrínseca depende da participação 

da mitocôndria, onde há liberação de fatores apoptogênicos como citocromo c, o fator indutor 

de apoptose (AIF), ATP e proteínas de choque térmico. Como resultado final de ambas as 

vias, ocorre a ativação das caspases, proteases que quebram proteínas celulares específicas e 

estão associadas à degradação do DNA (HALE et al., 1996;  FISHER, 2001; GESKE; 

GERSCHENSON, 2001; LORO et al., 2003; MALUF; POMPÉIA, 2005). 
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FIGURA 06 – Vias de sinalização da apoptose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DAMIANI, 2004. 

TPM: transição da permeabilidade mitocondrial. 

 

 

 

VIA EXTRÍNSECA  

 

A via extrínseca é desencadeada pela ligação de ligantes específicos a um grupo 

de receptores de membrana da superfamília dos receptores de fatores de necrose tumoral 

(rTNF). Esta ligação é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al., 1999; 

GRIVICICH et al., 2007). As caspases reconhecem e clivam substratos que possuem resíduos 

de aspartato levando à condensação e fragmentação nuclear, externalização de fosfolipídios 

de membrana que irão sinalizar fagocitose por macrófagos. São conhecidas 14 caspases 

humanas, sendo que sete (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) participam da apoptose (BOATRIGHT; 

SALVESEN, 2003). As caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 estão envolvidas na maturação de 
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citocinas e sua contribuição na apoptose permanece não esclarecida (DENAULT; 

SALVESEN, 2002). 

Todos os membros da família rTNF possuem um subdomínio extracelular rico em 

cisteína, o qual permite que eles reconheçam seus ligantes. Tal fato resulta na trimerização e 

consequente ativação dos receptores de morte específicos (Figura 07).  

 

 

FIGURA 07 – Via extrínseca de ativação da apoptose. 

 

 

 

Fonte: Liga de Neurocirurgia Sistemanervoso.com 

DD=domínio de morte; DED=efetor do domínio de morte. 

 

 

A sinalização a seguir é mediada pela porção citoplasmática desses receptores que 

contém uma sequência de 65 aminoácidos chamada "domínio de morte" sendo, por isso, 

chamados de "receptores de morte celular" (NAISMITH; SPRANG, 1998; GRIVICICH et al., 

2007). 

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante específico, os seus 

domínios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas 

moléculas têm a capacidade de recrutarem a caspase-8 que irá ativar a caspase-3, executando 

a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001; GRIVICICH et al., 2007). 
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VIA INTRÍNSECA  

 

A via intrínseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a 

deprivação de fatores de crescimento, danos no DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes. Os 

sinais que são transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a 

mitocôndria (HENGARTNER, 2000). Inúmeros estudos sobre apoptose apontam a 

mitocôndria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os 

estímulos de morte celular, induzindo a permeabilização mitocondrial e consequente liberação 

de moléculas pró-apoptóticas nela presentes (DESAGHER; MARTINOU, 2000; GRIVICICH 

et al., 2007). (Figura 08). 

Quando sinais de morte alcançam a mitocôndria, levam ao colapso do potencial da 

membrana mitocondrial interna (), bem como a uma transição da permeabilidade 

mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a água do espaço entre membranas passa para a 

matriz mitocondrial, levando à ruptura da organela e consequente liberação de proteínas pró-

apoptóticas para o citoplasma (LOEFFLER; KREMER, 2000; GUPTA, 2003). Além da 

liberação de moléculas pela mitocôndria, a indução do  e TPM levam à perda da 

homeostasia celular, interrompendo a síntese de ATP e aumentando a produção de espécies 

reativas do oxigênio (EROS) (KROEMER; REED, 2000). O aumento nos níveis de EROS 

leva à oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos, aumentando o colapso do  

(GREEN; KROEMER, 2004). A resposta da mitocôndria ao dano oxidativo é uma via 

importante no início da apoptose. Além disso, é sabido que as EROS induzem a ativação das 

caspases 9 e 3 (GOTTLIEB et al., 2000; GOTTLIEB, 2001). 

Alguns estudos indicam que durante a apoptose ocorre a formação de um 

megaporo que contém diversas proteínas e abrange as membranas interna e externa da 

mitocôndria (WETZEL; GREEN, 1999). Através desse poro ocorre a liberação do citocromo 

c para o citoplasma onde participa da ativação da apoptose. Os diferentes sinais indutores de 

apoptose são detectados pela mitocôndria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da 

cadeia respiratória e consequente liberação de citocromo c e proteínas ativadoras da apoptose 

para o citosol (GUPTA, 2003). Quando no citosol, o citocromo c forma um complexo com a 

APAF- 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, o qual promove a clivagem da pró-caspase-

9 liberando a caspase-9 ativa (BUDIHARDJO et al., 1999). Uma vez ativada, a caspase-9 

ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose (DEVARAJAN et al., 2002; PETROS et al., 

2004; RUPNARAIN et al., 2004). (Figura 08).  
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Mais recentemente, foi descrita a participação, na via mitocondrial, de uma 

flavoproteína conhecida por Fator Indutor de Apoptose (AIF). O AIF migra da mitocôndria 

para o núcleo após um estímulo de apoptose e induz a condensação da cromatina e 

fragmentação do DNA em fragmentos de 50Kb, independente da ativação das caspases 

(BRÖKER et al., 2005). 

 

 

FIGURA 08 – Via intrínseca de ativação da apoptose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GRIVICICH et al., 2007. 

                               Apaf-1=fator de ativação de protease associada à apoptose 1. 

 

 

 

PROTEÍNAS DA FAMÍLIA Bcl-2 

 

A família Bcl-2 é uma família de proteínas indutoras e repressoras de morte por 

apoptose que participam ativamente da regulação da apoptose (BORNER, 2003). Os membros 

da família Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL inibem a apoptose, pois previnem a liberação de 

citocromo c e são chamados de reguladores antiapoptóticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak 

são proteínas pró-apoptóticas (HENGARTNER, 2000). A expressão de Bcl-2 é capaz de inibir 
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a geração de espécies reativas do oxigênio e a acidificação intracelular, bem como estabilizar 

o potencial de membrana da mitocôndria (VANDER HEIDEN; THOMPSON, 1999). 

A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteínas antiapoptóticas 

e pró-apoptóticas. Estímulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na expressão das 

proteínas pró-apoptóticas. Esse desequilíbrio induz a apoptose (PETROS et al., 2004). Entre 

as proteínas mais estudadas, desta família, estão a Bax (pró-apoptótica) e a Bcl-2 

(antiapoptótica) a qual é superexpressa em adenomas e carcinomas colorretais (BRONNER et 

al., 1995).  

As proteínas Bax e Bcl-2 são capazes de formar homodímeros (Bax-Bax e Bcl-2-

Bcl-2) e heterodímeros (Bax-Bcl-2), sendo que o equilíbrio entre esses homodímeros e 

heterodímeros pode definir o balanço pró-apoptótico ou antiapoptótico na célula (PETROS et 

al., 2004). Após um estímulo de morte, a Bcl-2 inibe a permeabilização da membrana externa 

da mitocôndria, pelo sequestro de Bax ou por competir por sítios que seriam ocupados pela 

Bax na membrana externa mitocondrial (MURPHY et al., 2000). A Bax pode promover a 

apoptose através da interação com a mitocôndria, de forma independente da interação com 

proteínas antiapoptóticas (PETROS et al., 2004). 

 

 

1.11 ALTERAÇÕES RENAIS 

 

Diversas alterações renais já foram descritas como decorrência do envenenamento 

ofídico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite (SEEDAT et al., 1974), glomerulite e 

nefrite intersticial (SANT; PUNDARE, 1972), arterite e necrose tubular (SITPRIJA; 

BOONPUCKNAVIG, 1979), necrose cortical (VARAGUNAM; PENABOKKE, 1970) e 

insuficiência renal (RAAB; KAISER, 1966; SILVA et al., 1979; BRADY; BRENNER, 1998; 

LIEBERTHAL; NIGAM, 1998;. BOER-LIMA et al., 2002; SCHRIER et al., 2004; 

SANTOS; FERANI; ROCHA, 2009). Foram descritas ainda a ocorrência de hematúria, 

mioglobinúria, hemoglobinúria e proteinúria (SANO-MARTINS et al., 2001).  

Dentre as complicações locais e/ou sistêmicas mais comuns após o 

envenenamento ofídico encontramos a Insuficiência Renal Aguda (IRA). Os efeitos renais 

provocados por envenenamento ofídico revelam uma via complexa. Vários componentes 

tóxicos dos venenos podem agir direto ou indiretamente nas células renais (SCHRIER et al., 

2004).  
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A fisiopatologia da IRA caracteriza-se por uma proeminente resposta molecular 

subjacente aos distúrbios funcionais, morfológicos e celulares encontrados nessa síndrome. 

Vários genes são expressos em resposta ao insulto renal inicial. Alguns genes desempenham 

um papel importante no desencadeamento e na manutenção da IRA, assim como na expressão 

morfológica da síndrome, enquanto outros têm papel decisivo na eventual recuperação da 

IRA. Após a lesão renal inicial, o rim desenvolve uma resposta molecular que determinará o 

destino da célula (VIEIRA, 2001). 

A Insuficiência Renal Aguda (IRA) descrita por vários autores (RIBEIRO et al., 

1998; AIRD, 2002) é a causa principal de mortes nos acidentes ofídicos (CASTRO, 2006; 

QUEIROZ et al., 2008), mesmo após o tratamento com soro antiofídico. O tratamento com 

soro não previne o surgimento de insuficiência renal embora ele melhore o estado geral dos 

pacientes (AMARAL et al., 1986; SITPRIJA; CHAIYABUTR, 1999; MAROTTA et al., 

2006).  

A IRA tem sido relatada como a causa mais frequente de mortes causada por 

serpentes do gênero Bothrops sendo motivo de muitos estudos (WARRELL, 2004; FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2009). Dependendo da quantidade do veneno injetado, o paciente pode 

progredir para um quadro de falência renal e óbito (OTERO et al., 1997; MAROTTA et al., 

2006). Outro fator agravante é a idade do indivíduo. Um estudo realizado no Instituto 

Butantan, em São Paulo, mostrou que os adultos ≥ 60 anos, em relação aos mais jovens, têm 

maior probabilidade de desenvolverem insuficiência renal (RIBEIRO et al., 2008).  

Diversas pesquisas descrevem a ação nefrotóxica induzida pelo veneno das 

serpentes do gênero. Alguns autores atribuem a nefrotoxicidade às mudanças hemodinâmicas 

causadas por uma vasoconstrição e consequente isquemia renal, hemólise, deposição de 

fibrina nos glomérulos e injúria vascular (CHAVES et al., 1989; REZENDE et al., 1989; 

BURDMANN et al., 1993; CRUZ-HÖFLING et al., 2001). Outros autores atribuem aos 

componentes do veneno que têm ação direta sobre o epitélio renal (RATCLIFFLE, et al., 

1989; WILLINGER et al., 1995; COLARES-BUZATO et al., 2002; DE CASTRO et al., 

2004; CALGAROTTO et al., 2008). Estes efeitos renais podem estar associados a ações de 

lectinas, miotoxinas, e fosfolipases, dentre outros constituintes do veneno bruto das espécies 

(HAVT et al., 2001, 2005; BARBOSA et al., 2005, 2006; BRAGA et al., 2006, 2008; 

EVANGELISTA et al., 2010).  

A IRA ocorre secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda, necrose 

tubular aguda e necrose cortical renal (SCHRIER et al., 2004). Contudo a sua patogênese não 

está totalmente esclarecida. As lesões renais podem ser produzidas pela ação isolada ou 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Evangelista%20IL%22%5BAuthor%5D
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combinada de diferentes mecanismos isquêmicos e/ou nefrotóxicos, desencadeados pelas 

atividades biológicas dos venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 

2006; DE SOUZA et al., 2008).  

Os venenos ofídicos causam em nível glomerular uma proliferação do endotélio e 

células mesangiais, com deposição de fibrina e crescimento epitelial ocasional, sem provocar 

alterações na membrana basal. Três teorias foram propostas para explicar a patogênese da 

lesão glomerular. A presença de um componente irritante, a deposição de fibrina decorrente 

do processo de coagulação intravascular ou uma reação imunológica (CRUZ-HÖFLING et 

al., 2001).  

Nos últimos 50 anos, ocorreram avanços significativos no entendimento da 

patogênese da IRA nefrotóxica e da IRA isquêmica, principalmente através de modelos 

experimentais, no entanto, ocorreram poucas mudanças em termos de mortalidade (SCHRIER 

et al., 2004).   

O grupo de pesquisa LAFAVET (Laboratório de Farmacologia de Venenos, 

Toxinas e Lectinas) vem desde 1993 se dedicando ao estudo dos venenos de serpentes 

brasileiras, principalmente do gênero Bothrops e afins e do gênero Caudisona, assim como o 

veneno do peixe Thalassophrryne nattereri, do escorpião Tityus serrulatus, da anêmona 

Bunodosoma caissarum, além dos estudos com outros produtos naturais como as lectinas 

vegetais tendo em vista a fauna riquíssima que tem o Brasil e o potencial genético de 

biodiversidade existente, visando encontrar uma fonte para futuros agentes terapêuticos e/ou 

ferramentas para elucidação de mecanismos causadores de nefrotoxicidade. 

O estudo da toxicidade renal em perfusão de rim isolado de rato tem despertado 

grande interesse na linha de pesquisa em venenos ofídicos, haja visto a capacidade destes 

venenos de provocar insuficiência renal. 

Monteiro e Fonteles (1999) ao estudarem o veneno da Bothropoides jararaca  

observaram nefrotoxicidade direta no rim isolado de rato, com alteração principalmente dos 

parâmetros funcionais (diminuição da pressão de perfusão (PP), resistência vascular renal 

(RVR), fluxo urinário (FU), ritmo de filtração glomerular (RFG), percentual de transporte 

total de sódio (%Na
+

tot) e potássio (%K
+

tot) bem como diminuição dos íons sódio e potássio no 

tecido renal após exposição) e compararam estas alterações ao observado na insuficiência 

renal aguda, atribuindo ao fator de agregação plaquetária (PAF) como sendo um dos possíveis 

responsáveis. 

Havt et al. (2001) ao estudarem o veneno da Bothrops jararacussu observaram 

alterações dos parâmetros funcionais (diminuição da pressão de perfusão (PP), da resistência 
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vascular renal (RVR) e dos percentuais de transporte total de sódio (%Na
+

tot)  e potássio 

(%K
+

tot). Ocorreu aumento do fluxo urinário (FU)  e do ritmo de filtração glomerular (RFG), 

concluindo que algumas das alterações observadas foram promovidas pelo PAF. Eles 

sugeriram que a miotoxina encontrada no veneno poderia estar envolvida nos efeitos desde 

que destituída de atividade de PLA2. 

Barbosa et al. (2002) ao estudarem o veneno da serpente da Bothrops moojeni 

observaram que as alterações renais promovidas eram similares aos promovidos pela 

Bothrops jararacussu. Eles atribuíram aos peptídeos potenciadores de bradicinina a possível 

causa da diminuição da pressão de perfusão e resistência vascular renal. Os pesquisadores 

usaram duas miotoxinas purificadas, que foram classificadas como Lys 49, sendo atribuído ao 

C-Terminal rico em lisina como responsável pela alteração renal somente na miotoxina I. Em 

2006, Barbosa et al. estudaram o papel da indometacina e do tezosentan nos efeitos renais 

induzidos pela miotoxina I (Lys 49) purificada do veneno da serpente da Bothrops moojeni. 

Observou-se que com a indometacina (inibidor não seletivo da ciclooxigenase) ocorria 

bloqueio parcial indicativo de prostaglandinas como mediadores. Com o uso do tezosentan 

(antagonista da endotelina) o bloqueio era total. Os autores concluíram que a endotelina era a 

principal responsável pelas alterações dos parâmetros renais observados.  

Havt et al. (2005) ao estudarem o veneno da serpente Bothrops pirajai 

observaram efeitos similares às outras Bothrops estudadas em rim isolado de rato. Neste 

trabalho os autores concluíram que a queda na pressão de perfusão e resistência vascular renal 

não seria causada pelos peptídeos potenciadores de bradicinina e que outros fatores poderiam 

estar envolvidos, como a lectina purificada da Bothrops pirajai que demonstrou um efeito 

similar ao apresentado pelo veneno. 

Braga et al. (2006) ao estudarem a lectina tipo C purificada da 

Bothropoides insularis  observaram aumento da pressão de perfusão e resistência vascular 

renal e concluíram que os efeitos promovidos pela lectina devia-se à interação com células 

endoteliais ou liberação de mediadores por células endoteliais, mesangiais e tubulares. 

Martins et al. (2005) ao estudarem os efeitos renais do veneno da 

Bothropoides erythromelas  observou citotoxicidade renal e alterações dos parâmetros renais 

afirmando que o veneno era diurético, natriurético, caliurético e reduz a pressão de perfusão e  

a resistência vascular renal e que potenciadores de bradicinina poderiam estar envolvidos. O 

grupo de pesquisa bloqueou os efeitos observados utilizando o ABF (Fator antibotrópico) 

purificado do soro do gambá Didelphis marsupialis o qual se mostrou eficaz na inibição 
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(bloqueio dose-dependente) dos efeitos induzidos pelo veneno no modelo de rim isolado de 

rato. 

Diversas PLA2s extraídas de venenos de serpentes têm demonstrado potencial em 

provocar lesão renal em perfusão de rim isolado, em particular aquelas extraídas de serpentes 

do gênero Bothrops e Bothropoides, como a PLA2 extraída do veneno de Bothrops 

jararacussu que apresenta importante capacidade de induzir alterações em parâmetros renais 

como pressão de perfusão, resistência vascular  renal, fluxo urinário e ritmo de filtração 

glomerular, apresentando ainda importante diminuição dos transportes renais de sódio e 

potássio. Estes efeitos parecem ser bloqueados em parte pela adição de indometacina, o que 

reforça a possível ação direta, em proteínas específicas, da PLA2 (BARBOSA et al., 2005). 

Efeitos semelhantes foram obtidos com a PLA2 extraída do veneno de Bothropoides insularis, 

cuja ação assemelhou-se aquela observada no veneno de Bothrops jararacussu, exceto pelo 

fato da B. insularis não afetar o transporte de potássio. A PLA2 isolada de veneno botrópico 

causou alterações renais, o que pode refletir sua atividade enzimática sobre os fosfolipídios de 

membrana de células renais e produção de derivados do ácido araquidônico (BRAGA et al., 

2008). 

Evangelista et al. (2010) ao estudarem o efeito do veneno de Bothrops 

marajoensis, no sistema de perfusão de rim isolado, observou que os efeitos eram diretos e 

similares aos observados nos outros venenos botrópicos. A PLA2 isolada do veneno não 

alterou os parâmetros renais. 

O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos renais do veneno total e 

das frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas  em rim isolado de 

rato e em células MDCK na perspectiva de elucidar os mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia do envenenamento.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O conhecimento dos mecanismos de ação das toxinas e antitoxinas animais e 

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

paciente envenenado e/ou para o desenvolvimento de novos fármacos (SOARES et al., 2005).  

A complicação sistêmica mais séria após um acidente botrópico é a insuficiência 

renal aguda (IRA). Além de bastante grave, esse quadro é muito comum nos casos em que o 

paciente evolui ao óbito (BOER-LIMA et al., 2002). O soro usado para terapia humana no 

Brasil não é suficientemente capaz de neutralizar as atividades tóxicas presentes em todos os 

venenos de serpentes além de não prevenir o aparecimento da IRA. Uma melhor 

caracterização das atividades biológicas dos venenos de serpentes do gênero Bothrops e afins 

é muito importante, não somente para elucidar os mecanismos moleculares da ação do 

veneno, mas também para buscar novas abordagens de tratamento (QUEIROZ et al., 2008).  

A utilização de modelos experimentais para investigar a patogêneses das lesões 

renais causados por venenos botrópicos tem mostrado severas alterações renais. Porém, a 

patogênese dessas complicações após envenenamentos por espécies do gênero Bothrops e 

afins ainda não é bem definido (SITPRIJA, 2006). 

A utilização de modelos animais para o estudo dos efeitos sistêmicos e locais 

produzidos pelos venenos ofídicos tem auxiliado no diagnóstico e tratamento de pacientes 

picados por serpentes, além de contribuir para a implementação de medidas preventivas de 

tais envenenamentos (CHIPPAUX et al., 1991; PURCHASE et al., 1998; AIRD , 2002; 

SELLS, 2003). A utilização de sistemas de órgãos isolados tem contribuído para o estudo de 

eventos celulares e/ou teciduais (SELLS, 2003; TAFT, 2004).  

Apesar de muito se discutir sobre os efeitos citotóxicos dos venenos ofídicos, 

pouco ainda é conhecido acerca dos mecanismos de ação sobre as diversas células, e em 

especial, sobre as células renais. Atualmente, muitos estudos visam descobrir a ação de 

toxinas, bem como, os mecanismos pelos quais estas causam seus efeitos locais e sistêmicos. 

Para tanto, a ampliação do conhecimento sobre a ação das toxinas de venenos em diversas 

linhagens celulares busca, na biodiversidade, ferramentas para a construção de fármacos 

biologicamente ativos e/ou elucidação de mecanismos fisiopatológicos. A elucidação destes 

mecanismos pode permitir a interferência em alguns pontos de suas vias de sinalização de 

respostas com vistas à interrupção da sequencia de eventos celulares/moleculares que podem 

culminar em lesão (PEIXOTO, 2003). 
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A serpente Bothropoides erythromelas (Jararaca-da-seca) é responsável por 

muitos dos acidentes ocorridos no Nordeste, principalmente no Ceará, razão pela qual foi 

escolhida para ser o objeto deste estudo. 

Sousa (2004) ao estudar os efeitos renais do veneno da Bothropoides 

erythromelas observou nefrotoxicidade direta através da alteração dos parâmetros funcionais 

renais. O veneno diminuiu a pressão de perfusão (PP), a resistência vascular renal (RVR) e os 

percentuais de transporte tubular de sódio, potássio e cloreto (%TNa
+
, %TK

+
 e %TCl

-
). Em 

contraste, ocorreu aumento do fluxo urinário (FU), do ritmo de filtração glomerular (RFG) e 

da excreção de sódio, potássio e cloreto (ENa
+
, EK

+
 e ECl

-
). 

Baseado nos resultados encontrados por Sousa (2004) resolveu-se continuar a 

linha de pesquisa com a serpente Bothropoides erythromelas estudando o veneno total e 

frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 em rim isolado de rato e em células MDCK bem como a 

participação de alguns mediadores moleculares (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-XL), 

utilizando o veneno total, envolvidos na injúria renal na perspectiva de elucidação dos 

mecanismos responsáveis pela nefrotoxicidade. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 
Estudar os efeitos renais do veneno total e das frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da 

serpente Bothropoides erythromelas e a participação de alguns mediadores moleculares da 

apoptose (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-XL), utilizando o veneno total, 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 das PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno da 

Bothropoides erythromelas em rim isolado de rato;  

 Comparar os efeitos encontrados das PLA2 Lys 49 e Asp 49 com os efeitos 

induzidos pelo veneno total da Bothropoides erythromelas, estudados anteriorente, no mesmo 

modelo; 

 Avaliar as alterações histopatológicas renais provocadas pelas PLA2 Lys 49 e 

Asp 49; 

 Comparar as análises histológicas das frações Lys 49 e Asp 49 com o veneno 

total; 

 Estudar o efeito do veneno total e das PLA2 Lys 49 e Asp 49 da 

Bothropoides erythromelas sobre a viabilidade e proliferação de células tubulares renais 

(MDCK);  

 Estudar a ação do veneno total sobre a expressão de genes pró e 

antiapoptóticos através de técnicas de Biologia Molecular.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 PERFUSÃO DE RIM ISOLADO  

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Farmacologia de Venenos, 

Toxinas e Lectinas (LAFAVET) da Universidade Federal do Ceará. 

Utilizaram-se ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 250 e 300g, oriundos 

do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará. 

Todos os animais foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes dos experimentos e 

com fornecimento de água “ad libitum”. 

 

4.1.1 VENENO E SUAS FRAÇÕES 

 

O veneno total da Bothropoides erythromelas foi obtido pelo NUROF (Núcleo 

Regional de Ofiologia - Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará, 

Fortaleza-Ce, Brasil) coordenado pela Profa. Dra. Diva Maria Borges Nojosa. 

As frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno da Bothropoides erythromelas foram 

purificadas e isoladas na UNESP (Depto. de Bioquímica - Inst. Biologia, São Paulo, SP, 

Brasil) coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama.  

A purificação e isolamento das frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 encontram-se em 

anexo (ver páginas 189 - 195). 

 

 

4.1.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 Grupo controle: Os rins foram perfundidos com solução de Krebs-Henseleit 

modificada, contendo 6g% de albumina bovina (n=6). 

 Grupo tratado (veneno): Neste grupo, os rins foram perfundidos com solução 

de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionado o veneno da 

Bothropoides erythromelas (10g/mL) aos 30 minutos de perfusão (n=6). O grupo foi 

estudado anteriormente, sendo utilizado neste estudo para posteriores comparações. 
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 Grupo tratado (fração Lys 49): Neste grupo, os rins foram perfundidos com 

solução de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionada a fração Lys 

49 do veneno da Bothropoides erythromelas (5g/mL) aos 30 minutos de perfusão (n=6). 

 Grupo tratado (fração Asp 49): Neste grupo, os rins foram perfundidos com 

solução de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionada a fração Asp 

49 do veneno da Bothropoides erythromelas (5g/mL) aos 30 minutos de perfusão (n=6). 

 

 

4.1.3 SUBSTÂNCIAS UTILIZADAS 

 

Nos experimentos com perfusão renal foram utilizadas as seguintes substâncias: 

 

 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 (Roche) 

 

 Fração V de albumina bovina (Sigma) 

 

 Inulina (Sigma) 

 

 Pentobarbital sódico (Cristália) 
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4.1.4 SOLUÇÃO PERFUSORA E SEU PREPARO 

 

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

associada com albumina bovina 6g%. Essa adição à solução foi desenvolvida para manter as 

funções renais sem alterações durante o experimento. 

A solução de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes, continha NaCl 

(138g), KCl (7,0g), NaH2PO4 . H2O (3,2g), MgSO4. 7H2O (5,8g), e Uréia (l0g). No tempo de 

48 horas antes do experimento, separou-se 100mL desta solução e acrescentou-se NaHCO3 

(4,2g), CaCl2 . 2H2O (0,74g), glicose (2,0g), e penicilina G Potássica Cristalina (0,050g). Em 

seguida, o volume foi completado para 2.000mL com água bidestilada. Retirou-se 300mL 

desta última solução, na qual foi adicionada albumina bovina (6g%). Procedeu-se, em 

seguida, à diálise desta solução com albumina, auxiliada por um homogeneizador. Esta diálise 

tem como objetivo retirar substâncias contaminantes como piruvato, citrato e lactato. 

(HANSON; BALLARD, 1968; SCHUREK et al., 1970; COHEN et al., 1977; ROSS, 1978; 

STOLTE et al., 1979). Os 1.700mL restantes foram usados como solução para a diálise, a 

qual trocada com 24 horas. No final, após 48 horas de diálise, foram acrescentadas 0,15g de 

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

 

 

4.1.5 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. Existem 

atualmente dois sistemas de perfusão de rim isolado. O sistema aberto, no qual o perfusato 

não recircula através rim possuindo como principal vantagem a manutenção constante de 

parâmetros funcionais. No outro tipo conhecido, o sistema fechado, o perfusato recircula no 

rim e apresenta inúmeras vantagens sobre o primeiro, como a utilização de albumina e outras 

substâncias na solução perfusora em pequenas quantidades. Além disso, as substâncias 

dialisadas se mantêm constantes na solução e a oxigenação pode ser adaptada ao próprio 

dialisador (FONTELES et al., 1983; MONTEIRO, 1990). 
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O sistema fechado, utilizado nos experimentos, emprega uma quantidade de 100 

mL de solução de Krebs-Henseleit modificada, com dois subsistemas, um “in situ” e outro 

com circuito fechado para perfusão “in vitro,” ambos mantidos a uma temperatura de 37°C 

(Figura 09).  

 

 

 

FIGURA 09 – Fotografia do sistema de perfusão de rim isolado. 
 

 

 
 

Fonte: LAFAVET - UFC. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



72 

 

 

4.1.5.1 COMPONENTES DO SISTEMA DE PERFUSÃO (Figura 10) 

 

1. Bomba de perfusão (Watson) - para manutenção do fluxo de perfusão renal. Bombeia  

      a solução de perfusão no sistema, apresenta cinco velocidades; 

2. Filtro (USA-Millipore-5m) - promove uma melhor perfusão através da filtração 

constante da solução perfusora; 

3. Banho Maria (Fanem-modelo 100) - aquece e mantêm o pulmão conservando a 

temperatura constante entre 36 e 37°C; 

4. Oxigenador (pulmão artificial) - onde acontecem as trocas gasosas (95% de O2 e 5% 

de CO2) sendo constituído de tubos silásticos; 

5. Fluxômetro - permite a leitura do fluxo de perfusão durante o experimento; 

6. Manômetro de mercúrio - permite fazer a leitura direta da pressão de perfusão; 

7. Catabolhas - câmera que retém bolhas, evitando o embolismo gasoso do órgão; 

8. Coletor de urina - frasco que recebe a urina do rim montado no sistema, trocado em 

intervalos de 10 minutos; 

9. Condensador - serve de reservatório de aquecimento da solução perfusora mantendo 

aquecido o cilindro reto que comporta a solução do experimento; 

10. Seringa graduada - para retirada de amostra de perfusato feita em intervalos de 10 

minutos; 

11. Bomba aquecedora com termostato - para manutenção de todo o sistema de perfusão a 

37°C. 
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FIGURA 10 – Representação esquemática do sistema de perfusão de rim isolado. 

 

 

 

 

 

Fonte: LAFAVET – UFC. 
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4.1.6 PREPARO DO SISTEMA 

 

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e água destilada 

aquecida e depois calibrado. 

A calibração foi feita sempre com o sistema em funcionamento na presença de 

solução salina a 0,9%, aquecida entre as temperaturas de 36 - 37°C. A cada unidade da bomba 

de perfusão (l, 2, 3, 4 e 5), foi coletada a solução por l minuto em proveta milimetrada (fluxo 

na ponta da cânula) e anotada a medida do fluxômetro e da pressão de perfusão, através do 

manômetro de mercúrio ligado ao sistema. Para melhor adaptação do sistema às unidades da 

bomba, foram estabelecidos 3 minutos de intervalo entre cada coleta. 

A calibração foi feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusão em face da 

resistência da própria cânula. Para tanto, os resultados de calibração obtidos nos grupos 

tratados foram compilados em curvas, onde foi plotado a velocidade da bomba nos eixos das 

abscissas (X) contra a pressão de perfusão (PP em mmHg), o valor obtido no fluxômetro 

(fluxo urinário em L/min) e volume de salina coletado (volume urinário mL/min) no eixo das 

ordenadas (Y) (Figuras 11, 12 e 13).  

 

 

 

FIGURA 11 – Valores registrados em manômetro de mercúrio (PP em mmHg) durante a 

calibração do sistema (n=6). 
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FIGURA 12 – Valores registrados pelo fluxômetro (fluxo em L/min) durante a calibração 

do sistema (n=6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13 – Valores registrados pela ponta da cânula (volume de salina em mL/min) 

durante a calibração do sistema (n=6).  
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4.1.7 TÉCNICA CIRÚRGICA 

 

Após a pesagem, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com 

pentobarbital sódico na dose de 50mg/Kg de peso corporal. Inicialmente a veia femural 

esquerda foi isolada e 3mL de manitol a 20% foram administrados com intuito de melhorar o 

acesso cirúrgico ao ureter facilitando sua canulação (Figura 14 - 1). Após assepsia da parede 

abdominal, procedeu-se uma incisão com base na linha alba e duas incisões perpendiculares à 

primeira, para uma melhor observação das estruturas anatômicas. Rebateram-se as vísceras 

abdominais para o lado esquerdo a fim de facilitar a visualização do rim direito e estruturas 

circunvizinhas.  

Após este procedimento, com uma lupa (aumento de 7 vezes), o ureter direito foi 

identificado, isolado e dissecado do tecido conjuntivo e do tecido adiposo que o envolve, 

sendo em seguida canulado através de tubo de polietileno (PE50) para a coleta de urina 

(Figura 14 - 2). Com o intuito de evitar interferência fisiológica da glândula adrenal direita 

no experimento, esta foi identificada, isolada e seccionada, para com isso providenciar-se a 

descapsulação do rim. A artéria mesentérica superior e a artéria renal foram identificadas e 

dissecadas (Figura 14 - 3). A cânula arterial renal foi introduzida na artéria mesentérica 

superior até a artéria renal, onde foi feita a fixação da cânula (Figura 14 - 4). 

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. 

Logo a seguir, o órgão foi isolado e seccionado, promovendo a retirada do rim e ureter, 

devidamente liberados. Com o rim já acoplado ao sistema, esperou-se um período de 

aproximadamente 30 minutos para sua adaptação ao sistema in vitro, sem interrupção do 

fluxo (Figura 15).  
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FIGURA 14 – Fotografias da técnica cirúrgica. 1= Administração de manitol a 20% (3 

mL) pela veia femoral no animal anestesiado.; 2= Canulação do ureter; 3= Visualização das 

artérias mesentérica superior (A) e renal (B); 4= Canulação da artéria renal através da artéria 

mesentérica. 

 

 

 

 
 

Fonte: LAFAVET – UFC. 
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FIGURA 15 – Fotografia do rim isolado de rato no sistema de perfusão. 

 

 

 
 

Fonte: LAFAVET-UFC. 

 

 

 

4.1.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Após o rim ter sido colocado no sistema, os 20 minutos iniciais foram 

considerados de estabilização e adaptação às novas condições. Após esse período, marcou-se 

o tempo zero e determinou-se 30 minutos de controle interno. O tempo total de perfusão do 

órgão foi sempre de 120 minutos. Durante esse período, foram registradas a cada 5 minutos as 

medidas da pressão de perfusão e do fluxo de perfusão em nanômetro e fluxômetro, 

respectivamente. Em intervalos de 10 minutos, de maneira intercalada, foram coletadas 

amostras de urina e perfusato as quais foram mantidas em temperatura de -20°C para 

posteriores dosagens de sódio, potássio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na 

determinação dos parâmetros de função renal. Sempre aos 30 minutos, foram adicionadas as 

frações Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5g/mL). 

O mesmo procedimento foi realizado com o grupo tratado apenas com o veneno 

total (10g/mL) de Bothropoides erythromelas, o qual foi utilizado para comparação com os 

grupos tratados com as frações PLA2 Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno. 
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Com o rim direito montado no sistema, o rim esquerdo foi coletado para controle, 

o qual foi pesado e dele retirado um fragmento para posterior exame histopatológico. Após o 

fim do experimento, foi realizado o mesmo procedimento com o rim direito. 

 

 

4.1.9 AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

Os testes bioquímicos foram realizados no Laboratório de Bioquímica do Instituto 

de Biomedicina (IBIMED) da Universidade Federal do Ceará. Em amostras de urina e 

perfusato foram realizadas dosagens de sódio e potássio pelo método de fotometria de chama 

(Flame photometer - modelo 443 IL). As dosagens de cloreto foram realizadas seguindo o 

método descrito pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi determinada por hidrólise direta 

descrita por Fonteles e Leibach (1982), com modificações que reduziram as quantidades de 

amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das amostras foi medida com um osmômetro 

(Vapor pressure osmometer - modelo 5100c ESCOR). 

 

 

4.1.10 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

As lâminas usadas em nosso estudo histológico foram confeccionadas no 

Laboratório de Anatomia Patológica – Biopse e avaliadas no Departamento de Patologia e 

Medicina Legal da Universidade Federal do Ceará pelo professor Dalgimar Beserra de 

Menezes. 

Após cada experimento, foi retirado um fragmento longitudinal do rim perfundido 

(direito) e do não perfundido (esquerdo), os quais foram acondicionados em frascos com 

formol 10%. Para proceder a análise histológica, estes fragmentos foram desidratados, 

diafanizados e em seguida cortados, numa espessura de 5m. Procedeu-se a coloração do 

material por hematoxilina-eosina (HE) e as lâminas foram analisadas em microscópio óptico 

(Nikon). 

Também foi realizado o estudo histológico dos rins perfundidos somente com 

solução de Krebs-Henseleit modificada para servir de controle perfundido. 

Fotomicrografias foram realizadas para documentar os aspectos morfológicos 

celulares dos grupos estudados com câmera digital (FUJIFILM
®
 S3300). 
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4.1.11 CÁLCULO DOS PARÂMETROS RENAIS 

  

As seguintes fórmulas foram utilizadas para determinação de parâmetros 

funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980; FONTELES 

et al., 1993). 

 

 FU (mL.g
-1

.min
-1

) = Fluxo Urinário 

FU = Peso do volume urinário/ Peso do rim esquerdo x 10 

 

 PP (mmHg) = Pressão de perfusão 

* Obtida diretamente através da análise em manômetro de mercúrio 

 

 FPR (mL.g
-1

.min
-1

) = Fluxo de perfusão renal 

* Fluxo registrado a cada 10min/ intervalo de tempo x Peso do rim 

 

 RVR (mmHg/mL.g
-1

.min
-1

) = Resistência vascular renal 

RVR = PP (mmHg) / FPR  

 

 RFG (mL.g
-1

.min
-1

) = Ritmo de filtração glomerular 

RFG =DOU in/ DOP in x FU 

* onde DOU in = densidade ótica da inulina na urina e DOP in = densidade ótica da inulina 

no perfusato 

 

 FNa
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Sódio filtrado        

FNa
+
 = RFG x PNa

+        
* onde PNa

+
 = Concentração de sódio no perfusato 

 

 ENa
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Excreção de sódio  

ENa 
+
 = FU x UNa

+
      * onde UNa

+
 = Concentração de sódio na urina 

 

 TNa
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Sódio transportado  

TNa
+
 = FNa

+
 - ENa

+ 

 

 %TNa
+
 = Percentual de transporte tubular de sódio  

%TNa
+
 = TNa

+
 x 100/FNa

+ 

 

 %pTNa
+
 = Percentual de transporte proximal de sódio  

%pTNa
+
 = pTNa

+
 x 100 / FNa

+
 

 

 FK
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Potássio filtrado        

FK
+
 = RFG x PK

+        
* onde PK

+
 = Concentração de potássio no perfusato 

 

 EK
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Excreção de potássio  

EK 
+
 = FU x UK

+
      * onde UK

+
 = Concentração de potássio na urina 

 

 TK
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Potássio transportado  

TK
+
 = FK

+
 - EK

+ 
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 %TK
+
 = Percentual de transporte tubular de potássio  

%TK
+
 = TK

+
 x 100/FK

+ 

 

 %pTK
+
 = Percentual de transporte proximal de potássio  

%pTK
+
 = pTK

+
 x 100 / FK

+
 

 

 FCl
-
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Cloreto filtrado        

FCl
-
 = RFG x PCl

-
 
        

* onde PCl
-
 = Concentração de cloreto no perfusato 

 

 ECl
-
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Excreção de cloreto  

ECl
-
 = FU x UCl

-
        * onde UCl

-
 = Concentração de cloreto na urina 

 

 TCl
-
 (Eq.g

-1
.min

-1
) = Cloreto transportado  

TCl
-
  = FCl

-
  - ECl

- 

 

 %TCl
-
 = Percentual de transporte tubular de cloreto  

%TCl
-
 = TCl

-
 x 100/FCl

- 

 

 %pTCl
-
 = Percentual de transporte proximal de cloreto  

%pTCl
-
 = pTCl

-
 x 100 / FCl

-
 

 

 Cosm (mL.g
-1

.min
-1

) = Clearance osmótico  

Cosm = (Uosm / Posm) x FU 

* onde Uosm = Osmolaridade Urinária e Posm = Osmolaridade do perfusato 

 

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Todos os procedimentos envolvendo a utilização de animais realizados no 

presente estudo seguiram as recomendações do Conselho Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA), atualmente Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório 

(SBCAL), respeitando a legislação vigente, e sob autorização da Comissão de Ética em 

Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética sob o número 172010 

no dia 07 de abril de 2010 (ver Declaração em anexo - página 196). 
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4.3 CÉLULAS MDCK – MADIN-DARBY CANINE KIDNEY 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultivo Celular (LCC) do 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade Federal do Ceará. 

4.3.1 LINHAGENS CELULARES 

 

A linhagem celular utilizada foi células renais epiteliais tubulares de cão (Células 

MDCK – Madin-Darby Canine Kidney) obtidas do Laboratório de Bioquímica do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo (USP). 

 

4.3.2 CULTIVO E TRATAMENTO DAS CÉLULAS MDCK 

 

As células foram cultivadas em garrafas de plástico (75m
2
, volume de 250mL), 

em meio RPMI 1640 (o qual contém insulina, hormônio de crescimento, hormônio 

tireoidiano, transferrina, prostaglandinas e L-glutamina) acrescido de penicilina (100U/mL) 

/estreptomicina (100µg/mL) e 10% v/v de Soro Bovino Fetal (SBF). As células foram 

incubadas a 37ºC, em atmosfera com 95% de umidade e 5% de CO2, sendo observado o 

crescimento celular com ajuda de microscópio óptico invertido (Olympus
®

 CKX41
®

). Antes 

de cada experimento, as células foram armazenadas em meio sem SBF por 24 horas para a 

obtenção de células na fase G0 do ciclo celular. 

Para cada experimento, foi removido o meio da cultura e as células foram 

incubadas com tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37ºC/5 minutos. A tripsina foi inativada 

adicionando o mesmo volume de meio com SBF a 10%. A suspensão foi então centrifugada a 

200g/5 minutos (CHAIM, 2005). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 

meio de cultura. As células foram então quantificadas em câmara de Neubauer e plaqueadas 

(1 x 10
5 
células/mL) permitindo o crescimento confluente por 24 horas.  

As células foram então avaliadas na presença de diferentes concentrações do 

veneno total e das frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas 

(100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL), solubilizados em PBS estéril, pH 7,4. Durante o 

experimento, as placas foram avaliadas qualitativamente com 24 horas de cultivo, usando o 

microscópio óptico (40x). Após esse período, também foram realizados ensaios de viabilidade 

e proliferação celular (Figura 16). 
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4.3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

4.3.3.1 ENSAIO COM MTT  

As células MDCK foram adicionadas em placas de 96 poços com densidade de 1 

x10
5 

células/mL e tratadas com diferentes concentrações do veneno total e das frações PLA2 

Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas  por 24 horas. Após o período de incubação, 

foi retirado 100µL do sobrenadante e então adicionado 10µL de 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 

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

Este método baseia-se na atividade metabólica de células viáveis que são capazes 

de reduzir o MTT e formar um produto colorido insolúvel em água, o sal formazan. Após 

incubação por 4 horas a 37ºC em estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e então 

adicionado 90µL de dodecil sulfato de sódio 10% (SDS) em HCL 0,01N para solubilizar os 

cristais de formazan formados. As placas foram incubadas por 17 horas e, em seguida, 

realizadas as leituras em espectrofotômetro a 570nm (MOSMANN, 1983). Os ensaios foram 

realizados em triplicata (n=5). A viabilidade celular foi determinada por comparação entre os 

percentuais de viabilidade celular dos grupos teste e do grupo controle (Figura 17). 

Fotomicrografias foram realizadas para documentar os aspectos morfológicos 

celulares dos grupos estudados através do microscópio Olympus
®
 CKX41

® 
com câmera 

digital acoplada (Evolt E330
® 

Olympus
®

). 

A partir dos resultados obtidos, foram também calculados os valores de IC50, que 

é definida como a concentração capaz de inibir o crescimento de 50% das células em estudo. 

Esse valor foi determinado através de um teste de regressão não linear utilizando o programa 

Graphpad Prism 5
®

. 
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FIGURA 16 – Esquema simplificado do cultivo e tratamento das células MDCK. 

 
 

Fonte: PRACIANO, 2009. 

 

FIGURA 17 – Esquema simplificado dos ensaios de viabilidade e proliferação celular. 

 

 

 

 

 

Fonte: PRACIANO, 2009. 
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4.3.3.2 ENSAIO PARA DETERMINAÇÃO DA LACTATO 

DESIDROGENASE  
 

A viabilidade celular foi igualmente determinada através do teste de liberação da 

enzima lactato desidrogenase (LDH). Realizou-se a dosagem da enzima nos grupos nos quais 

se observou efeito citotóxico após tratamento com células MDCK. Para essa determinação 

utilizou-se o sobrenadante resultante da etapa de adição do MTT. Este teste baseia-se na 

redução de piruvato a lactato, com consequente oxidação do NADH. 

 

Piruvato + NADH + H
+ 
 lactato + NAD

+
 

 

Uma vez que esta enzima é de origem citoplasmática, a sua presença no meio 

extracelular fornece indicação sobre a integridade da membrana plasmática e é possível inferir 

o tipo de morte celular, quando ocorre. Foi utilizado um método de determinação cinética 

segundo as especificações contidas no kit do fabricante (Wiener Lab). Adicionou-se 1mL do 

reagente a 20µL do sobrenadante e realizou-se as leituras das absorbâncias (inicial e final) a 

37°C com tempo de reação de 3 minutos e 30 segundos. 

Os resultados foram obtidos através de leitura em espectrofotômetro (340nm). O 

decréscimo da absorbância foi proporcional à atividade da enzima. A atividade da LDH foi 

determinada a partir da fórmula abaixo: 

 

Atividade LDH  (U/L) =  (Absorbância inicial  - Absorbância final)  X    F 

                                                  Tempo (minutos) 

 

Onde :  

F é o fator do reagente informado pelo fabricante (8095) 

Tempo (minutos): 3,5 

 

 

4.4 INVESTIGAÇÃO DE MEDIADORES MOLECULARES 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular e 

Genoma da Universidade Federal do Ceará. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Lactato
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Analisou-se a expressão dos genes pró-apotóticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e 

antiapoptóticos (Mcl-1 e Bcl-XL). 

As sequências dos RNA mensageiros dos genes pró-apotóticos e antiapoptóticos 

foram obtidas no sítio eletrônico do National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

Para o desenho dos primers foi utilizado o Oligo Perfect
TM

 Designer disponível no sítio 

eletrônico http: www.invitrogren.com. 

Células MDCK tratadas com veneno total de Bothropoides erythromelas foram 

submetidas à análise da expressão gênica a fim de verificar a participação de mediadores 

moleculares responsáveis pelas alterações renais. Para tanto, utilizou-se as técnicas descritas a 

seguir. 

Não foi realizada avaliação da expressão de genes pró e antiapoptóticos utilizando 

as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas. 

 

 

4.4.1 ENSAIOS PARA AVALIAÇÃO DE EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Para os ensaios de avaliação da expressão gênica, as células MDCK foram 

cultivadas em placas de cultivo de 24 poços na concentração de 1 x 10
5
 células/mL. Após 24 

horas de cultivo em estufa com 5% de CO2 a 37ºC, adicionou-se em cada poço o veneno total 

da serpente Bothropoides erythromelas nas concentrações de 46,65 e 23,32µg/mL 

(respectivamente 12 e 14 da IC50 do veneno total) em hexaplicata (n=6) e incubaram-se as 

células novamente em estufa com 5% de CO2 a 37ºC. Como controle positivo foi utilizado 

Doxorrubicina na concentração 3,12µg/mL. Decorridas 24 horas, as células foram retiradas 

dos poços por meio da exposição à tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) e centrifugadas. Para 

cada concentração das substâncias-testes foram obtidos seis precipitados, os quais foram 

misturados para obter-se apenas uma amostra de cada concentração. O experimento teve 

sequência com os procedimentos de isolamento de RNA total utilizando o kit RNeasy Mini 

(Qiagen) e automação pelo equipamento QiaCube. Foram realizados três experimentos 

independentes. 
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4.4.2 ISOLAMENTO DE RNA TOTAL 

 

Para o isolamento do RNA total, adicionou-se ao precipitado de células o volume 

de 350µL do tampão de lise contendo β-mercaptoetanol. As células foram lisadas quando 

submetidas ao êmbolo de agulha hipodérmica (13 x 4,5cm). A solução com o lisado foi 

colocado em um microtubo de 2,0mL, o qual foi aplicado ao equipamento QiaCube (Qiagen). 

A partir de então todo o isolamento foi realizado automaticamente, seguindo o protocolo 

descrito pelo kit e já programado ao equipamento. A Figura 18 demonstra as etapas 

realizadas automaticamente pelo equipamento QiaCube (Qiagen). 

 

 

FIGURA 18 – Esquema gráfico do isolamento de RNA total. 

 

 

 
 

Fonte: DANTAS, 2010. 
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4.4.3 SÍNTESE DE cDNA PELA REAÇÃO DE TRANSCRIPTASE 

REVERSA 

 

Com a finalidade de analisar a expressão gênica de alguns dos marcadores 

apoptóticos e antiapoptóticos envolvidos nos efeitos causados pelo veneno total da serpente 

Bothropoides erythromelas em células MDCK, o RNA total foi convertido em DNA 

complementar (cDNA) através da reação de Transcriptase reversa. Para tanto, utilizou-se a 

enzima do kit SuperScript
TM

 III Reverse Transcriptase System (Invitrogen, USA).  

Uma quantidade de 1g de RNA total extraído foi adicionado a um tubo 

eppendorf (0,2L) contendo 1L de primer oligo(dT)20 (50M), 1L de uma mistura de 

desoxinucleotídeos (dNTPmix, 10mM) e água miliQ foi adicionada para completar um 

volume de 10L (master mix 1). Essa primeira mistura (reação A) foi aquecida a 65C para a 

desnaturação do RNA e anelamento do primer oligo(dT)20 com a cauda polyA do RNA 

mensageiro por 5 minutos. Durante o aquecimento foi preparado o master mix 2 contendo 2 

L de tampão de síntese de cDNA (10X), 4L de MgCl2 (25mM), 2L de ditiotreitol (DTT - 

0,1M), 1L de uma solução RNAseOUT (40U/L) e 1L da enzima SuperScritp
TM

 III RT 

(200 unidades/L) (reação B). Imediatamente após este período, a reação foi resfriada em 

gelo por pelo menos 1 minuto e, a esta solução, foi adicionada a reação B. O tubo contendo as 

duas misturas (20L) foi levado a um termociclador onde permaneceu inicialmente por 50 

minutos a uma temperatura de 50C. Passado este período, a reação foi aquecida a uma 

temperatura de 85C por 5 minutos e então resfriada imediatamente a uma temperatura de 

4C. Finalizando o processo, o cDNA sintetizado foi acrescido de 1L de RNase H e 

incubado por 20 minutos a 37C. O cDNA sintetizado foi mantido em freezer -20C até a 

realização de sua amplificação pela técnica de PCR (Reação de Polimerase em Cadeia) em 

Tempo Real (qPCR). 

 

 

4.4.4 REAÇÃO DE POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL 

(qPCR) 

 

Analisou-se a expressão dos genes pró-apoptóticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) 

e antiapoptóticos (Mcl-1 e Bcl-XL) utilizando o equipamento iQ5 Real Time PCR Detection 

System (Bio-Rad). Esta tecnologia é baseada na detecção em tempo real da amplificação de 

uma amostra de DNA ou cDNA pela técnica de PCR. Através dessa tecnologia é possível a 
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quantificação das amostras de cDNA na fase exponencial da cinética de amplificação, período 

no qual a PCR pode ser quantificada. Isto foi possível com a utilização da detecção da 

quantidade de fluorescência de SYBR Green, corante específico que se liga a um produto de 

dupla fita de DNA. Os iniciadores (Quadro 03) de DNA (primers) aqui utilizados foram 

desenhados com base nas sequências de RNA mensageiro dos genes investigados, acima 

descritos, obtidas no sítio eletrônico do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Todas as reações de PCR em tempo real foram realizadas num volume total de 25 

L contendo 12,5L de iQSupermix (solução padrão de amplificação contendo tampão 

salino, uma mistura de desoxinucleotídeos, enzima amplificadora e corante SYBR Green onde 

todas as concentrações foram otimizadas pelo fabricante), 200nM dos iniciadores e 2L de 

cDNA das amostras. Amostras negativas foram também testadas onde o cDNA foi substituído 

por água mili-Q autoclavada, para garantir a certeza da ausência de contaminantes nas 

reações. As condições da PCR foram empregadas da seguinte forma: um período de 

desnaturação inicial a 95°C por 3 minutos seguidos de 40 ciclos para as reações de 

amplificação dos genes testes descritos acima. Cada ciclo continha uma fase de desnaturação 

a 95°C por 30 segundos, uma fase de anelamento dos iniciadores a 60C por 30 segundos, e 

uma fase de extensão da cadeia de DNA a 72°C por 1 minuto. Ao final dos ciclos as amostras 

foram submetidas a uma extensão final na temperatura de 72°C por 3 minutos.  

Com o intuito de analisar a especificidade das amplificações, ou seja, saber se os 

produtos formados eram específicos para os genes testados, foi realizada, após cada reação, 

uma curva de fusão (Melting Curve) onde a temperatura da reação era acrescida em 1°C a 

cada 20 segundos, iniciando a partir das temperaturas de anelamento de cada iniciador e 

terminando a 95°C. Os dados obtidos pelo iQ5Optical System Software (Version 2.0) foram 

baseados no valor do ciclo limiar (CT – Threshold cycle), ou ciclo de amplificação, onde a 

quantidade de fluorescência observada é 10 vezes maior que a fluorescência inicial ou basal 

de cada reação de PCR. Quanto maior a expressão do gene testado menor o número de ciclos 

para que a fluorescência atinja o patamar de 10 x maior que a fluorescência basal. A avaliação 

da expressão gênica foi obtida utilizando o método matemático descrito por Pfaffl (2001). 
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QUADRO 03 – Sequência dos iniciadores usados na reação de qPCR. 
 

 

 

Genes Sequência dos Iniciadores (5’- 3’)  

senso (F) e antisenso (R)  

Bax 
F – CGAGCTGATCAGGACCATCA 

R - CACGTGGGTGTCCCAAAGTA 

Mcl-1 
F - AACAAACTGGGGCAGGATTG 

R - AAACCCATCCCAGCCTCTTT 

Bcl-XL 
F – GGCCTTTTTCTCCTTCGGTG 

R - CTCTCGGCTGCTGCATTGTT 

Caspase-3 
F – TTCATTATTCAGGCCTGCCGAGG 

R – TTCTGACAGGCCATGTCATCCTCA 

Caspase-8 
F – ACAAGGGCATCATCTATGGCTCTGA 

R – CCAGTGAAGTAGAGGTCAGCTCAT 

 

                                                        Fonte: NCBI. 

 

 

 

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os resultados foram expressos em média  erro padrão da média (E.P.M.). 

Os resultados dos experimentos de perfusão renal (n=6), células MDCK (n=5) e Biologia 

Molecular (n=6) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com pós-teste de 

Bonferroni (múltipla comparação entre os grupos) seguido do teste t Student, como 

comparativo entre os grupos controle e tratado, com significância de *p<0,05. Todas as 

tabelas e gráficos que avaliaram os parâmetros renais foram estudados de acordo com a 

variável tempo e os dados compilados em intervalos de 30 minutos. A IC50 foi estimada por 

curva de interpolação como a concentração inibitória média capaz de provocar 50% de 

inibição celular. O software Graphpad Prism 5
®
 foi utilizado para as análises estatísticas. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ESTUDO DOS PARÂMETROS FUNCIONAIS RENAIS 

 

5.1.1 GRUPO CONTROLE 

 

Foram realizados seis experimentos controle para avaliação dos parâmetros 

funcionais renais sob a influência apenas da solução de Krebs-Henseleit modificada a 6g%, 

para posterior comparação com os grupos tratados com as frações PLA2 Lys 49 (5g/mL) e 

Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. O grupo apresentou todos os 

parâmetros estáveis durante os 120 minutos de experimento (Gráficos 1.0 a 14.0). 

O mesmo procedimento foi realizado anteriormente com o grupo tratado com o 

veneno total (10g/mL) de Bothropoides erythromelas. O grupo controle apresentou todos os 

parâmetros estáveis durante os 120 minutos de experimento (Gráficos 1.1 a 14.1 - ver 

Anexos). 

O veneno total (10g/mL) de Bothropoides erythromelas foi utilizado neste 

estudo para posterior comparação com os grupos tratados com as frações PLA2 Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno. 

 

 

5.1.2 EFEITOS DA FRAÇÃO LYS 49 DO VENENO DE 

BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS 

 

A infusão da fração PLA2 Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas 

(5g/mL) ocorreu aos 30 minutos após o início do experimento.  

Comparada ao grupo controle, a fração Lys 49 apresentou um aumento 

significativo da pressão da perfusão (PP) aos 60 minutos permanecendo até do final 

experimento (Gráfico 1.0), da excreção de sódio (ENa
+
) (Gráfico 11.0) e de potássio (EK

+
) 

(Gráfico 12.0) aos 90 e 120 minutos, do fluxo urinário (FU) (Gráfico 3.0) e do clearance 

osmótico (Cosm) (capacidade de depuração do rim isolado em relação às moléculas 

osmoticamente ativas) (Gráfico 14.0), somente aos 120 minutos. 
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A fração Lys 49 causou uma diminuição significativa do ritmo de filtração 

glomerular (RFG) somente aos 60 minutos (Gráfico 4.0) e do percentual de transporte tubular 

de sódio (%TNa
+
) aos 120 minutos (Gráfico 5.0). 

Não ocorreu alteração dos parâmetros resistência vascular renal (RVR) (Gráfico 

2.0), percentual de transporte tubular de potássio (%TK
+
) (Gráfico 6.0), percentual de 

transporte tubular de cloreto (%TCl
-
) (Gráfico 7.0), percentual de transporte proximal de 

sódio (%pTNa
+
) (Gráfico 8.0), percentual de transporte proximal de potássio (%pTK

+
) 

(Gráfico 9.0), percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl
-
) (Gráfico 10.0) e 

excreção de cloreto (ECl
-
) (Gráfico 13.0), em relação ao grupo controle. 

 

 

5.1.3 EFEITOS DA FRAÇÃO ASP 49 DO VENENO DE 

BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS 

 

A infusão da fração Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5g/mL) 

ocorreu aos 30 minutos após o início do experimento.  

Comparada ao grupo controle, a fração Asp 49 causou uma diminuição 

significativa do %pTK
+
 somente aos 60 minutos (Gráfico 9.0) e e um aumento da EK

+
 aos 60 

minutos permanecendo até o final do experimento (Gráfico 12.0). 

Em relação aos parâmetros renais analisados PP, RVR, FU, RFG, %TNa
+
, %TK

+
, 

%TCl
-
, %pTNa

+
, %pTCl

-
, ENa

+
, ECl

-
 e Cosm observou-se que a fração Asp 49 não provocou 

nenhuma alteração significativa quando comparada ao grupo controle (Gráficos 1.0 a 8.0; 

10.0 e 11.0; 13.0 e 14.0). 

 

 

5.1.4 EFEITOS DO VENENO TOTAL DE 

BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS 

 

Os resultados descritos abaixo foram estudados anteriormente e descritos na 

Dissertação de Mestrado intitulada Efeito renal do veneno da Bothrops erythromelas e 

bloqueio induzido pelo Fator Antibotrópico do Didelphis marsupialis (SOUSA, 2004). 

A infusão do veneno de Bothropoides erythromelas (10g/mL) ocorreu aos 30 

minutos após o início do experimento. 
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Comparado ao grupo controle, o veneno total apresentou uma diminuição 

significativa da PP, da RVR, do %TNa
+
, do %pTNa

+
, do %TCl

-
 e do %pTCl

- 
aos 60 minutos 

prosseguindo até os 120 minutos (Gráficos 1.1, 2.1, 5.1, 6.1, 9.1 e 10.1- ver Anexos páginas 

198, 199, 200 e 201). 

Ocorreu uma diminuição significativa do %TK
+
 e do %pTK

+
  aos 90 minutos 

persistindo até o final do experimento (Gráficos 7.1 e 8.1 - ver Anexos página 200).  

Observou-se uma diminuição significativa aos 60 minutos do RFG e da EK
+
 

seguida por  um aumento significativo aos 90 e 120 minutos, quando comparado ao grupo 

controle (Gráficos 4.1 e 12.1 - ver Anexos páginas 199 e 201). 

Comparado ao grupo controle, o veneno total ocasionou um aumento significativo 

do FU, da ENa
+
, da ECl

-
 e do Cosm aos 90 e 120 minutos (Gráficos 3.1, 11.1, 13.1 e 14.1 - ver 

Anexos páginas 198, 201 e 202). 
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GRÁFICO 1.0 - Efeitos na pressão de perfusão renal (PP) na ausência (controle) e presença 

das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 2.0 - Efeitos na resistência vascular renal (RVR) na ausência (controle) e 

presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas.  
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
 

 

* 
*  * 
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GRÁFICO 3.0 - Efeitos no fluxo urinário (FU) na ausência (controle) e presença das frações 

Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 4.0 - Efeitos no ritmo de filtração glomerular (RFG) na ausência (controle) e 

presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

 

* 

* 

* 
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GRÁFICO 5.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de sódio (%TNa
+)

 na ausência 

(controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 6.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de potássio (%TK
+
) na ausência 

(controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
 

30 60 90 120
0

20

40

60

80

Controle Lys49 (5ug/mL) Asp49 (5ug/mL)

Tempo (minutos)

%
TK

+

 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

  
 

* 

* 
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GRÁFICO 7.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (%TCl
-
) na ausência 

(controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 8.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de sódio (%pTNa
+
) na ausência 

(controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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GRÁFICO 9.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de potássio (%pTK
+
) na 

ausência (controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 10.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl
-
) na 

ausência (controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de 

Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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GRÁFICO 11.0 - Efeitos na excreção de sódio (ENa
+
) na ausência (controle) e presença das 

frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

 
 

GRÁFICO 12.0 - Efeitos na excreção de potássio (EK
+
) na ausência (controle) e presença 

das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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GRÁFICO 13.0 - Efeitos na excreção de cloreto (ECl
-
) na ausência (controle) e presença das 

frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 14.0 - Efeitos no clearance osmótico (Cosm) na ausência (controle) e presença das 

frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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QUADRO 04 – Avaliação dos parâmetros renais utilizando as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 e 

o veneno total de Bothropoides erythromelas. 
 

 

B. erythromelas Lys 49 Asp 49 Veneno total 

                            TEMPO 

 
PARÂMETROS 

30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120 

PP (mmHg) -    - - - - -    

RVR (mmHg/mL.g
-1

.min
-1

) - - - - - - - - -    

FU (mL.g
-1

.min
-1

) - - -  - - - - - -   

RFG (mL.g
-1

.min
-1

) -  - - - - - - -    

%TNa
+
 - - -  - - - - -    

%TK
+
 - - - - - - - - - -   

%TCl
-
 - - - - - - - - -    

%pTNa
+
 - - - - - - - - -    

%pTK
+
 - - - - -  - - - -   

%pTCl
-
 - - - - - - - - -    

ENa 
+
 (Eq.g

-1
.min

-1
) - -   - - - - - -   

EK 
+
 (Eq.g

-1
. min

-1
) - -   -    -    

ECl
-
 (Eq.g

-1
.min

-1
) - - - - - - - - - -   

Cosm (mL.g
-1
.min

-1
) - - -  - - - - - -   

 

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

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

potássio; %TCl- = percentual de transporte tubular de cloreto; %pTNa+ = percentual de transporte proximal de 

sódio; %pTK+ = percentual de transporte proximal de potássio; %pTCl- = percentual de transporte proximal de 

cloreto; ENa+ = excreção de sódio; EK+ = excreção de potássio; ECl- = excreção de cloreto; Cosm = clearance 

osmótico. 
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5.2 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

Os rins esquerdos serviram como grupo controle não apresentando qualquer 

alteração em glomérulos, túbulos, vasos e interstício (Figura 19). 

 

 

FIGURA 19 – Fotomicrografia do rim esquerdo (controle) demonstrando 

glomérulos e túbulos normais. 

 

 

 
 

Fonte: Câmera digital FUJIFILM
®
 S3300. 

Coloração hematoxilina-eosina (HE) – Aumento 400x. 
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No grupo em que os rins foram perfundidos com a fração PLA2  Lys 49 do veneno 

de Bothropoides erythromelas (5g/mL) foi observada a presença de vacúolos nos glomérulos 

e depósito de material protéico nos glomérulos e túbulos quando comparado ao controle. 

Observou-se também a presença de células tubulares com núcleos picnóticos indicativas de 

morte celular (apoptose/necrose) (Figura 20). 

Não foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e interstício. 
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FIGURA 20 – Fotomicrografia do rim perfundido com a fração Lys 49 do veneno de 

Bothropoides erythromelas na concentração de 5µg/mL. A: Glomérulos (depósito de material 

protéico nos espaços urinários); B: Túbulos (depósito de material protéico em células 

tubulares); C: Túbulos (células tubulares com núcleos picnóticos indicando morte celular 

apoptose/necrose). 

 

 

 

 

 

Fonte: Câmera digital FUJIFILM
®
 S3300. 

Coloração hematoxilina-eosina (HE) – Aumento 400x. 
 

 

A 

B 
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Nos rins perfundidos com 5µg/mL da fração PLA2 Asp 49 do veneno de 

Bothropoides erythromelas foi observado depósito de material protéico nos glomérulos e 

túbulos quando comparado ao controle. Observou-se também a presença de células tubulares 

anucleadas indicativas de morte celular (apoptose/necrose) (Figura 21).  

Não foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e interstício. 
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FIGURA 21 – Fotomicrografia do rim perfundido com a fração Asp 49 do veneno de 

Bothropoides erythromelas na concentração de 5µg/mL. A: Glomérulos (depósito de material 

protéico nos espaços urinários); B: Túbulos (depósito de material protéico em células 

tubulares); C: Túbulos (células tubulares anucleadas indicando morte celular 

apoptose/necrose). 

 

 

 
 

 
 

 
 

Fonte: Câmera digital FUJIFILM
®
 S3300. 

Coloração hematoxilina-eosina (HE) – Aumento 400x. 
 

 

 

A 

B 
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No grupo em que os rins foram perfundidos com 10g/mL do veneno total de 

Bothropoides erythromelas foi observado depósito de material protéico nos glomérulos e 

túbulos quando comparado ao controle. Observou-se também a presença de degeneração 

hidrópico vacuolar nos túbulos renais (Figura 22).  

Não foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e interstício. 

 

 

FIGURA 22 – Fotomicrografia do rim perfundido com o veneno total de 

Bothropoides erythromelas na concentração de 10µg/mL. A: Glomérulos (depósito de 

material protéico nos espaços urinários); B: Túbulos (depósito de material protéico em células 

tubulares); C: Túbulos (células tubulares com degeneração hidrópico vacuolar). 
 

 

 

 
 

Fonte: SOUSA, 2004. 

Coloração hematoxilina-eosina (HE) – Aumento 200x. 
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5.3 CÉLULAS MDCK – MADIN-DARBY CANINE KIDNEY 

 

5.3.1 EFEITOS DO VENENO TOTAL E DAS FRAÇÕES LYS 49 E ASP 

49 DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS EM CÉLULAS MDCK  

 

O efeito do veneno total e das frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da serpente 

Bothropoides erythromelas em células tubulares renais foi avaliado através da cultura de 

células MDCK. A viabilidade das culturas (1,0 x 10
5
céls/mL) tratadas com veneno total e 

frações (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL) foi analisada pelo método MTT após 24 horas 

de incubação (n=5).  

A citotoxicidade foi estimada, por curva de interpolação, com a concentração do 

veneno total e frações capazes de inibir o crescimento de 50% das células em estudo (IC50), 

correlacionando à média do percentual de células mortas com a concentração do veneno e 

frações examinadas por análise de regressão não linear utilizando o programa Graphpad Prism 

5
®

. 

Os resultados demonstraram um efeito citotóxico do veneno total e das frações 

PLA2 Lys 49 e Asp 49. Observou-se diminuição significativa da viabilidade celular com o 

veneno total nas concentrações de 50 e 100g/mL (IC50 = 93,31g/mL) (Gráfico 15), com a 

fração Lys 49 nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100g/mL (IC50 = 38,29g/mL) 

(Gráfico 16) e com a fração Asp 49 nas concentrações de 50 e 100g/mL (IC50 = 158g/mL) 

(Gráfico 17). 
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GRÁFICO 15 – Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência 

(controle) e presença do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 

3,125g/mL). 
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Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
 

 

GRÁFICO 16 – Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência 

(controle) e presença da fração Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 

12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  
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GRÁFICO 17 – Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência 

(controle) e presença da fração Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 

12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 
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Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferrroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

 

5.3.2 AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE LACTATO DESIDROGENASE 

(LDH) PELAS CÉLULAS MDCK 

 

Para investigar se o veneno total e as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 da serpente 

Bothropoides erythromelas foram capazes de alterar a integridade da membrana avaliou-se a 

liberação de Lactato Desidrogenase (LDH) pelas células MDCK (n=5). 

Nos grupos tratados com o veneno total (Gráfico 18) e a fração Asp 49 (Gráfico 

20) de B. erythromelas, não foi observada liberação estatisticamente significante de LDH em 

relação ao grupo não tratado (controle), indicando que não houve liberação de conteúdo 

citoplasmático em proporções significativas, ou seja, não houve ruptura da membrana celular. 

A fração Lys 49 (Gráfico 19) apresentou liberação estatisticamente significante 

de LDH apenas na concentração de 100g/mL. 

Como a enzima LDH é de origem citoplasmática, sua presença no meio 

extracelular pode indicar alteração na integridade da membrana plasmática e inferir no tipo de 

morte celular. 
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GRÁFICO 18 – Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato 

Desidrogenase - LDH) em células MDCK na ausência (controle) e presença do veneno total 

de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 

 

CONTROLE
3,1

25
6,2

5
12,5 25 50

100
0

20

40

60

80

100

       Veneno total de Bothropoides erythromelas (g/mL)

LD
H

 (
U

/L
)

 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

 

GRÁFICO 19 – Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato 

Desidrogenase - LDH) em células MDCK na ausência (controle) e presença da fração Lys 49 

do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 

 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  
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GRÁFICO 20 – Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato 

Desidrogenase - LDH) em células MDCK na ausência (controle) e presença da fração Asp 49 

do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 
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Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

 

 

5.4 FOTOMICROGRAFIA DE CÉLULAS MDCK 

 
 

Tanto o veneno total como as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 resultaram em 

visíveis alterações morfológicas tais como: morte celular sem rompimento aparente da 

membrana, perda do formato característico, perda de aderência, presença de agregado celular 

com citoplasma granuloso. 

 

 Controle = Células MDCK na ausência de veneno total e frações Lys 49 e Asp 

49 do veneno de Bothropoides erythromelas (Figura 23). 

 Veneno total nas concentrações de 50 e 100g/mL (Figuras 24 e 25).  

 Fração Lys 49 nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100g/mL (Figuras 

26, 27, 28, 29 e 30).  

 Fração Asp 49 nas concentrações de 50 e 100g/mL (Figuras 31 e 32). 
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FIGURA 23 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) na ausência de veneno total e frações Lys 49 e Asp 49 de 

Bothropoides erythromelas.  

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 

 

FIGURA 24 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição ao veneno total de Bothropoides erythromelas (50µg/mL).  

 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 
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FIGURA 25 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição ao veneno total de Bothropoides erythromelas (100µg/mL).  
 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 

 

FIGURA 26 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Lys 49 de Bothropoides erythromelas (6,25µg/mL).  
 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 
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FIGURA 27 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Lys 49 de Bothropoides erythromelas (12,5µg/mL).  

 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 

 

FIGURA 28 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Lys 49 de Bothropoides erythromelas (25µg/mL).  

 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 
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FIGURA 29 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Lys 49 de Bothropoides erythromelas (50µg/mL).  

 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 

 

FIGURA 30 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Lys 49 de Bothropoides erythromelas (100µg/mL).  
 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 
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FIGURA 31 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Asp 49 de Bothropoides erythromelas (50µg/mL).  

 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 

 

FIGURA 32 – Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK) após exposição à fração Asp 49 de Bothropoides erythromelas (100µg/mL).  
 

 
 

Fonte: Câmera digital acoplada Evolt E330
® 

Olympus
®

 - Aumento 40x. 
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5.5 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE GENES PRÓ E 

ANTIAPOPTÓTICOS EM CÉLULAS MDCK  

 

Após o cultivo de células MDCK (24hs) com o veneno total, nas concentrações de 

46,65µg/mL e 23,32µg/mL (12 e 14 da IC50, respectivamente), foi realizada a avaliação da 

expressão de genes envolvidos na cascata da apoptose, em comparação com controle negativo 

(células + PBS) e com o controle positivo (Doxorrubicina 3,12µg/mL). Foram avaliados os 

genes pró-apoptóticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e antiapoptóticos (Mcl-1 e Bcl-XL). 

O veneno total estimulou a expressão de caspase-3 na concentração de 23,32 

µg/mL e de caspase-8 em ambas as concentrações estudadas. Estes efeitos foram semelhantes 

aos apresentados pela Doxorrubicina (Gráficos 21 e 22). O gene Bax teve sua expressão 

inibida em ambas as concentrações estudadas, tanto quando comparado com o controle 

negativo quanto em comparação com o controle positivo (Gráfico 23). 

 

 

GRÁFICO 21 – Expressão gênica de caspase-3 em células MDCK tratadas com veneno total 

da serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de 

Bothropoides erythromelas). 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos 

tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05
#
 = diferença estatística 

entre os grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO. 

 

 

 



120 

 

 

GRÁFICO 22 – Expressão gênica de caspase-8 em células MDCK tratadas com veneno total 

da serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de 

Bothropoides erythromelas). 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos 

tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05
#
 = diferença estatística 

entre os grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO. 

 

GRÁFICO 23 – Expressão gênica de Bax em células MDCK tratadas com veneno total da 

serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de 

Bothropoides erythromelas). 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos 

tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05
#
 = diferença estatística 

entre os grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO. 
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O veneno total não alterou a expressão de Bcl-XL nas concentrações estudadas 

quando comparado com o controle negativo (Gráfico 24). O gene Mcl-1 teve sua expressão 

aumentada na concentração de 46,65µg/mL, quando comparado com o controle negativo 

(Gráfico 25). 

 

 

GRÁFICO 24– Expressão gênica de Bcl-XL em células MDCK tratadas com veneno total da 

serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de 

Bothropoides erythromelas). 
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Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos 

tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05
#
 = diferença estatística 

entre os grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO. 
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GRÁFICO 25 – Expressão gênica de Mcl-1 em células MDCK tratadas com veneno total da 

serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de 

Bothropoides erythromelas). 

 

Contro
le

g/m
L



Doxo 3
,1

2 
g/m

L



 V
BE 2

3,3
2 

g/m
L



VBE 4
6,6

5 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

R
az

ão
 d

a 
E

xp
re

ss
ão

R
el

at
iv

a 
de

M
cl

-1

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos 

tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05
#
 = diferença estatística 

entre os grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO. 
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6 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

6.1 ESTUDO DO VENENO TOTAL DE BOTHROPOIDES 

ERYTHROMELAS 

 

Os venenos de serpentes são usados como ferramentas de novas abordagens 

terapêuticas, com uma ampla variedade de ações farmacológicas e aplicações biotecnológicas 

sendo descritas para as substâncias que compõem estes venenos. Assim o isolamento e a 

caracterização funcional dos componentes dos venenos podem fornecer informações para o 

seu mecanismo de ação e tornar possível o seu uso como agentes terapêuticos e/ou futuros 

modelos moleculares. 

A insuficiência renal aguda (IRA) é uma das complicações sistêmicas mais 

comuns após o envenenamento ofídico, podendo envolver todas as estruturas renais, sendo a 

causa primária de morte após envenenamento (QUEIROZ et al., 2008). Apesar dos avanços 

significativos no entendimento da patogênese da insuficiência renal aguda (DAGHER et al., 

2003; SCHRIER et al., 2004), pouco ainda é conhecido acerca dos mecanismos de 

nefrotoxicidade dos venenos ofídicos (SCHRIER et al., 2004).  

Sousa (2004) ao estudar os efeitos renais do veneno total da Bothropoides 

erythromelas (10g/mL) observou nefrotoxicidade direta através da alteração dos parâmetros 

funcionais renais. O veneno diminuiu a pressão de perfusão (PP), a resistência vascular renal 

(RVR), os percentuais de transporte proximal de sódio, potássio e cloreto (%pTNa
+
, %pTK

+
 e 

%pTCl
-
) e os percentuais de transporte tubular de sódio, potássio e cloreto (%TNa

+
, %TK

+
 e 

%TCl
-
). Em contraste, aumentou o fluxo urinário (FU), o ritmo de filtração glomerular (RFG), 

a excreção de sódio, potássio e cloreto (ENa
+
, EK

+
 e ECl

-
) e o clearance osmótico (Cosm). Foi 

sugerido que a atividade proteolítica e fosfolipásica encontradas no veneno da Bothropoides 

erythromelas podem ter sido responsáveis pela queda da pressão de perfusão e da resistência 

vascular renal e pelos efeitos deletérios encontrados no epitélio renal com aumento da diurese 

e diminuição dos transportes dos íons sódio, potássio e cloreto e que o aumento do ritmo de 

filtração glomerular e do fluxo urinário presentes nos experimentos foi causado pelas 

alterações tanto glomerulares como tubulares observadas no exame histológico. O estudo 

demonstrou que o veneno era diurético, natriurético, caliurético e reduzia a pressão de 

perfusão em rim isolado de rato e que potenciadores de bradicinina poderiam estar 

envolvidos.  
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A análise histopatológica dos rins perfundidos com o veneno da Bothropoides 

erythromelas demonstrou a presença de discreta quantidade de material protéico nos 

glomérulos e túbulos renais e a presença de degeneração hidrópico vacuolar presente nos 

túbulos levando à injúria renal, sugerindo que a falência renal aguda se deve ao processo de 

citotoxicidade direta no modelo de rim isolado de rato. O fator antibotrópico (ABF) 

purificado do soro do gambá Didelphis marsupialis e apontado como sendo o responsável 

pela resistência aos venenos ofídicos, especialmente do gênero Bothrops se mostrou eficaz na 

inibição (bloqueio dose-dependente) dos efeitos induzidos pelo veneno de B. erythromelas no 

modelo de rim isolado de rato. Essa inibição pode ser atribuída à formação de um complexo 

inativo solúvel entre o fator antibotrópico e o veneno.  

O veneno de Bothropoides erythromelas causou efeito nefrotóxico direto no 

modelo de rim isolado de rato comprovado através da análise histológica do tecido renal a 

qual mostrou lesões em glomérulos e túbulos (SOUSA, 2004).  

Com base nos achados de Sousa (degeneração hidrópico vacuolar nos túbulos 

renais e a diminuição dos percentuais de transporte tubular de sódio (%TNa
+
), potássio 

(%TK
+
) e cloreto (%TCl

-
), nosso grupo de pesquisa resolveu estudar os efeitos do veneno 

total da Bothropoides erythromelas em cultura de células renais, mais especificamente células 

do epitélio tubular (MDCK) usadas como modelo de células de túbulo distal e ducto coletor. 

As células MDCK constituem uma linhagem de rápido crescimento in vitro e de fácil 

manutenção constituindo um modelo adequado para o estudo em questão. 

Células MDCK constituem uma linhagem celular bem estabilizada, estando entre 

as melhores culturas de células epiteliais renais caracterizadas (MADIN; DARBY, 1958; 

FERNANDEZ; OLIVEIRA-SOUSA; MALNIC, 2000; PEIXOTO, 2003). São 

extensivamente empregadas na investigação de uma variedade de processos celulares, 

incluindo transporte epitelial e celular em resposta a agentes tóxicos e venenos (CHAN et al., 

1989; WIEGELE; BRANDIS; ZIMMERHACKL, 1998; COLLARES-BUZATO et al., 1994, 

1998, 2002; SCHWERDT et al., 2004; PEIXOTO; COLLARES-BUZATO, 2005; CHAIM et 

al., 2006; CHEN et al., 2006; DAMICO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2007; RIBEIRO 

et al., 2007; KUSMA et al., 2008).  

Collares-Buzato et al. (2002) investigaram in vitro os efeitos do veneno total de 

Bothrops moojeni usando cultura de células MDCK. O veneno resultou em visíveis alterações 

morfológicas como perda de aderência (porém as junções intercelulares permaneceram 

intactas) e um desarranjo no citoesqueleto, especificamente das fibras de tensão e da adesão 

focal associada à actina F na região de contato da matrix celular. Observou-se também um 
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aumento significativo na permeabilidade da membrana celular através de um aumento da 

liberação de lactato desidrogenase pelas células. O veneno causou efeito nefrotóxico direto 

nas células renais tubulares derivadas da linhagem celular também induzindo deterioração da 

interação da matrix celular. As células mostraram mitocôndrias inchadas, vacúolos 

citoplasmáticos e sinais de degeneração nuclear. Os pesquisadores demonstraram que o 

veneno de Bothrops moojeni induzia falência renal aguda como uma consequência de 

alterações morfológicas e funcionais em células glomerulares e tubulares. A falência renal 

aguda resulta de um efeito citotóxico direto no epitélio tubular renal ou de uma isquemia renal 

devido a distúrbios hemodinâmicos sistêmicos. 

Ensaios de citotoxicidade celular estão entre os primeiros métodos de bioensaio in 

vitro para predizer a tocixidade de substâncias para vários tecidos (HARBELL et al., 1997; 

KIM et al., 2009; WEDI; KAPP, 2010). No caso dos venenos de serpentes, apesar da sua 

complexidade de composição, este ensaio pode prover uma interessante alternativa para 

avaliação de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2002). 

A citotoxicidade foi estimada através da IC50 e da viabilidade das culturas (1,0 x 

10
5 

céls./mL) tratadas com veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 

6,25 e 3,125g/mL) e analisadas pelo método MTT após 24 horas de incubação. O veneno 

apresentou efeito citotóxico caracterizado pela redução significativa da viabilidade celular nas 

concentrações de 50 e 100g/mL (IC50 = 93,31g/mL) e visíveis alterações morfológicas tais 

como: morte celular sem rompimento aparente da membrana, perda do formato característico, 

perda de aderência, presença de agregado celular com citoplasma granuloso. Os resultados 

indicaram que o veneno de B. erythromelas é citotóxico para a cultura de células MDCK 

estando de acordo com os resultados de Collares-Buzato et al. (2002). 

A injúria celular foi analisada através da liberação da enzima citoplasmática 

lactato desidrogenase (LDH), usada como marcador. Nos grupos tratados com o veneno total 

de B. erythromelas não foi observada liberação estatisticamente significante de LDH 

indicando que não houve ruptura da membrana celular. Como a perda da integridade da 

membrana é acompanhada pelo aumento da liberação de LDH, pode-se sugerir que a morte 

celular é consequência de apoptose e não de necrose. 

Apoptose é um processo ativo, um tipo de morte celular, que pode ocorrer tanto 

em situações fisiológicas como patológicas, constituindo um mecanismo de remoção de 

células lesadas e, de renovação celular e tecidual regulado por proteínas que são expressas 

pelas próprias células durante o processo de injúria (ANAZETTI; MELO, 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wedi%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kapp%20A%22%5BAuthor%5D
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Doxorrubicina (DOXO) é um agente antineoplásico altamente ativo 

(antibiótico da família das antraciclinas) envolvido na formação de radicais livres, indução de 

dano ao DNA, inibição da proliferação celular, deterioração da mitocôndria, efeitos 

citotóxicos e morte celular (KIM et al., 2009). Nefrotoxicidade é um dos efeitos dos 

antibióticos da família das antraciclinas. O estresse oxidativo é o principal fator na 

nefrotoxicidade induzida por Doxorrubicina. DOXO induz lesões glomerulares e tubulares 

caracterizadas por vacuolização glomerular, proteinúria, congestão glomerular, deterioração 

da função tubular proximal, danos às células tubulares proximais e distais, dilatação tubular, 

material proteináceo nos túbulos, necrose tubular, apoptose em células epiteliais tubulares 

(ZHANG et al., 1996; MÜLLER et al., 1997; DECORTI et al., 1998; MASSART et al., 

2004;  BÁRDI et al., 2007; MOHAN et al., 2010). DOXO induz apoptose via ativação de 

caspases e interrupção do potencial de membrana (GAMEN et al., 2000; EOM et al., 2005). 

Estudos recentes indicam que a DOXO induz apoptose em diversas linhagens celulares (KIM 

et al., 2009; BOCCELLINO et al., 2010; FAN et al., 2010; MARTIROSYAN et al., 2010; 

SAFA et al., 2010; WANG et al., 2010).  

Baseado na toxicidade tubular e indução de apoptose em células epiteliais 

tubulares induzidas por Doxorrubicina utilizou-se a DOXO como controle positivo na análise 

da expressão gênica de alguns mediadores moleculares envolvidos na morte celular por 

apoptose. 

As caspases são proteases aspartato específicas com resíduos de cisteína que 

clivam os substratos sempre depois de um resíduo de ácido aspártico, estando presentes entre 

as membranas mitocondriais e na matriz nuclear na forma de zimogênios que são ativadas 

especificamente em células em apoptose. Agem numa reação em cadeia, onde a “hierarquia” 

começa com as caspases iniciadoras ou desencadeantes (caspases 2, 8, 9 e 10), que por sua 

vez, ativam as propagadoras (1) e estas as efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7). Os 

receptores da família do TNF induzem morte por ativação dessas proteases (caspases-8) pelas 

suas porções intracelulares (GESKE; GERSCHENSON, 2001; MINKO et al., 2001; 

CAMARGO; SCHOR, 2004; ANAZETTI; MELO, 2007). A apoptose pode ser iniciada por 

duas vias básicas, conhecidas como intrínseca ou mitocondrial e extrínseca ou dos receptores 

de morte (SCHMITZ et al., 2000; FERRI; KROEMER, 2001a, 2001b; BAETU; HISCOTT, 

2002).  

A ativação das caspases promove o aparecimento das alterações celulares que 

caracterizam a apoptose, como desmontagem da membrana nuclear e do arcabouço de 

lâminas, hipercondensação da cromatina e degradação proteolítica das estruturas nucleares e 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Antraciclina&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Antraciclina&action=edit&redlink=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boccellino%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20CJ%22%5BAuthor%5D
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citoplasmáticas. Estas alterações são comuns a todas as células em apoptose explícita, 

independentemente do agente indutor do processo. Isso significa que a ação destas caspases 

representa uma via final comum que opera em todas as células programadas para morrer 

(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; HENGARTNER, 2000; LAVRIK et al., 2005). 

A Família de proteínas Bcl-2 são proteínas reguladoras que integram sinais de 

morte ou de sobrevivência celular para ativar ou não a maquinaria da apoptose. Localiza-se no 

retículo endoplasmático, membrana nuclear, citoplasma e membrana mitocondrial externa, 

tendo estas últimas localizações papel conhecido e importante na apoptose. Dividem-se em 

antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 e A1Bfl-1) e pró-apoptóticas (Bax, Bak, MtdBok 

e Bcl-rambo) (HENGARTNER, 2000; GESKE; GERSCHENSON, 2001; BORNER, 2003; 

MALUF; POMPÉIA, 2005). 

Para avaliar se a morte celular envolvida nos experimentos era consequência de 

apoptose avaliou-se a expressão de genes pró-apoptóticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e 

antiapoptóticos (Mcl-1 e Bcl-XL), envolvidos na cascata da apoptose, em comparação com o 

controle negativo (células + PBS) e com o controle positivo (Doxorrubicina 3,12µg/mL) em 

células MDCK tratadas com o veneno total de B. erythromelas nas concentrações de 46,65 

µg/mL e 23,32µg/mL. 

O veneno de B. erythromelas estimulou a expressão de caspase-3 na concentração 

de 23,32µg/mL e de caspase-8 em ambas as concentrações estudadas. Estes efeitos foram 

semelhantes aos apresentados pela Doxorrubicina. A caspase-8 inicia a apoptose ao ativar a 

caspase efetora (caspase-3) que uma vez ativada cliva proteínas-chave que processam a 

apoptose. A caspase-8 ativa a via extrínseca da apoptose enquanto a caspase-3 é comum às 

duas vias. A DOXO atua de forma inespecífica ativando ambas as vias da apoptose. O gene 

Bax (pró-apoptótico – atua na via intrínseca) teve sua expressão inibida em ambas as 

concentrações estudadas, tanto quando comparado com o controle negativo quanto em 

comparação com o controle positivo (DOXO). O veneno total não alterou a expressão de Bcl-

XL nas concentrações estudadas quando comparado com o controle negativo. O gene Mcl-1 

teve sua expressão aumentada na concentração de 46,65µg/mL, quando comparado com o 

controle negativo indicando que somente na concentração mais alta há reversão dos efeitos do 

veneno. 

Diversos estudos sugerem que há várias rotas distintas para a ativação de 

caspases, dependendo do estímulo que desencadeia a maquinaria de morte, sendo que, em 

geral, duas vias distintas podem estar ativas (SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al., 

1999; HENGARTNER, 2000; PHILCHENKOV, 2004; HARRINGTON et al., 2008; PUHR 
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et al., 2009; MACKENZIE; SCHIPPER; CLARK, 2010). A apoptose iniciada via receptores 

de morte (via extrínseca) tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-R1 

(receptor fator de necrose tumoral), requerem pró-caspase-8 ou 10 no complexo 

(CAMARGO; SCHOR, 2004; MALUF; POMPÉIA, 2005). Porém, estímulos apoptóticos 

induzidos por agentes quimioterapêuticos em várias linhagens de leucemia parecem ser 

independentes desta via (EISCHEN et al., 1997; DEBATIN, 2000).  

A via mitocondrial (via intrínseca) é ativada predominantemente, com 

envolvimento de alterações de permeabilidade de membrana mitocondrial e liberação do 

citocromo c para o citosol, que se liga a dATP, APAF-1 e pró-caspase-9, formando o 

complexo apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode então clivar as caspases efetoras 

subsequentes (2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10). Portanto, a ativação da caspase-9 mediada pelo citocromo 

c serve como um mecanismo de amplificação de sinais durante o processo apoptótico (LI et 

al., 1997; GREEN; REED, 1998; SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al., 1999; 

DESAGHER; MARTINOU, 2000; KUIDA, 2000; HERR; DEBATIN, 2001; ANAZETTI et 

al., 2003a, 2003b).  

A via mitocondrial é frequentemente ativada em resposta a danos no DNA, 

envolvendo a ativação de um membro pró-apoptótico da família Bcl-2 (Bax, Bid). Membros 

pró e antiapoptóticos da família Bcl-2 regulam a liberação de citocromo c a partir da 

membrana mitocondrial interna. Os membros antiapoptóticos da família Bcl-2 inibem a morte 

celular por apoptose impedindo a formação de poros na membrana mitocondrial, 

consequentemente, inibem o extravasamento do citocromo c para o citosol (GOTTLIEB, 

2000). Este se associa com APAF-1, dATP e pró-caspase-9, formando o apoptossomo. 

Caspases subsequentes são ativadas, culminando na clivagem de substratos específicos e 

morte celular por apoptose (ANURADHA; KANNO; HIRANO, 2001). 

De acordo com os resultados encontrados e as evidências anteriormente expostas, 

pode-se propor que a apoptose causada pelo veneno de Bothropoides erythromelas 

provavelmente atue através da via extrínseca ou dos receptores de morte. 

Venenos de serpentes causam apoptose em uma variedade de células (SUHR; 

KIM, 1996; ARAKI et al., 2002) e este efeito é mediado por diversos componentes tais como 

LAAO (DU; CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006; STÁBELI et al., 2007), 

metaloproteinases (WU et al., 2001; TANJONI et al., 2005), desintegrinas (COMINETTI  et 

al., 2003; REN et al., 2006) e PLA2 (ZHAO et al., 2002; LEE et al., 2006). 

Existem indícios que o PAF esteja associado com os efeitos tóxicos do TNF-α e 

IL-1. Os receptores da família do TNF induz morte celular por ativação da caspase-8. Uma 
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vez ativada, a caspase-8 ativa as pró-caspases-6 e 3, e outras caspases efetoras, induzindo a 

apoptose (GUPTA, 2001; CHEN; GOEDDEL, 2002; JOZA et al., 2002).  

Alguns estudos têm sugerido a correlação entre a liberação de ácido araquidônico 

e as PLA2 no processo de apoptose (PENZO et al., 2004; MAIA et al., 2006). 

Estudos com as PLA2 Lys 49 de Bothrops asper (MORA et al., 2005, 2006) e Asp 

49 de Bothropoides erythromelas (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006) 

demonstraram uma série de atividades tóxicas, particularmente citotoxicidade in vitro em 

diferentes linhagens celulares. Estudos posteriores com as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 do 

veneno de Bothropoides erythromelas em células MDCK poderiam vir esclarecer o 

mecanismo responsável pela apoptose. 

Diversos estudos comprovam o envolvimento de componentes dos venenos de 

Bothrops e Bothropoides na apoptose (DÍAZ et al., 2005; LAING; MOURA-DA-SILVA, 

2005; MORA et al., 2005; TANJONI et al., 2005; MORA et al., 2006; ALVES et al., 2008; 

JIMÉNEZ et al., 2008). 

Através dos estudos com o veneno de Bothropoides erythromelas conclui-se que o 

veneno causa apoptose em células MDCK provavelmente através da via extrínseca ou dos 

receptores de morte. Estudos posteriores com os componentes purificados deste veneno 

poderiam vir esclarecer quais as frações responsáveis pelos efeitos observados.  

 

 

6.2  ESTUDO DAS FRAÇÕES LYS 49 E ASP 49 DO VENENO TOTAL 

DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS 

 

As fosfolipases A2 (PLA2) miotóxicas exercem um papel principal na patogênese 

dos envenenamentos causados por picadas de serpentes, sendo amplamente encontradas nos 

venenos botrópicos (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 

2010a). Devido a sua abundância e a variedade de efeitos tóxicos (citotoxicidade, 

miotoxicidade e atividades inflamatórias) é um dos componentes mais estudados (LYNCH, 

2007; BONFIM et al., 2009; DE PAULA et al., 2009). 

Comparando as sequências de miotoxinas e fosfolipases isoladas de venenos de 

serpentes, Kini e Iwanaga (1986) sugeriram que o sítio catiônico associado com a região 

hidrofóbica, localizado na região C-terminal, é responsável pela miotoxicidade, sendo 

independente da atividade fosfolipásica (podendo determinar lesão celular pela 
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desorganização da barreira lipídica, afetando em consequência o influxo de cálcio e causando 

necrose) sugerindo que a atividade fosfolipásica não é essencial para o efeito farmacológico.  

Gutiérrez et al. (1989) afirmaram que o “sítio miotóxico” nessas toxinas pode ser 

responsável pela ligação e penetração à membrana plasmática do músculo esquelético 

possivelmente por interações hidrofóbicas, enquanto o sítio catiônico pode ligar fosfolipídios 

ácidos ou proteínas ácidas do retículo sarcoplasmático. Isto resulta na desorganização da 

bicamada lipídica resultando no influxo de cálcio para a célula através dos canais de cálcio 

alterando de forma generalizada a membrana plasmática, sendo o provável mecanismo para as 

lesões causadas por estas toxinas.  

 Kini e Evans (1989) propuseram um modelo para explicar os diferentes efeitos 

farmacológicos das vPLA2. Este modelo é baseado na presença de sítios de ligação 

específicos na superfície das células alvo que possuem elevada afinidade por vPLA2 tóxicas, 

mas não para vPLA2 não tóxicas. Subsequentemente, para este nível de ligação primária, as 

vPLA2 podem induzir um efeito farmacológico por mecanismos dependentes ou 

independentes da hidrólise fosfolipídica. As vPLA2 não tóxicas não podem se ligar com alta 

afinidade à esses sítios, e então não são especificamente direcionadas para as células alvo. 

Espera-se que essas vPLA2 sejam tóxicas somente em elevadas doses, ou seja, em 

concentrações elevadas o suficiente para se ligar a outros sítios celulares ou, não 

especificamente, hidrolisar fosfolipídios celulares na superfície tanto de células alvo como de 

células não alvo. 

Diversas PLA2 extraídas de venenos de serpentes têm demonstrado potencial em 

provocar lesão renal em perfusão de rim isolado, em particular aquelas extraídas de serpentes 

do gênero Bothrops e Bothropoides (BARBOSA et al., 2002, 2005, 2006; BRAGA et al., 

2008; EVANGELISTA et al., 2010). 

Sousa (2004) ao estudar o veneno total de Bothropoides erythromelas (10g/mL) 

no modelo de rim isolado sugeriu que a atividade fosfolipásica poderia estar envolvida nas 

alterações dos parâmetros renais observados. Baseado nos estudos de Sousa, resolveu-se 

estudar os efeitos das frações Lys 49 e Asp 49 deste veneno no modelo de rim isolado de rato 

e em células MDCK na perspectiva de comprovar o envolvimento das PLA2 na 

nefrotoxicidade.  

A fração Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5g/mL) causou 

nefrotoxicidade através da alteração dos parâmetros funcionais renais. Lys 49 aumentou a 

pressão de perfusão (PP), o fluxo urinário (FU), a excreção de sódio e potássio (ENa
+
, EK

+
) e 

o clearance osmótico (Cosm). Ocorreu diminuição do ritmo de filtração glomerular (RFG) e do 
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percentual de transporte tubular de sódio (%TNa
+
). Não foram observadas alterações na 

resistência vascular renal (RVR), nos percentuais de transporte proximal de sódio, potássio e 

cloreto (%pTNa
+
, %pTK

+
 e %pTCl

-
), nos percentuais de transporte tubular de potássio e 

cloreto (%TK
+
 e %TCl

-
) e na excreção de cloreto (ECl

-
). O estudo demonstrou que fração Lys 

49 do veneno era diurética, natriurética, caliurética e aumentava a pressão de perfusão em rim 

isolado de rato e que substâncias vasoconstritoras poderiam estar envolvidas.  

A fração Lys 49 apresentou um efeito similar ao veneno total nos parâmetros FU, 

%TNa
+
, ENa

+
, EK

+
 e Cosm. 

A fração Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5g/mL) possui ação 

nefrotóxica apresentando uma diminuição significativa no %pTK
+
 e um aumento na EK

+
. 

Estes efeitos foram similares aos apresentados pelo veneno total. 

Barbosa et al. (2002) ao estudarem os efeitos renais das miotoxinas (BmTx-I e 

BmTx-II) do veneno da Bothrops moojeni, classificadas como Lys 49, observaram que na 

estrutura primária da BmTx-I a região C-terminal rica em lisina é altamente conservada, 

porém na BmTx-II esta região está ausente. Atribuiu-se à região C-terminal rica em lisina da 

BmTx-I como responsável pela toxicidade renal encontrada no modelo de rim isolado de rato. 

BmTx-I seria a indutora da atividade tóxica por agressão direta à membrana celular, podendo 

estimular a liberação de vasoconstritores, liberados por estímulos agressores diretos 

independentemente de atividade enzimática como ocorre com muitas PLA2 com Lys 49 de 

veneno de serpentes (LOMONTE et al., 2003a). BmTx-I apresentou um efeito deletério 

(similar ao veneno total) na função renal em perfusão de rim isolado de rato.  

A atividade enzimática da PLA2 Lys 49 utilizada nesse estudo, poderia induzir a 

produção de derivados do ácido araquidônico (atuação indireta), como a prostaglandina F2 

(PGF2,), o Tromboxano A2 (TXA2) e o fator de agregação plaquetária (PAF) que têm ação 

vasoconstritora, e fisiologicamente promovem redução do fluxo sanguíneo renal e da taxa de 

filtração glomerular (BYDLOWSKI, 2000). Observou-se um aumento da PP com 

consequente aumento do FU levando ao aumento da excreção dos íons Na
+
 e K

+ 
com maior 

formação de urina possivelmente devido ao envolvimento de substâncias vasoconstritoras.  

No sistema de rim isolado de rato utilizado, o fluxo do perfusato é mantido 

constante devido o permanente bombeamento, transitando sob maior pressão nos capilares 

glomerulares e produzindo maior filtrado em decorrência da pressão vascular aumentada, 

resultando em um aumento no ritmo de filtração glomerular e no fluxo urinário. No entanto, 

observou-se uma diminuição do ritmo de filtração glomerular com aumento do fluxo urinário. 
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Com base nesses achados, pode-se propor que a Lys 49 poderia estar atuando na 

barreira de filtração glomerular. Uma vez que ocorre lesão da barreira de filtração, o ritmo de 

filtração diminui com uma maior quantidade de proteínas sendo filtradas e consequente 

passagem destas proteínas para os túbulos com aumento do fluxo urinário. A análise 

histológica confirma os resultados encontrados. 

Em algumas Lys 49 PLA2 a região C-terminal rica em lisina é responsável pela 

atividade tóxica e citotóxica (ARNI; WARD, 1996; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1997a, 

1997b; NÚÑEZ et al., 2001; CHIOATO et al., 2002; CHACUR et al., 2003; CHIOATO; 

WARD, 2003; LOMONTE et al., 2003a, 2003b; AMBROSIO et al., 2005; COSTA et al., 

2008; DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009; LOMONTE et al., 2009b). 

Barbosa et al. (2006) estudaram os efeitos renais induzidos pela miotoxina I (Lys 

49 - BmTx-I) purificada do veneno da serpente da Bothrops moojeni. Indometacina (inibidor 

não seletivo da ciclooxigenase) bloqueou parcialmente os efeitos da BmTx-I. O bloqueio 

parcial exercido pela indometacina demonstrou que prostaglandinas poderiam ser importantes 

mediadores nos efeitos renais produzidos pela Lys 49, porém a participação de outras 

substâncias não poderia ser excluída. Com o uso do tezosentan (antagonista da endotelina) o 

bloqueio das alterações renais foi total. Os autores concluíram que a endotelina era a principal 

responsável pelas alterações dos parâmetros renais promovidas pela Lys 49. 

Barbosa et al. (2005) estudaram os efeitos renais induzidos pelas miotoxinas I 

(BthTx-I- Lys-49) e II (BthTx-II- Asp 49) de Bothrops jararacussu e um possível bloqueio 

por indometacina no sistema de perfusão de rim isolado de rato. Ambas as miotoxinas 

aumentaram a pressão de perfusão (PP), a resistência vascular renal (RVR), o fluxo urinário 

(FU) e o ritmo de filtração glomerular (RFG). Em contraste ambas diminuíram os percentuais 

de transporte tubular de sódio e potássio (%TNa
+
 e %TK

+
). Indometacina antagonizou 

totalmente os efeitos vasculares, glomerulares e tubulares promovidos pela Lys 49 e 

parcialmente os efeitos promovidos pela Asp 49 sugerindo o envolvimento de mediadores 

inflamatórios (possivelmente eicosanóides) e do domínio C-terminal nos efeitos promovidos 

pelas PLA2. Por outro lado, outros sítios farmacológicos poderiam estar envolvidos na 

atividade encontrada independente da atividade da BthTx-II.  BthTx-I e BthTx-II apresentam 

propriedades estruturais e bioquímicas variadas as quais podem induzir diferentes atividades. 

Proteínas específicas das PLA2 podem causar efeitos similares por diferentes modos de ação. 

Os resultados com a Lys 49 de Bothropoides erythromelas foram similares aos da 

Lys 49 de Bothrops moojeni e a Lys 49 de Bothrops jararacussu, com exceção dos 

parâmetros RFG, RVR, %TK
+
 e %TCl

-
. Pode-se sugerir o envolvimento de derivados do 
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ácido araquidônico vasoconstritores e do domínio C-terminal como responsáveis pelas 

alterações nos parâmetros renais, porém a participação de outras substâncias vasoconstritoras 

não pode ser excluída.  

O córtex renal normal produz grande quantidade de PGE2 e PGI2 (PGS 

vasodilatadoras) e pouca quantidade de TXA2. O epitélio glomerular e células mesangiais têm 

a capacidade de sintetizar ambas as formas de PGI2 e PGE2. Estes prostanóídes seriam 

responsáveis por influenciar o fluxo sanguíneo renal, ritmo de filtração glomerular e liberação 

de renina. Tanto PGI2 como PGE2 sintetizadas pelo córtex renal são importantes 

estimuladores para liberação de renina e agentes vasoconstritores (HACKENTAL et al., 1990; 

SCHNERMANN, 2001; GOMEZ; STRICK; ROMERO, 2008).  

De Albuquerque Modesto et al. (2006) isolaram e caracterizaram uma fosfolipase 

A2 Asp 49 (BE-I-PLA2) de Bothropoides erythromelas, a qual apresenta alta similaridade com 

as PLA2 de serpentes do gênero Bothrops, sendo um potente antiplaquetário e indutor da 

liberação de prostaglandina I2 (PGI2) por células endoteliais.  

As alterações nos parâmetros funcionais renais causados pelas frações Lys 49 e 

Asp 49 demonstraram injúria nos glomérulos e túbulos renais comprovados pela análise 

histológica. 

No grupo em que os rins foram perfundidos com a fração Lys 49 e Asp 49 do 

veneno de Bothropoides erythromelas, foi observado depósito de material protéico nos 

glomérulos e túbulos possivelmente devido ao efeito citotóxico das PLA2. A deposição 

proteinácea na cápsula de Bowman reflete bem a elevação da permeabilidade vascular nos 

capilares glomerulares, permitindo o extravasamento de proteínas. Este extravasamento levou 

consequentemente ao aumento da deposição de proteínas nos túbulos renais. O aumento da 

pressão de perfusão renal ocasionado pela fração Lys 49 pode ter sido responsável pela 

passagem de proteínas dos capilares para o filtrado glomerular. A fração Asp 49 não 

apresentou aumento da pressão de perfusão renal podendo-se sugerir que o efeito observado 

se deve à citotoxicidade direta. Observou-se também a presença de células tubulares com 

núcleos picnóticos (Lys 49) e a presença de células tubulares anucleadas (Asp 49) indicativas 

de morte celular as quais refletem lesão irreversível dos túbulos, possivelmente em resposta à 

atividade citotóxica da PLA2 sobre os fosfolipídios das membranas celulares reforçando a 

suposição de agressão direta nas células. A análise histológica demonstra que as frações Lys 

49 e Asp 49 são citotóxicas, com efeitos similares nos glomérulos e túbulos renais, porém 

com diferentes modos de ação. 
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Essas alterações histopatológicas foram condizentes com as demais modificações 

funcionais renais observadas, especialmente se levadas em consideração a presença de 

vacúolos e de massas proteináceas nos túbulos, sinais comuns de injúria e disfunção renais 

(BOER-LIMA et al., 1999, 2002; CRUZ-HÖFLING et al., 2001). 

Pode-se propor também que a perda da função de transporte das células epiteliais 

tubulares em virtude da lesão renal promovida pela ação citotóxica da Lys 49 ocasionaria a 

diminuição da reabsorção de sódio com consequente aumento de sua excreção, da diurese e 

do clearance osmótico.   

A retenção de íons pode ser apontada como um dos fatores responsáveis pela 

injúria tubular visto ter ocorrido uma diminuição da reabsorção tubular dos íons sódio e 

potássio promovendo uma maior retenção desses solutos nos túbulos renais com consequente 

aumento do volume urinário com maior concentração desses solutos na urina. Isto explicaria o 

aumento da excreção assim como aumento do clearance osmótico. 

O clearance osmótico (capacidade de depuração renal em relação às moléculas 

osmoticamente ativas) apresentou aumento significativo aos 120 minutos. Esse aumento pode 

ser devido a uma possível disfunção tubular. A diminuição da reabsorção tubular do sódio, 

molécula com grande capacidade de carrear água, pode ter sido responsável pela alteração 

desse parâmetro (HARDMAN; LIMBIRD, 2006).  

Braga et al. (2008) estudaram os efeitos renais da PLA2 Asp 49 extraída do 

veneno de Bothropoides insularis em rim isolado de rato. A PLA2 aumentou a pressão de 

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

glomerular (RFG) enquanto que os percentuais de transporte tubular de sódio e cloreto 

diminuíram (%TNa
+
 e %TCl

-
) sem alteração no percentual de transporte tubular de potássio 

(%TK
+
). A sequência N-terminal da Asp 49 de Bothropoides insularis apresenta elevada 

identidade (até 95%) com as PLA2 de Bothropoides jararaca e Bothrops asper. 

As ações da Asp 49 de Bothropoides insularis assemelharam-se as ações da Asp 

49 do veneno de Bothrops jararacussu, exceto pelo fato da Bothropoides insularis não afetar 

o transporte de potássio. As PLA2 isoladas dos venenos causaram alterações renais no modelo 

de rim isolado, o que pode refletir sua atividade enzimática sobre os fosfolipídios de 

membrana de células renais, o envolvimento de mediadores inflamatórios e do domínio C-

terminal nos efeitos observados (BARBOSA et al., 2005; BRAGA et al., 2008). 

Os resultados obtidos com a fração Asp 49 de Bothropoides erythromelas 

demonstraram uma diminuição significativa no transporte proximal de potássio (%pTK
+
) e 

um aumento na excreção de potássio (EK
+
). 
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As lesões tubulares causados pelas frações Lys 49 e Asp 49, comprovadas pela 

análise histológica, podem a vir justificar as alterações nos transportes de Na
+
 e K

+ 
levando à 

excreção desses íons. 

Levando-se em consideração os relatos da participação de mediadores 

inflamatórios na injúria celular produzidos pelas fosfolipases A2 secretórias (sPLA2) 

provenientes de venenos de serpentes, é possível sugerir que o aumento da excreção de 

potássio sem alteração nos transporte proximal e tubular promovidos pela PLA2 Lys 49 seja 

uma consequência da diminuição no transporte de sódio o que resultaria em grande aporte 

deste íon para o néfron distal e, subsequentemente, em indução da secreção de potássio, 

levando à caliurese (FONTELES et al., 1998). 

O transporte distal de sódio é indispensável para a secreção de potássio e promove 

o potencial elétrico para o efluxo de K
+ 

via BK ou ROMK (MALNIC et al., 1964; KAHLE et 

al., 2003; PALMER; FRINDT, 2007a; RODAN; HUANG, 2009). Pode-se propor o 

envolvimento dos canais ROMK ou BK na caliurese induzida pela PLA2 Lys 49. 

ROMK é uma denominação para canais de potássio na porção externa da medula 

renal. Estes são canais de potássio ATP-dependentes que transportam o potássio para fora das 

células. Possuem uma elevada probabilidade de abertura e pequena condutância aos íons K
+
 

(HEBERT, 1995; WANG; HEBERT; GIEBISCH, 1997; WANG, 1999, 2006; RODAN; 

HUANG, 2009). 

Canais BK (Big potássio), também chamados Maxi-K, são canais iônicos 

caracterizados por sua grande condutância aos íons potássio através das membranas celulares. 

Estes canais são ativados por mudanças no potencial elétrico da membrana e/ou pelo aumento 

da concentração intracelular do íon cálcio (Ca
2+

). Diferentemente dos canais ROMK possuem 

baixa probabilidade de abertura (PLUZNICK; SANSOM, 2006; GRIMM; SANSOM, 2007; 

RIEG et al., 2007).  

Ambos os canais são encontrados na membrana apical da alça ascendente espessa, 

túbulo contorcido distal e ducto coletor cortical (RODAN; HUANG, 2009). Os canais ROMK 

e BK são expressos no néfron distal, porém os canais ROMK são responsáveis pela maior 

parte da secreção de K
+ 

devido à elevada probabilidade de abertura (LING; HILTON; 

EATON, 1991; PLUZNICK; SANSOM, 2006). 

A fração Asp 49 de Bothropoides erythromelas causou uma diminuição 

significativa no transporte proximal de potássio (%pTK
+
) e um aumento na excreção de 

potássio (EK
+
). Alguns estudos demonstram a existência de canais BK em túbulos proximais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huang%20CL%22%5BAuthor%5D
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ion_channel&prev=/search%3Fq%3DMAXI-K%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhhM7IACochD3-ktAowuucX-9k-_ZQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_membrane&prev=/search%3Fq%3DMAXI-K%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhi0PZhbD5TMSocAUwjdYv9ymhRpFw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Membrane_potential&prev=/search%3Fq%3DMAXI-K%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhimyJR0iL2DwV3HGB5whTbkQNaPQg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Intracellular&prev=/search%3Fq%3DMAXI-K%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhiIS4tRGdsvy8RcA5oUDLqvxTKbUw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium&prev=/search%3Fq%3DMAXI-K%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhi6j12c13S745go9RxxLvkAxNowzw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Thick_ascending_limb&prev=/search%3Fq%3DROMK%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DX%26nfpr%3D1&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhilW8h2AzDOgXH1aAlSvbOpB4sJ7g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cortical_collecting_duct&prev=/search%3Fq%3DROMK%2BWIKIPEDIA%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DX%26nfpr%3D1&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhjxwCIWotNdjA3UTsokcfGhsMu-Ew
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(KAWAHARA; OGAWA; SUZUKI, 1991; HIRANO et al., 2002). Baseado nestes estudos 

pode-se propor o envolvimento dos canais BK na caliurese induzida pela PLA2 Asp 49. 

O íon Ca
2+

 ativa os canais BK exercendo um importante papel na secreção de K
+
 

no néfron distal (WODA et al., 2001, 2002; LIU et al., 2003; WANG, 2004; RODAN; 

HUANG, 2009). 

Alguns estudos sugeriram que canais de K
+ 

cálcio-ativados podem desempenhar 

um papel na secreção de K
+ 

em condições que aumentam o Ca
2+

 intracelular (HUNTER et al., 

1986; PALMER; FRINDT, 2007b). 

Cintra-Francischinelli et al. (2010a) ao estudarem as miotoxinas Lys 49 e Asp 49 

do veneno da serpente Bothrops asper demonstraram que ambas induzem a liberação de 

grandes quantidades de K
+
 e ATP do músculo esquelético. Ambas miotoxinas causam um 

grande influxo de Ca
2+

 em células musculares, o que desencadeia uma cascata de eventos tais 

como a perda da função mitocondrial, proteólise generalizada, hipercontração miofibrilar e 

eventos degenerativos adicionais. 

As miotoxinas Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas desestabilizam os 

fosfolipídios das membranas celulares induzindo a lesão da membrana permitindo um influxo 

descontrolado de íons cálcio o qual promove alterações intracelulares irreversíveis que 

culmina com a morte celular. Esses achados estão de acordo com os estudos de Cintra-

Francischinelli et al. (2009, 2010b). Podemos propor que o aumento do Ca
2+

 intracelular 

promovido por ambas as miotoxinas ativa os canais BK exercendo um importante papel na 

secreção de K
+
.  

Ambas PLA2 utilizadas no estudo apresentaram ação nefrotóxica no modelo de 

rim isolado de rato. Atribuiu-se que a PLA2 Asp 49 tem sua ação associada a seu sítio 

catalítico e a PLA2 Lys 49 tem sua ação associada com a porção C-terminal e ao estímulo da 

liberação de agentes vasoconstritores. Os efeitos tóxicos das PLAs de venenos podem não ser 

atribuídos a sua atividade catalítica, sugerindo que elas podem ligar-se a alvos protéicos 

(LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999; VALENTIN; LAMBEAU, 2000a; BORTOLETO-BUGS; 

NETO; WARD, 2004; ZULIANI et al., 2005). As PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno de 

Bothropoides erythromelas têm estrutura e propriedades bioquímicas distintas responsáveis 

por induzir diferentes atividades na fisiologia renal através de diferentes mecanismos. 

Tanto as PLA2 Lys 49 e Asp 49 como o veneno total de Bothropoides 

erythromelas apresentaram nefrotoxicidade direta no modelo de rim isolado de rato. Quando 

comparadas as análises histológicas das frações Lys 49 e Asp 49 com o veneno total, 

observou-se efeitos similares como o depósito de material protéico nos glomérulos e túbulos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bortoleto-Bugs%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neto%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ward%20RJ%22%5BAuthor%5D
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Em função das alterações histológicas e dos parâmetros funcionais encontradas 

nos rins perfundidos com as frações Lys 49 e Asp 49 do veneno da Bothropoides 

erythromelas, foi avaliada a citotoxidade induzida pelas frações Lys 49 e Asp 49 em cultura 

de células MDCK.  

A citotoxicidade foi estimada através da IC50 e da viabilidade das culturas (1,0 x 

10
5
céls./mL) tratadas com as frações Lys 49 e Asp 49 (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL) 

e analisadas pelo método MTT após 24 horas de incubação. Ambas as frações apresentaram 

efeito citotóxico caracterizado pela redução da viabilidade celular. Observou-se diminuição 

significativa da viabilidade celular com a fração Lys 49 nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 

50 e 100g/mL (IC50 = 38,29g/mL) e com a fração Asp 49 nas concentrações de 50 e 

100g/mL (IC50 = 158g/mL). Estes achados estão de acordo com as alterações encontradas 

nas fotomicrografias das células MDCK as quais apresentaram as mesmas alterações 

visualizadas com o veneno total de B. erythromelas. 

O aumento na concentração das PLA2 Lys 49 e Asp 49 causou uma redução da 

viabilidade celular. Diferenças na suscetibilidade podem estar relacionadas à existência de 

sítios específicos na membrana plasmática similares aos encontrados em células musculares 

esqueléticas. O estudo demonstrou que as frações Lys 49 e Asp 49 são citotóxicas e exibem 

atividade farmacológica independente da presença de atividade catalítica. 

Os resultados indicaram efeito citotóxico das frações Lys 49 e Asp 49 de B. 

erythromelas em cultura de células MDCK estando de acordo com os resultados de Bonfim et 

al. (2009) o qual investigaram a citotoxicidade das fosfolipases A2 D49 (Asp 49) e K49 (Lys 

49 ) do veneno de Bothrops jararacussu em linhagem de células fibroblásticas. 

A PLA2 Lys 49 causou citotoxicidade a baixas doses enquanto a fração Asp 49 

apresentou efeito citotóxico significante apenas em concentrações elevadas. Estes resultados 

estão de acordo com os experimentos de Cintra-Francischinelli et al. (2009) o qual 

investigaram a ação das miotoxinas Lys 49 e Asp 49 de Bothrops asper e Bothrops 

jararacussu em células musculares. Os pesquisadores demonstraram que ambas as miotoxinas 

causaram morte celular embora a Lys 49 apresentasse ação citotóxica mais direta e rápida que 

a Asp 49. 

As PLA2 Lys 49 e Asp 49 exibiram efeitos similares na viabilidade celular em 

cultura de células MDCK. Esses achados estão de acordo com os estudos de Lomonte et al. 

(1999) o qual demonstraram que a atividade citolítica das classes de PLA2 miotóxicas (Lys 49 
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e Asp 49) é a mesma, e é independente da atividade enzimática intrínseca in vitro destas 

proteínas.  

Alguns estudos têm demonstrado que a citotoxicidade da PLA2 Lys 49 em vários 

tipos de células é independente da hidrólise dos fosfolipídios de membrana (LOMONTE et 

al., 1999; MORA et al., 2005, 2006). No caso da Lys 49 a atividade citotóxica tem sido 

associada com uma modificação nos resíduos catiônicos e hidrofóbicos localizados na região 

C-terminal (LOMONTE et al., 1994b; NÚÑEZ  et al., 2001; CHIOATO et al., 2002). Assim, 

Lys 49 constitui um modelo interessante para a investigação de uma variedade de efeitos 

celulares independente da hidrólise dos fosfolipídios de membrana. 

Ambas PLA2 utilizadas no estudo apresentaram ação citotóxica em células 

MDCK. Assim como no modelo de rim isolado de rato, atribuiu-se que a PLA2 Asp 49 tem 

sua ação associada a seu sítio catalítico enquanto que a região C-terminal da PLA2 Lys 49 tem 

um papel crucial nos efeitos observados. 

Para investigar se as frações Lys 49 e Asp 49 de B. erythromelas foram capazes 

de alterar a integridade da membrana avaliou-se a liberação de Lactato Desidrogenase (LDH) 

pelas células MDCK. 

Nos grupos tratados com a fração Asp 49 de B. erythromelas não foi observada 

liberação estatisticamente significante de LDH indicando que não houve ruptura da membrana 

celular. Como a perda da integridade da membrana é acompanhada pelo aumento da liberação 

de LDH, pode-se sugerir que a morte celular é consequência de apoptose e não de necrose. 

A fração Lys 49 apresentou liberação estatisticamente significante de LDH apenas 

na concentração de 100g/mL sugerindo que a morte celular ocorre via necrose e não via 

apoptose. Em geral a apoptose acorre a baixas doses do agente tóxico enquanto a necrose 

requer altas doses (MORA et al., 2005; SERVAIS et al., 2005, 2008). As características 

predominantes de um ou outro tipo de morte geralmente são determinadas pela intensidade e 

não pela especificidade do estímulo (ORRENIUS et al., 1992; DYPBUKT et al., 1994; 

BONFOCO et al., 1995; COTRAN et al., 2000). 

Com base nas afirmações acima e na observação de que não ocorreu liberação 

estatisticamente significante de LDH a baixas doses da fração Lys 49, pode-se propor que a 

morte celular é consequência de apoptose. Estes resultados estão de acordo com os 

experimentos de Mora et al. (2005) o qual investigaram a ação da miotoxina Lys 49 de 

Bothrops asper em linhagem de células linfoblastóides. O estudo demonstrou que a PLA2 Lys 

49 foi capaz não apenas de induzir dano à membrana e necrose, mas também de promover 

apoptose e proliferação celular. Em concentrações mais elevadas ocorreu predominantemente 
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necrose enquanto que a baixas concentrações ocorreu apoptose. Assim, dependendo da 

concentração usada observaram-se diferentes efeitos em uma mesma linhagem celular.  

O estudo com as frações Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas 

demonstrou que ambas as PLA2 apresentam efeito citotóxico em células MDCK estando de 

acordo com os resultados de Lobner (2000) o qual comparou os ensaios de MTT e LDH para 

quantificar a morte celular e determinar se a morte de neurônios ocorria via apoptose ou 

necrose. Seus experimentos determinaram com precisão a morte de neurônios via apoptose. 

A partir dos resultados encontrados pode-se sugerir que a morte celular 

ocasionada por ambas as frações Lys 49 e Asp 49 é consequência de apoptose o que viria 

confirmar os achados histológicos encontrados em rins perfundidos com ambas as frações do 

veneno. Estudos posteriores com a fração Lys 49 na concentração de 100g/mL poderia 

confirmar se a morte celular é realmente consequência de necrose. 

Diversos estudos demonstraram o envolvimento das PLA2 no processo apoptótico 

(CUMMINGS et al., 2000;  TAKETO; SONOSHITA, 2002; AKIBA; SATO, 2004; 

BALSINDE et al., 2006; LEE et al., 2006; CHU et al., 2007;  LIU et al., 2009; ZHANG et 

al., 2009; CHIRICOZZI et al., 2010; LEI et al., 2010a, 2010b). 

A correlação entre a hidrólise dos fosfolipídios de membrana e os efeitos 

citotóxicos da PLA2 tem sido postulada (HUMES et al., 1989; KUWATA et al., 1999; 

KOHJIMOTO et al., 2000; ZAGER et al., 2001; FAROOQUI et al., 2004; CARO; 

CEDERBAUM, 2006; VILLALOBOS et al., 2007; SUN et al., 2010). 

Alguns estudos têm sugerido que as PLA2 são importantes durante o processo de 

apoptose em decorrência da liberação de ácido araquidônico que, por sua vez, seria convertido 

em prostaglandinas ou leucotrienos apoptóticos (ATSUMI et al., 2000; PENZO et al., 2004; 

PÉREZ et al., 2004; MAIA et al., 2006). 

Várias PLA2 isoladas a partir de venenos de serpentes induzem apoptose em 

diversos tipos de células (HERKERT et al., 2001; TAKETO; SONOSHITA, 2002; 

SHAKHMAN et al., 2003; MORA et al., 2005; MA et al., 2006; YAN et al., 2007; 

GEORGIEVA et al., 2008). 

Alguns estudos com PLA2 Asp 49 (HERKERT et al., 2001; SHAKHMAN et al., 

2003; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006) e Lys 49 (MORA et al., 2005, 2006; 

LIU et al., 2009; MURAKAMI et al., 2011) de venenos de serpentes demonstraram seu 

envolvimento na apoptose em diferentes linhagens celulares. 

A participação da apoptose na IRA não está totalmente esclarecida (VIERA, 

2001). Estudos posteriores com as frações PLA2 Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides 
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erythromelas em células MDCK utilizando os mesmos mediadores moleculares da apoptose 

(Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-XL) utilizados para o veneno total poderiam vir 

esclarecer o mecanismo responsável pela apoptose e a participação das frações nos efeitos 

observados com o veneno total. 

 

 

QUADRO 05 – Resumo dos efeitos renais do veneno total e das frações Lys 49 e Asp 49 de 

Bothropoides erythromelas em rim isolado de rato. 
 

 

 

Parâmetros 

Funcionais 

Efeitos observados  

Veneno Total 

Efeitos observados 

Lys 49 

Efeitos observados 

Asp 49 

PP   - 

RVR  - - 

FU   - 

RFG  /   - 

%TNa
+
   - 

%TK
+
  - - 

%TCl
-
  - - 

%pTNa
+
  - - 

%pTK
+
  -  

%pTCl
-
  - - 

ENa
+
   - 

EK
+
  /    

ECl
-
  - - 

Cosm   - 

 

 

 

QUADRO 06 – Resumo dos efeitos do veneno total e das frações Lys 49 e Asp 49 de 

Bothropoides erythromelas em células MDCK. 

 
 

 

Parâmetros  

Analisados 

Efeitos observados  

Veneno Total 

Efeitos observados 

Lys 49 

Efeitos observados 

Asp 49 

 

Viabilidade celular 

 

 

 

 

 

 
 

Liberação de LDH 

 

NÃO 

 

SIM 

 

NÃO 

 

Apoptose 

 

SIM 

 

SIM () 

 

SIM () 
 

Necrose 

 

NÃO  

 

SIM () 

 

NÃO 
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FIGURA 33 – Resumo da expressão de genes nas vias de sinalização da apoptose. 

Bcl-XL

Mcl-1

 
Fonte: DEVARAJAN et al., 2003. 

Os genes pró-apoptóticos da via extrínseca são mostrados em vermelho enquanto que os genes da via 

intrínseca são mostrados em verde. Os genes antiapoptóticos da família Bcl-2 são mostrados em azul. 

A figura foi modificada pela autora da Tese a qual circulou os genes pró-apotóticos (Caspase-3, 

Caspase-8 e Bax) e introduziu os genes antiapoptóticos da família Bcl-2 (Bcl-XL, Mcl-1) mostrados em 

azul. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

 O veneno de Bothropoides erythromelas (10g/mL) causou nefrotoxicidade direta 

no modelo de rim isolado de rato comprovada através da alteração dos parâmetros funcionais 

renais e da análise histológica do tecido renal a qual mostrou lesões em glomérulos e túbulos. 

 

 O veneno de B. erythromelas causou efeito citotóxico em células MDCK nas 

concentrações de 50 e 100g/mL (IC50 = 93,31g/mL) evidenciado através da diminuição da 

viabilidade celular e das alterações morfológicas visualizadas em fotomicrografias.  

 

 A ação citotóxica observada com o veneno não promoveu a lise das membranas 

celulares das células MDCK sugerindo que a morte celular é consequência de apoptose e não 

de necrose. 

 

 Estudos com os mediadores moleculares (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-

XL) envolvidos na injúria renal demonstraram que o veneno de Bothropoides erythromelas 

(46,65 e 23,32µg/mL) causou apoptose em células MDCK provavelmente através da via 

extrínseca ou dos receptores de morte.  

 

 Estudos posteriores com os componentes purificados do veneno de Bothropoides 

erythromelas poderão esclarecer quais as frações responsáveis pelos efeitos observados. 

 

 Ambas as frações Lys 49 e Asp 49 (5g/mL) causaram efeito nefrotóxico no 

modelo de rim isolado de rato comprovado através das alterações dos parâmetros renais e da 

análise histológica do tecido renal a qual mostrou lesões tanto glomerulares como tubulares. 

 

 A fração Lys 49 apresentou um efeito similar ao veneno total nos parâmetros FU, 

%TNa
+
, ENa

+
, EK

+
 e Cosm. 

 

 A fração Asp 49 apresentou uma diminuição significativa no %pTK
+
 e um 

aumento na EK
+
. Estes efeitos foram similares aos apresentados pelo veneno total. 
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 Quando comparadas as análises histológicas das frações Lys 49 e Asp 49 com o 

veneno total de B. erythromelas, observou-se efeitos similares nos glomérulos e túbulos 

renais. 

 

 A análise histológica demonstrou que as frações Lys 49 e Asp 49 são citotóxicas 

com efeitos similares nos glomérulos e túbulos renais, porém com diferentes modos de ação.  

 

 As frações Lys 49 e Asp 49 do veneno de B. erythromelas causaram efeito 

citotóxico em células MDCK nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100g/mL (IC50 = 

38,29g/mL) e 50 e 100g/mL (IC50 = 158g/mL) respectivamente, evidenciado através 

diminuição da viabilidade celular e das alterações morfológicas visualizadas em 

fotomicrografias. 

 

 Fotomicrografias das células MDCK com as frações Lys 49 e Asp 49 

apresentaram as mesmas alterações visualizadas com o veneno total de B. erythromelas. 

 

 A ação citotóxica observada com a Asp 49 não promoveu a lise das membranas 

celulares das células MDCK sugerindo que a morte celular é consequência de apoptose e não 

de necrose. 

 

 A fração Lys 49 apresentou liberação estatisticamente significante de LDH apenas 

na concentração de 100g/mL sugerindo que a morte celular é consequência de necrose e não 

de apoptose. Em geral a apoptose acorre a baixas doses do agente tóxico enquanto a necrose 

requer altas doses. 

 

 Com base na observação de que não ocorreu liberação estatisticamente 

significante de LDH a baixas doses da fração Lys 49, pode-se propor que a morte celular é 

consequência de apoptose.  

 

 A partir dos resultados encontrados pode-se sugerir que a morte celular 

ocasionada por ambas as frações Lys 49 e Asp 49 é consequência de apoptose o que viria 

confirmar os achados histológicos encontrados em rins perfundidos com as frações do veneno. 
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 Estudos posteriores com a fração Lys 49 na concentração de 100g/mL poderia 

confirmar se a morte celular é realmente consequência de necrose. 

 

 Estudos posteriores com as frações Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides 

erythromelas em células MDCK utilizando os mesmos mediadores moleculares da apoptose 

(Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-XL) utilizados para o veneno total poderiam vir 

esclarecer o mecanismo responsável pela apoptose e a participação das frações nos efeitos 

observados com o veneno total. 
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8 CONCLUSÕES 

 

 O veneno total e as frações Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas 

possuem ação nefrotóxica e citotóxica. 

 

 

 O veneno de Bothropoides erythromelas causou morte celular via apoptose 

provavelmente através da via extrínseca ou dos receptores de morte.  

 

 

 Estudos posteriores com as frações Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides 

erythromelas sobre a expressão de genes pró e antiapoptóticos utilizados para o veneno total 

poderiam vir esclarecer o mecanismo responsável pela apoptose e a participação das frações 

nos efeitos observados com o veneno. 

 

 

 Estudos utilizando o modelo de rim isolado de rato e cultura de células MDCK 

podem auxiliar na compreensão do mecanismo de ação responsável pela nefrotoxicidade e no 

desenvolvimento de fármacos com capacidade de prevenir a morte celular causada por uma 

variedade de injúrias teciduais produzidas por venenos de serpentes, assim como o 

desenvolvimento de substâncias com valor terapêutico. 

 

 

 A compreensão dos mecanismos apoptóticos associados aos envenenamentos 

ofídicos permitirá o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento.  
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PURIFICAÇÃO E ISOLAMENTO DA PLA2 

 
A purificação e isolamento das sPLA2 foram realizados seguindo três etapas 

cromatográficas. Na primeira fase, o veneno foi fracionado em uma coluna de exclusão 

molecular, utilizando uma coluna Superdex 75 empacotada em uma coluna Tricon (10 x 

600mm, GE Healthcare do Brasil).  A coluna foi acoplada em um sistema HPLC 

semipreparativo Jasco e foi previamente equilibrada com tampão bicarbonato de amônia 

0,2M, pH 7,8, bombeada ao sistema cromatográfico a um fluxo de 0,6mL/min durante 60 

minutos. A amostra de veneno, aproximadamente 15mg do veneno total, foi dissolvida em 

250µL de tampão que foi homogeneizado e centrifugado a 4500xg por 5 minutos e filtrado 

em filtro millex 0,45µm e então aplicado a coluna. O fracionamento do veneno foi realizado a 

um fluxo constante de 0,3mL/min e o monitoramento da corrida foi realizado à absorbância 

de 280nm e as frações coletadas em um coletor de frações a razão de 3 minutos por tubo. 

Após a coleta das frações foram realizados ensaios de caracterização enzimática 

específica para PLA2 e para monitoramento da atividade miotóxica. O grau de 

homogeneidade molecular das PLA2 miotóxicas foi realizado por eletroforese em PAGE-

SDS. Uma vez confirmada a presença de sPLA2 miotóxicas do primeiro fracionamento, as 

amostras dos tubos correspondentes foram agrupadas em um pool, liofilizadas e estocadas a   

-20
o
C. 

Após a primeira etapa cromatográfica, as amostras de PLA2 miotóxicas do 

primeiro fracionamento foram submetidas a um segundo procedimento cromatográfico 

utilizando uma coluna de troca iônica TSK SP5PW (8mm x 80mm) que foi previamente 

equilibrada com uma solução de bicarbonato de amônia 0,1M, pH 7,8 (tampão A) por um 

período de 30 minutos. Aproximadamente 10mg de amostra proveniente da primeira etapa foi 

dissolvida com 250µL de tampão A (Bicarbonato de amônio 0,05M, pH 7,8) que foi então 

homogeneizado, centrifugado e filtrado antes de sua aplicação na coluna. A eluição das 

amostras foi realizada através de um gradiente linear contínuo de tampão B (bicarbonato de 

amônio 1,0M, pH 7,9) e o monitoramento do fracionamento foi realizado à absorbância de 

280nm. Após a eluição das frações, estas foram liofilizadas para posterior monitoramento das 

atividades enzimática, miotóxica e PAGE-SDS. 

A última etapa para o isolamento das sPLA2 miotóxicas foi realizada em 

cromatografia de fase reversa C5. A coluna cromatográfica foi previamente equilibrada com 

tampão A (TFA 0,1%) durante 30 minutos a um fluxo de 1mL/min. As amostras de PLA2 

miotóxicas (1mg) foram dissolvidas em 250µL de tampão A e devidamente clarificadas e 

aplicadas a coluna cromatográfica. A eluição das sPLA2 miotóxicas foi realizada com um 

gradiente linear contínuo de tampão B (66% Acetonitrila em TFA 0,1%) e o monitoramento 

do perfil cromatográfico foi monitorado a 280nm. As amostras foram então submetidas à 

análise de eletroforese de duas dimensões, atividade enzimática e miotóxica. 

 

ATIVIDADE MIOTÓXICA (TESTE PARA CREATININA QUINASE)  

 
Para determinação dos níveis séricos de creatinina quinase (CK) foi utilizado o 

Granustest 2,5 da Merck tanto nos animais tratados com as frações bem como nos animais 

controle. Foram utilizados 15 animais pesando aproximadamente 25g, divididos em três 

grupos de 5 animais, que foram inoculados intramuscularmente no músculo gastrocnemius 

direito com 25,0μL (2,0μg/μL de PBS) com amostras tratadas ou não. 

Após 3 horas, o sangue dos animais foi colhido da aorta abdominal e colocado em 

banho-maria para a preparação do soro. Os animais controle (n=5) foram submetidos ao 

mesmo procedimento dos animais tratados, sendo inoculados somente com 25,0μL de PBS. 
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Os soros dos animais controle não foram diluídos para a determinação dos níveis 

de CK, sendo que os soros dos animais tratados foram diluídos 10 vezes. Após a adição dos 

reagentes ao soro diluído, as amostras foram colocadas em banho Maria a 37ºC por 5 minutos. 

As leituras (a 365nm) foram realizadas em intervalos de 1 minuto. A atividade foi expressa 

como unidade por litro (U/L). 

 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE PLA2 

 
A avaliação da atividade fosfolipásica A2 foi realizada medindo-se a conversão do 

substrato para PLA2 em um produto cromogênio. Neste projeto foi utilizado substrato 

cromogênico derivado do ρ-nitroanilida (4N3OBA) (BIOMOL International). Inicialmente o 

tampão (Tris-HCl 0,05M, NaCl 0,15M e CaCl2 5mM, pH 8,0) e a amostra de enzima, antes da 

adição do substrato, foram incubados por um período de 20 minutos. Após este tempo, a 

enzima foi adicionada ao meio de reação juntamente com o substrato. A mistura resultante foi 

então incubada por 20 minutos. Ao fim deste tempo estas amostras foram lidas em um 

espectrofotômetro para leitura UV-VIS a 450nm em um leitor de microplacas SPECTRA 

MAX (Molecular Devices, CA). A determinação do comportamento cinético da enzima foi 

realizada variando-se a concentração do substrato para determinação dos valores de Vmax e 

Km das proteases. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

ELETROFORESE EM PAGE-SDS 

 
A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo a metodologia 

descrita por Laemmli, 1970. As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontínuo, 

apresentando um gel de concentração de 5% e um gel de corrida de 12,5%. As placas foram 

preparadas utilizando uma solução de acrilamida estoque (30%T e 0,8%C). O gel de 

concentração 5% foi preparado utilizando o tampão Tris-HCl 0,5M, pH 6,8. O gel de corrida 

foi feito utilizando-se o tampão Tris-HCl 1,0M, pH 8,8. Em ambos os géis foram 

acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%.  

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 

250 Mighty Small II (Hoefer Scientific Instruments). As amostras, pré e pós-incubação com 

os extratos e os marcadores de peso molecular foram dissolvidos em tampão (Tris-HCl, 

0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol, 4% de SDS, 0,001% de Bromofenol). A corrida 

eletroforética foi realizada a 40mA. Os géis foram corados com solução de Coomassie Blue 

0,05% a 37ºC, seu excesso foi removido em ácido acético 7%. Também foram utilizadas para 

a análise do grau de homogeneidade molecular das amostras as eletroforeses em gel de 

PAGE-SDS-Tricina, de acordo com o método descrito por Schägger; Von Jagow, 1987, 

usando um sistema de eletroforese descontínuo e um gel de corrida a 10%. 

 

ELETROFORESE DE DUAS DIMENSÕES (ELETROFORESE 2D)  

 
Para a eletroforese em primeira dimensão (focalização isoelétrica) amostras de 

proteínas liofilizadas (PLA2 tratadas ou não com flavonóides e cumarina) foram solubilizadas 

em uma solução contendo 8M de uréia, 2M de tiouréia, 2% CHAPS, 28mM de DTT, 1,3% 

farmalytes (pH 3-10) e azul de bromofenol. As fitas “Dry stips” de 18cm com uma faixa de 

pH não linear de 4-7 foram reidratadas em 400µL desta solução por 30 horas em parafilme 

oleose de baixa viscosidade. Estas tiras contendo 50g de proteínas foram colocadas durante o 
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processo de reidratação das tiras de isofocalização em um sistema Multiphor II a 20°C 

(SANCHEZ et al., 1997). A corrida eletroforética foi realizada em um gradiente linear de 

voltagem de 0V a 500V para 1000V hora, 500V para 2000V hora, um aumento linear de 500 

a 3500V para 10000V hora seguindo por um passo final de 3500V para 35000V hora para 

uma voltagem final de 48000V hora. Após a primeira dimensão, as tiras individuais foram 

consecutivamente incubadas em uma solução de equilíbrio A (50mM Tris-HCl, pH 6,8, 6M 

de uréia, 30% glicerol, 4% de SDS e completado com 3,5mg de DTT) e B (45mg/mL de 

iodoacetamida em lugar de DTT) por 15 minutos cada. Após o equilíbrio, as proteínas foram 

separadas em gel de segunda dimensão de 10 – 12,5% de PAGE-SDS usando um sistema 

Rubi (Pharmacia) a 12W/gel. Após equilíbrio as tiras foram seladas no topo de gel de 

eletroforese usando uma solução seladora com 1% de agarose, 0,4% de SDS, 0,5M Tris-HCl. 

Os tampões utilizados para esta corrida eletroforética seguiram os mesmos métodos descritos 

por Laemmli para gel de SDS (LAEMMLI, 1970). A corrida eletroforética foi interrompida 

pela marca azul de bromofenol. Os géis de PAGE-SDS foram corados por “overnigh” com 

uma solução de Coomassie R350. A análise dos géis foi realizada em um sistema Melanie II 

(Bio Rad). Cerca de quatro géis foram analisados a fim de minimizar possíveis variações 

técnicas do procedimento eletroforético. 

 

RESULTADOS 

 

FRACIONAMENTO DO VENENO 

 
A Figura 1a mostra o perfil cromatográfico do fracionamento do veneno total de 

Bothropoides erythromelas em um coluna semipreparativa de Superdex 75 e monitorada a 

280nm, que permitiu a identificação de 7 picos principais sendo que a fração IV corresponde 

a aproximadamente 21% do total da amostra de veneno aplicada a coluna. Ao longo do 

fracionamento do veneno foram coletados aproximadamente 50µL de amostra de cada um dos 

tubos a partir do tubo 50 até o 110 para ensaios enzimáticos das sPLA2 e também foram 

coletados aproximadamente 75µL de cada uma da frações a partir do tubo 50 para 

determinação da atividade miotóxica. Os resultados desta análise inicial foram apresentados 

na Figura 1b a qual mostra a atividade PLA2 residente nos tubos 4 até 12, enquanto a 

atividade CK mostrou a presença de três picos de miotoxinas, incluindo a fração IV. 

A análise inicial dos dados do primeiro fracionamento do veneno mostrou que a 

fração IV era a que apresentava simultaneamente as atividades de PLA2 e miotóxica. No inset 

da Figura 2a foram mostrados os resultados da eletroforese da PLA2 e PAGE-SDS, onde a 

fração IV era composta por bandas de 30 e 15kDa. A partir destas informações reunidas, a 

fração IV foi então submetida à segunda etapa cromatográfica em coluna de troca iônica. O 

fracionamento da fração IV mostrou que ela era constituída por 11 diferentes picos, sendo que 

os de maior concentração seriam as frações 1, 7 e 9, contudo a fração 1 bem como a 2 eram 

proteínas não retidas e que foram todas eluídas ao mesmo tempo, significando que na prática 

a fração 7 e 9 eram as duas frações majoritárias do pico IV (Figura 2b).   

A análise da atividade de PLA2 das várias frações de 1 a 7 mostrou que as frações 

1, 6 e 7 seriam as cataliticamente ativas e que estas eram as responsáveis pela atividade 

enzimática PLA2 da fração IV (Figura 2b). Já atividade miotóxica foi detectada para as 

frações 1, 6, 7, 8 e 9 sendo maior para as frações 7 e 9 (Figura 2b). 

A eletroforese PAGE-SDS mostrou que a fração 1 era constituída por diferentes 

bandas eletroforéticas desde de alto peso molecular a baixo peso molecular. As frações 2, 6, 7, 
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8 e 9 apresentaram uma quantidade de bandas menores, sugerindo que estas foram eluídas 

com relativo grau de pureza (Figura 2c). 

A análise destes resultados mostrou que a fração 7 seria uma PLA2 cataliticamente 

ativa e miotóxica e a fração 9 seria uma das principais isoformas de PLA2 cataliticamente não 

ativas miotóxicas.  

Ambas então foram submetidas a uma nova etapa cromatográfica em HPLC de 

fase reversa, utilizando uma coluna analítica C5. Nestas condições tanto a fração 7 (PLA2 Asp 

49) quanto a fração 9 (PLA2 Lys 49) foram eluídas como um único pico de eluição (Figuras 3 

e 4, respectivamente). Ambas PLA2 mostraram após esta última etapa cromatográfica serem 

proteínas básicas com um pI estimado ao redor de 8 e com uma massa molecular ao redor de 

14kDa pela análise em eletroforese 2D. 

 

FIGURA 1 – 1a Perfil cromatográfico do fracionamento do veneno total de Bothropoides 

erythromelas em coluna de exclusão molecular. 1b Monitoramento da atividade PLA2 e 

atividade miotóxica. 
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FIGURA 2 – 2a Perfil cromatográfico do fracionamento da fração IV de Bothropoides 

erythromelas. 2b Atividade enzimática fosfolipásica A2 das frações 1, 2, 6, 7, 8 e 9 e as suas 

respectivas atividades miotóxicas. As outras frações não foram testadas devido a sua baixa 

concentração. 2c Perfil eletroforético das frações 1, 2, 6, 7, 8 e 9. 
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FIGURA 3 – 3a Perfil cromatográfico do fracionamento da fração 7 a qual foi definida como 

PLA2 Asp 49. 3b Perfil eletroforético da PLA2. 
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FIGURA 4 – 4a Perfil cromatográfico do fracionamento da fração 9 a qual foi definida como 

PLA2 Lys 49. 4b Perfil eletroforético da PLA2. 
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_____________________________________________ 

GRÁFICOS DA PERFUSÃO RENAL DO VENENO 

TOTAL DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS 



198 

 

 

GRÁFICO 1.1 - Efeitos na pressão de perfusão renal (PP) na ausência (controle) e presença 

do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 

 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 2.1 - Efeitos na resistência vascular renal (RVR) na ausência (controle) e 

presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL).  
 

 

 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
 

 

GRÁFICO 3.1 - Efeitos no fluxo urinário (FU) na ausência (controle) e presença do veneno 

de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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GRÁFICO 4.1 - Efeitos no ritmo de filtração glomerular (RFG) na ausência (controle) e 

presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 5.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de sódio (%TNa
+
) na ausência 

(controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

  
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 6.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de potássio (%TK
+
) na ausência 

(controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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GRÁFICO 7.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (%TCl
-
) na ausência 

(controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 8.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de sódio (%pTNa
+
) na ausência 

(controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 9.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de potássio (%pTK
+
) na 

ausência (controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 

 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

* 

* 
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GRÁFICO 10.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl
-
) na 

ausência (controle) e presença do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 11.1 - Efeitos na excreção de sódio (ENa
+
) na ausência (controle) e presença do 

veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 12.1 - Efeitos na excreção de potássio (EK
+
) na ausência (controle) e presença do 

veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

* 
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GRÁFICO 13.1 - Efeitos na excreção de cloreto (ECl
-
) na ausência (controle) e presença do 

veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 
 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 
 

GRÁFICO 14.1 - Efeitos no clearance osmótico (Cosm) na ausência (controle) e presença do 

veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10g/mL). 
 

 

 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós- 

teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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TABELAS DOS RESULTADOS 
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TABELA 1: Efeitos na pressão de perfusão renal (PP) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 
 

Variáveis 

(mmHg) 

30 min 60 min 90 min 120 min 

Controle 110,11  3,70 108,27  4,90 108,70  5,10 110,28  3,70 

Lys 49 108,8  2,71 129,2  2,67* 139,2  3,96* 139,6  2,47* 

Asp 49 

 

B.E 

104,7  1,29 

112,30  4,20 

103,2  0,94 

83,70  9,50* 

103,4  1,72 

65,20  5,60* 

104,3  2,23 

68,80  11,6* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 2: Efeitos na resistência vascular renal (RVR) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 
 

Variáveis 

(mm.Hg/mL.g-1.min-1 ) 

30 60 90 120 

Controle 5,39  0,57 5,57  0,54 5,76  0,65 5,49  0,54 

Lys 49 4,71  0,18 5,58  0,14 5,98  0,10 6,04  0,19 

Asp 49 

 

B.E 

5,09  0,11 

5,30  0,61 

5,02  0,10 

3,95  0,58* 

5,02  0,09 

3,10  0,45* 

5,06  0,11 

3,25  0,63* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 3: Efeitos no fluxo urinário (FU) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 (5g/mL) e 

Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis 

(mL. g-1.min-1) 

30 60 90 120 

Controle 0,14  0,01 0,14  0,01 0,14  0,01 0,14  0,01 

Lys 49 0,13  0,01 0,15  0,01 0,19  0,02 
0,23  0,03* 

Asp 49 

B.E 

0,16  0,01 

0,15  0,03 

0,17  0,02 

0,13  0,04 

0,16  0,02 

0,36  0,08* 

0,17  0,02 

0,47  0,08* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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TABELA 4: Efeitos no ritmo de filtração glomerular (RFG) na ausência (controle) e presença das frações Lys 

49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis 

(mL.g-1.min-1) 

30 60 90 120 

Controle 0,72  0,12 0,76  0,07 0,70  0,09 0,72  0,10 

Lys 49  0,64  0,05 0,51  0,07* 0,92  0,10 0,92  0,13 

Asp 49 

B.E 

0,64  0,04 

0,66  0,12 

0,71  0,07 

0,42  0,12* 

0,61  0,04 

0,95  0,26* 

0,71  0,09 

1,24  0,26* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 5: Efeitos no percentual de transporte tubular de sódio (%TNa+) na ausência (controle) e presença das 

frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 
 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 80,17  1,40 80,04  1,61 79,18  0,88 80,58  0,45 

Lys 49  78,73  2,74 74,14  3,67  73,22  4,01  70,93  2,52* 

Asp 49 

 

B.E 

83,22  1,46 

 

79,08  1,67 
 

81,01  1,88 

 

68,36  4,12*  

79,61  2,37  

 

58,35  4,86* 

75,90  2,24  

 

59,24  3,15* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 6: Efeitos no percentual de transporte tubular de potássio (%TK+) na ausência (controle) e presença 

das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 

10g/mL). 

 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 65,36  2,47 66,38  3,31 67,20  4,04 64,28  5,93 

Lys 49  60,47  4,95  59,53  4,76  60,61  5,81 63,28  2,74  

Asp 49 

B.E 

62,29  3,20 

68,89  3,79  

57,15  3,51 

64,80  4,02  

58,45  3,12 

57,32  5,28* 

51,62  5,48 

58,07  3,78* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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TABELA 7: Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (%TCl-) na ausência (controle) e presença das 

frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 79,90  1,03 81,25  2,44 77,32  2,22 78,53  2,33 

Lys 49  78,89  2,31  73,95  3,91  69,21  4,25  69,68  2,83 

Asp 49 

B.E 

79,74  1,98 

78,40  1,98  

78,80  2,01 

66,37  4,48*  

78,33  2,59  

55,97  5,52* 

75,20  2,68 

57,10  4,13*  

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 8: Efeitos no percentual de transporte proximal de sódio (%pTNa+) na ausência (controle) e presença 

das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 

10g/mL). 

 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 75,65  1,42  74,69  0,99 73,84  2,64 74,94  3,02  

Lys 49  77,66  2,66  72,22  3,69 71,81  4,41 70,79  2,61 

Asp 49 

B.E 

81,05  1,92 

74,97  2,07 

78,08  1,98 

63,13  5,14* 

77,08  2,68 

52,89  5,79* 

73,41  2,37 

54,91  3,36*  

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 9: Efeitos no percentual de transporte proximal de potássio (%pTK+) na ausência (controle) e 

presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE 

= 10g/mL). 

 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 69,92  4,09  70,13  3,69 70,18  4,86 69,17  5,64 

Lys 49  67,97  2,99 71,26  2,41 75,67  2,06 66,36  2,41 

Asp 49 

B.E 

65,59  3,15 

69,78  4,56 

58,73  2,45* 

64,57  4,88 

61,83  2,06 

56,86  6,29* 

58,87  5,38 

58,74  4,0* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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TABELA 10: Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl-) na ausência (controle) e 

presença das frações Lys 49 (5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE 

= 10g/mL). 

 

Variáveis  

% 

30 60 90 120 

Controle 76,81  1,25 78,49  2,90 76,58  1,20 76,36  2,47  

Lys 49 

Asp 49 

Controle (B.E) 

B.E 

77,82  2,31 

77,56  2,39 

69,92  4,09 

70,29 2,85 

72,02  4,01 

75,86  2,20 

70,13  3,69 

57,14  5,69*  

67,80  4,87 

75,80  2,84 

70,18  4,86 

46,51  6,59* 

69,54  2,77 

72,70  2,79 

69,17  5,64 

48,77  4,22* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 11: Efeitos na excreção de sódio (ENa+) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis  

(Eq.g-1. min-1) 

30 60 90 120 

Controle 17,81  1,43 17,74  1,51 18,76  1,31 19,74  1,48  

Lys 49  16,85  1,82 19,13  1,98  26,29  3,37* 32,44  5,58* 

Asp 49 

B.E 

17,89  1,64 

17,85  3,62 

19,98  2,50 

16,37  4,76 

19,30  2,69 

47,3  10,36* 

21,19  3,36 

62,40  10,86* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 12: Efeitos na excreção de potássio (EK+) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis  

(Eq.g-1. min-1) 

30 60 90 120 

Controle 0,90  0,07 0,98  0,06 0,90  0,05 0,84  0,06 

Lys 49  0,84  0,03 0,83  0,03 1,10  0,10* 1,29  0,20* 

Asp 49 

B.E 

1,16  0,04 

0,85  0,19 

1,54  0,05* 

0,58  0,15* 

1,44  0,04* 

1,61  0,41* 

1,24  0,10* 

2,15 0,45* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 
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TABELA 13: Efeitos na excreção de cloreto (ECl-) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis  

(Eq.g-1.min-1) 

30 60 90 120 

Controle 15,38  2,87 15,62  2,87 16,71  2,70 18,17  3,42 

Lys 49  14,59  1,50 16,47  1,62 22,62  2,21 25,31  3,92 

Asp 49 

B.E 

17,72  1,48 

13,63  2,85 

18,27  1,99 

12,04  2,78 

17,52  2,31 

34,77  7,96* 

18,39  2,85 

45,77  8,53* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 14: Efeitos no clearance osmótico (Cosm) na ausência (controle) e presença das frações Lys 49 

(5g/mL) e Asp 49 (5g/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10g/mL). 

 

Variáveis  

(mL.g-1.min-1) 

30 60 90 120 

Controle 0,12  0,02 0,12  0,02 0,14  0,01 0,13  0,02 

Lys 49 0,13  0,01 0,14  0,01 0,19  0,03 0,23  0,04* 

Asp 49 

Controle (B.E) 

B.E 

0,15  0,02 

0,12  0,01 

0,13  0,02 

0,15  0,02 

0,12  0,01 

0,11  0,03 

0,14  0,02 

0,12  0,01 

0,32  0,07* 

0,16  0,02 

0,13  0,01 

0,42  0,07* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*. 

 

TABELA 15: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência (controle) e presença 

do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 

Variáveis Viabilidade celular (%) 

Controle 99,95  1,92 

B. erythromelas (3,125g/mL) 108,2 ± 6,83 

B. erythromelas (6,25g/mL) 115,3  6,92 

B. erythromelas (12,5g/mL) 111,5  8,31 

B.erythromelas (25g/mL) 109,6  7,63 

B. erythromelas (50g/mL) 83,64  5,31* 

B. erythromelas (100g/mL) 72,72  8,41* 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

* 

* 

* 

* 
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TABELA 16: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência (controle) e presença 

da fração Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 

Variáveis Viabilidade celular (%) 

Controle 100,0  1,31 

Lys 49 (3,125g/mL) 93,70 ± 2,44 

Lys 49 (6,25g/mL) 76,84  0,98* 

Lys 49 (12,5g/mL) 67,99  1,20* 

Lys 49 (25g/mL) 61,21  1,19* 

Lys 49 (50g/mL) 51,04  4,02* 

Lys 49 (100g/mL) 29,35  5,80* 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

 

TABELA 17: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na ausência (controle) e presença 

da fração Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 

Variáveis Viabilidade celular (%) 

Controle 100,0  1,31 

Asp 49 (3,125g/mL) 106,5 ± 1,40 

Asp 49 (6,25g/mL) 106,6  2,59 

Asp 49 (12,5g/mL) 105,8  2,98 

Asp 49 (25g/mL) 103,0  2,75 

Asp 49 (50g/mL) 86,32  1,47* 

Asp 49 (100g/mL) 69,41  1,23* 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  
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TABELA 18: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato Desidrogenase - LDH) em células 

MDCK na ausência (controle) e presença do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 

e 3,125g/mL). 
  

 

Variáveis Liberação de LDH 

Controle 74,01 ± 6,70 

B. erythromelas (3,125g/mL) 77,25 ± 5,83 

B. erythromelas (6,25g/mL) 79,56 ± 5,74 

B. erythromelas (12,5g/mL) 76,32 ± 5,76 

B. erythromelas (25g/mL) 73,55 ± 2,58 

B. erythromelas (50g/mL) 73,09 ± 6,81 

B. erythromelas (100g/mL) 75,40 ± 6,36 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

 

TABELA 19: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato Desidrogenase - LDH) em células 

MDCK na ausência (controle) e presença da fração Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 

25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 

 
 

Variáveis Liberação de LDH 

Controle 90,49 ± 5,27 

Lys 49 (3,125g/mL) 97,14 ± 0,0 

Lys 49 (6,25g/mL) 92,91 ± 1,91 

Lys 49 (12,5g/mL) 63,60 ± 10,41 

Lys 49 (25g/mL) 85,44 ± 2,45 

Lys 49 (50g/mL) 86,50 ± 1,50 

Lys 49 (100g/mL) 136,5 ± 9,25* 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  
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TABELA 20: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberação de Lactato Desidrogenase - LDH) em células 

MDCK na ausência (controle) e presença da fração Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 

25; 12,5; 6,25 e 3,125g/mL). 
 

Variáveis Liberação de LDH 

Controle 90,49 ± 5,27 

Asp 49 (3,125g/mL) 93,67 ± 1,16 

Asp 49 (6,25g/mL) 98,00 ± 1,45 

Asp 49 (12,5g/mL) 95,91 ± 3,40 

Asp 49 (25g/mL) 93,69 ± 1,13 

Asp 49 (50g/mL) 94,89 ± 4,56 

Asp 49 (100g/mL) 96,70 ± 2,40 

Dados expressos como média  EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.  

 

TABELA 21: Expressão gênica de caspase-3 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente 

Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas). 

 

Variáveis Expressão gênica de caspase-3 

Controle 

DOXO (3,12g/mL)                                                                                                                                                             

VBE (23,32g/mL) 

VBE (46,65g/mL) 

1,01 ± 0,04 

  1,95 ± 0,17* 

  1,94 ± 0,28* 

1,35 ± 0,12 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle negativo (células + PBS) e p < 0,05# = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle positivo DOXO. 

 

TABELA 22: Expressão gênica de caspase-8 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente 

Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas). 

 

Variáveis Expressão gênica de caspase-8 

Controle 

DOXO (3,12g/mL) 

VBE (23,32g/mL) 

VBE (46,65g/mL) 

              1,07 ± 0,10 

  2,10 ± 0,24* 

   2,39 ± 0,17* 

   2,07 ± 0,18* 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle negativo (células + PBS) e p < 0,05# = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle positivo DOXO. 
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TABELA 23: Expressão gênica de Bax em células MDCK tratadas com veneno total da serpente Bothropoides 

erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas). 

 

Variáveis Expressão gênica de Bax 

Controle 

DOXO (3,12g/mL) 

VBE (23,32g/mL) 

VBE (46,65g/mL)                                                                                

             1,01 ± 0,03 

2,12 ± 0,15* 

  0,56 ± 0,02*# 

  0,42 ± 0,03*# 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05# = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle positivo DOXO. 

 

TABELA 24: Expressão gênica de Bcl-XL em células MDCK tratadas com veneno total da serpente 

Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas). 

 

Variáveis Expressão gênica de Bcl-XL 

Controle 

DOXO (3,12g/mL) 

VBE (23,32g/mL) 

VBE (46,65g/mL) 

             1,02 ± 0,06 

             2,02 ± 0,17* 

             1,34 ± 0,11# 

             1,21 ± 0,07# 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle negativo (células + PBS) e p < 0,05# = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle positivo DOXO. 

 

TABELA 25: Expressão gênica de Mcl-1 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente Bothropoides 

erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas). 

 

Variáveis Expressão gênica de Mcl-1 

Controle 

DOXO (3,12g/mL) 

VBE (23,32g/mL) 

VBE (46,65g/mL) 

1,01 ± 0,04 

1,27 ± 0,12 

1,19 ± 0,06 

  1,46 ± 0,11* 

 

Dados expressos como média  EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle negativo (células + PBS) e p < 0,05# = diferença estatística entre os grupos tratados com VBE e o 

controle positivo DOXO. 

 

 

 

 


