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RESUMO 
 
 
Serpentes peçonhentas produzem uma variedade de toxinas altamente citotóxicas. 
Possuem um verdadeiro coquetel de substâncias farmacológicas, tornando-se uma 

, que atualmente vem sendo utilizados por inúmeros 
pesquisadores, para o desenvolvimento de novos fármacos com potente ação contra 
microorganismos. O presente estudo visou avaliar a potencial atividade citotóxica da 
peçonha de Caudisona durissa terrificus em células mononucleares (CMN) do 
sangue periférico humano, in vitro. Após a padronização da obtenção de CMN para 
cultivo celular, foi realizada a avaliação do efeito citotóxico de diferentes 
concentrações do veneno bruto. As CMN do sangue periférico foram separadas por 
meio gradiente de densidade e incubadas (2x105 células/poço) com diferentes 
concentrações do veneno (50, 5, 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005 µg/mL), em diferentes 
tempos (1, 3, 6, 24, 48 e 72h) e substratos (PHA, IL  2). A avaliação da atividade 
citotóxica do veneno foi realizada, por meio da leitura das células em câmara de 
neubauer, após 24, 48 e 72 horas. Em conclusão, foi possível identificar que a 
citotoxicidade do veneno bruto de C. d. terrificus varia de forma proporcional à 
concentração, ou seja, quanto maior a concentração do veneno, maior a sua 
citotoxicidade. Com isso, a concentração de 0,0005µg/mL do veneno bruto de 
Caudisona durissa terrificus, neste experimento, apresentou uma baixa atividade 
citotóxica em CMN de sangue periférico humano e que a fragmentação do DNA 
celular não foi visualizada neste estudo. Desta forma, sugere-se empregar dois ou 
mais ensaios distintos para confirmar se a indução da morte celular está ocorrendo 
por meio de apoptose. 
 
Palavras-chave: Venenos ofídicos, Caudisona durissa terrificus, citotoxicidade, 
células mononucleares do sangue periférico. 
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ABSTRACT 

 
Venomous snakes have a real cocktail of pharmacological active substances and 

drugs that act powerfully against microorganisms. The objective of the present study 
was to evaluate in vitro the potential cytotoxic activity of Caudisona durissa terrificus 
venom in mononuclear cells (MNC) of peripheral human blood. After obtaining MNC 
for cell culture, the cytotoxic effect of different concentrations of crude venom was 
evaluated. The peripheral blood MNC were separated using a density gradient and 
were incubated (2x105 cells/well) with different venom concentrations (50, 5, 0,5, 
0,05, 0,005 e 0,0005 µg/mL) for different times (1, 3, 6, 24, 48 e 72h) and in different 
substrates (PHA, IL  lly 
examining the plates after 24, 48 and 72 hours. Was also observed with different 
concentrations of crude venom induced ADN fragmentation in MNC. We observed 
that the toxicity of crude C. d. terrificus venom varies proportionally with 
concentration, i.e., the higher the concentration, the higher its cytotoxicity. For this 
reason the 0.0005µg/mL concentration of crude Caudisona durissa terrificus venom 
presented the lowest cytotoxic activity in peripheral human blood MNC and that the 
fragmentation of cellular ADN was not seen in this study. Thus, it is suggested to 
employ two or more different assays to confirm the induction of cell death is occurring 
through apoptosis. 
 

Key words: Ophidian venoms, Caudisona durissa terrificus, Cytotoxicity, Peripheral 
blood mononuclear cells.  
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VDRL  Teste não treponêmico de diagnóstico da sífilis (Venereal 

Disease Research Laboratory) 

VERO  Células de rim de macaco 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

 
Desde os primórdios o homem tem se apropriado da natureza como fonte de 

exploração dos recursos naturais, principalmente as plantas e os animais (GARCIA, 

1995).  A congregação de produtos orgânicos e os diferentes níveis de vida biológica 

no planeta formam a biodiversidade (WILSON, 1988).  Desta forma, o termo 

biodiversidade expressa não só a variedade de vida, mas também a importância 

desta variedade para a manutenção vital (IANNI, 2005). A rica biodiversidade 

mundial tem servido de subsídio para a obtenção de alimentos, medicamentos e 

produção industrial de abrigos, vestimentas e bens de consumo (BRASIL, 2002). 

  O aproveitamento da biodiversidade, bem como o entendimento da sua 

importância como vital à sobrevivência da humanidade, passou a ser melhor 

compreendido com o desenvolvimento da biotecnologia. Tal recurso possibilitou 

compreender que quanto maior a diversidade de vida que um país possui, uma 

maior variedade de produtos pode ser desenvolvida, tendo como exemplo a 

obtenção de matéria-prima para produção medicamentosa (YUNES et al., 2001).   

Nesta perspectiva, Newmann & Cragg (2007) afirmam que substâncias 

extraídas tanto da fauna quanto da flora, possuem diversas propriedades 

farmacológicas. Corroborando com tal afirmativa, Viegas et al. (2006) destacam que 

a evolução científica atravessa uma importante fase na qual os estudos com 

espécies animais e preparados vegetais adquirem destaque, tanto na busca por 

novas moléculas bioativas como no entendimento de seus mecanismos de ação.  

Sendo assim, a necessidade por produtos químicos e farmacológicos 

aumentou o interesse sobre a biodiversidade uma vez que a indústria farmacêutica 

recentemente retomou o entendimento de que a cura para milhares de enfermidades 
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humanas pode estar nos produtos extraídos dos recursos naturais biológicos 

(SANTOS, 2010). Por esta razão, aumenta a cada dia a convicção quanto à 

importância da utilização dos recursos naturais. Afinal, plantas e animais constituem 

parte do desenvolvimento dos seres humanos, tornando-se inegável seus benefícios 

em prol da humanidade (SIMÕES & SCHENKEL, 2002).  

A biodiversidade brasileira é considerada uma importante fonte de riqueza, 

qualificando-se como a mais diversificada de toda a América Central e do Sul 

(GOTTLIEB et al., 1998; RODRIGUES, 2005).  Por possuir uma vasta gama de 

recursos naturais, o país passa a ocupar uma posição de destaque, não só entre os 

países do continente americano, mas também no cenário mundial. Este fato é 

demonstrado por valores estimados onde 13% das espécies descritas mundialmente 

pela ciência estão aqui localizadas (SILVA, 2008). 

 Com a crescente perspectiva no campo do desenvolvimento biotecnológico 

(OLIVEIRA et al., 2006), o Brasil encontra-se diante de uma nova realidade, onde a 

possibilidade da utilização de recursos naturais associado à evolução da 

biotecnologia como instrumento de desenvolvimento econômico e social (VALLE & 

SANTOS, 2008), proporcionará ao país um importante papel de destaque no 

desenvolvimento econômico e científico (SOUZA, 2011). Desta forma, fazem-se 

necessários fortes investimentos na base acadêmica e científica, uma vez que a 

biotecnologia poderá desempenhar um papel importante para atingir as metas da 

sustentabilidade social no país (SILVEIRA et al., 2004; SCHEMBERG, 2010).  

Contudo, mesmo o Brasil possuindo uma grande diversidade genética vegetal 

e ser um dos maiores centros que congregam espécies animais, principalmente 

devido a sua localização geográfica, ao clima e umidade adequados e aos inúmeros 

fatores bióticos e abióticos a pesquisa com tais recursos ainda é reduzida, ora pelo 
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baixo número de pesquisadores, ora pela falta de interesse e investimentos públicos 

(GOTTLIEB & BORIN, 1997; VARELLA, 1997; LEWINSOHN & PRADO, 2005).  

Segundo Gracia (1995), a evolução da biotecnologia, tem gerado expectativas 

quanto ao uso dos recursos naturais na perspectiva de resolver problemas de saúde 

da humanidade. Entretanto, o desafio é desenvolver estratégias que permitam a 

coexistência sustentável entre a biodiversidade, o desenvolvimento biotecnológico e 

a saúde, refletindo sempre a integração da natureza com a sociedade. 

Segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia (2011), a fauna brasileira 

apresenta uma grande densidade de répteis, representados aproximadamente por 

721 espécies. Estes dados adquirem relevância ainda mais significativa quando 

comparados ao número de espécies de répteis encontrados no mundo todo, cerca 

de 8.700 espécies (UETZ & HALLERMAN, 2009). Segundo Bérnils (2010), esta 

relação de espécies encontradas no Brasil, comparadas com a quantidade de 

répteis descritos mundialmente, coloca o país como a segunda nação no mundo em 

número de répteis. 

Martins & Molina (2008) afirmam que um terço da fauna brasileira de répteis 

existe somente no Brasil, com destaque para a população ofídica, onde são 

encontradas 371 espécies de serpentes (SBH, 2011) o que segundo Valle (2005) 

proporcionará ao país boas perspectivas no desenvolvimento biotecnológico.  

Desta forma, algumas serpentes brasileiras têm servido de subsídio para o 

desenvolvimento de pesquisas, dentre elas as pertencentes à família Viperidae, 

representada pelos gêneros Bothrops e Crotalus que, devido avanços sobre o 

conhecimento das relações filogenéticas entre as serpentes, proporcionou a 

mudança na sua classificação de Crotalus para Caudisona (HOSER, 2009; 
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BERNARDE, 2011), além do gênero Lachesis (BARRAVIERA, 1995; BOCHNER & 

STRUCHINER, 2003).  

O interesse na realização de pesquisas com venenos ofídicos vem adquirindo 

destaque ao longo dos anos (CHIPPAUX & GOIFFON, 1998), uma vez que os 

mesmos são fontes naturais de substâncias biologicamente ativas e com 

potencialidades terapêuticas (KOH et al., 2006; CALKOSINSKI et al., 2010) 

principalmente em situações que visam os cuidados à saúde humana (KREUZER & 

MASSEY, 2002).  

Segundo Vital Brazil (1982) o estudo dos venenos animais e seus 

constituintes são de suma importância, pois possibilita a aquisição de 

conhecimentos sobre os aspectos fisiopatológicos dos envenenamentos 

proporcionando a aplicação de medidas mais eficientes na conduta terapêutica. 

Além disso, podem revelar substâncias com potencialidades terapêuticas, cujo 

estudo de seus constituintes químicos poderá auxiliar na descoberta de novos 

compostos com propriedades farmacológicas. 

Estudos envolvendo ofídios passam a apresentar grande significado quando 

realizados com a biodiversidade do cerrado brasileiro, onde se encontram cerca de 

107 espécies de serpentes, sendo deste total, 11 consideradas endêmicas (COLLI, 

2005). O cerrado possui uma rica fonte de recursos naturais, que o coloca entre as 

25 regiões de prioridade no mundo para estudos com a sua biodiversidade (MYERS 

et al., 2000). Entretanto, Nogueira (2001) afirma que mesmo sendo uma vasta fonte 

de riquezas naturais, a diversidade biológica do cerrado ainda é pouco estudada. 

Dentre as serpentes, as pertencentes ao gênero Crotalus adquirem destaque 

por apresentar o maior índice de letalidade, chegando a 11% mesmo quando o 

paciente recebe o tratamento com soro anti-ofídico (BARRAVIERA, 1993; FEITOSA 
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et al., 1997). Muitos estudos estão sendo realizados com o propósito de identificar 

os componentes da peçonha das serpentes deste gênero, bem como os seus 

mecanismos de ação e a possibilidade de aplicá-los terapeuticamente (KOH et. al., 

2006).  Sendo assim, avaliar a potencial atividade citotóxica da peçonha de 

Caudisona durissa terrificus sobre células mononucleares do sangue periférico 

humano tornou-se o objetivo principal deste estudo.  

Embora já existam estudos confirmando a utilização de componentes da 

peçonha ofídica na saúde, peçonhas de serpentes típicas do cerrado brasileiro ainda 

são pouco estudadas, principalmente no que se refere à sua ação contra 

microorganismo. Desta forma a determinação da potencial atividade citotóxica da 

peçonha de Caudisona durissa terrificus (Fig. 1) em CMN, servirá de subsídio para a 

sua utilização em futuras pesquisas na tentativa de testar a sua potencialidade 

contra microorganismos sem causar danos à saúde.  

 
     Figura 1. Caudisona durissa terrificus. 
     Fonte: Bernarde (2009). 
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1.1. CARACTERÍSTICAS GERAIS DAS SERPENTES 

 

Também conhecidas como ofídios, as serpentes pertencem à ordem 

Squamata, subordem Ophidia, e classe Reptilia, organizadas em três superfamílias, 

a Scolecophidia (Typhlopoidea), a Henophidia (Boidea) e a Caenophidia 

(Xenophidia). Mundialmente são encontradas cerca de 2.900 espécies de serpentes, 

distribuídas em 465 gêneros e 20 famílias, sendo que no Brasil, encontram-se cerca 

de 13%, representadas por 371 espécies distribuídas em 75 gêneros e 9 famílias 

(VIZOTTO, 2003; GRAHAN et al., 2007; FRANCO, 2009; MELGAREJO, 2009; SBH, 

2011).  

Estes animais vertebrados apresentam características morfológicas e 

fisiológicas especiais que as diferenciam dos outros répteis entre elas, a ausência de 

membros locomotores, movimentando-se através da contração dos músculos que se 

inserem nas vértebras e nas costelas e da estrutura muscular ventral. A estruturação 

anatômica de órgãos como rins, fígado, coração e pulmões acompanha o formato 

alongado do corpo, sendo também desprovidas de pálpebras móveis possuindo 

apenas uma membrana fixa que protege a córnea (GUIMARÃES, 1979; COATES & 

RUTA, 2000; TERRUGGI, 2004).  

Os ofídios não possuem ouvido externo ou membrana timpânica, o que os 

torna totalmente restritos a percepção de sons aéreos. Desta forma, sua orientação 

ocorre através por meio de vibrações do maxilar e do crânio. Nesta perspectiva, do 

ponto de vista sensorial, algumas serpentes orientam-se através de um órgão 

denominado fosseta loreal, representando um sistema termo-receptor de orientação, 

que possibilita a serpente detectar a proximidade de um animal com temperaturas 
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em torno de 36 a 37° C à distância de dois metros (SILVA, 2001; HICKMAN et al., 

2004). 

As serpentes apresentam junto às áreas olfativas das narinas os órgãos de 

Jacobson sendo este localizado anteriormente ao palato. Esta estrutura é ricamente 

inervada e revestida por epitélio olfativo. A língua, com morfologia bífida, capta 

partículas odoríferas trazendo-as para o interior da boca entrando em contato com 

os órgãos de Jacobson onde substâncias químicas são enviadas até o encéfalo para 

a identificação de odores. Além disso, as serpentes se destacam entre os répteis por 

apresentarem grande extensibilidade da cavidade bucal. Isto ocorre devido o crânio 

e a mandíbula estarem ligados por meio de uma estrutura óssea denominada 

assim a possibilidade das serpentes abrirem a boca até aproximadamente um 

ângulo de 180 graus. Esta característica possibilita as serpentes engolir animais 

vertebrados ou invertebrados inteiros durante a sua alimentação (ZUG et al., 2000; 

POUGH, 2003; ORR, 2007). 

Ressalta-se ainda o fato das serpentes apresentarem a pele revestida por 

escamas, organizada desta forma para além de fornecer proteção e evitar a perda 

de água, proporcionar a absorção de calor para a manutenção da temperatura 

corporal e consequentemente, regular o metabolismo, já que fisiologicamente 

apresentam dificuldade de gerar calor internamente, sendo necessária a obtenção 

por meio de fontes externas o que caracteriza as serpentes como tanatofídios 

(BRASIL, 1999; SILVA, 2001; MARQUES & SAZIMA, 2009). Este aspecto 

morfológico e fisiológico justifica a ampla distribuição dos ofídios em quase todos os 

ambientes do globo terrestre, excetuando regiões de baixas temperaturas, como as 

calotas polares, o que torna inviável a sobrevivência de animais ectotérmicos nestas 



24 
 

regiões, também sendo escassas em regiões de grandes altitudes (GREENE, 1997; 

KIYOMI, 2006).  

Desta forma, a maioria das serpentes encontra-se distribuída em regiões de 

clima tropical e subtropical (STORER et al., 2002) ocupando o ambiente terrestre, 

cujos habitats podem ser subterrâneos, dendrícolas ou até mesmo a superfície do 

solo. São encontradas também no meio aquático, tanto em águas continentais 

(dulcícolas) como oceânicas (salgadas) ou ainda com características anfíbias 

(TOKARNIA & PEIXOTO, 2006).  

Características especiais encontradas em algumas serpentes fazendo com 

que estas sejam consideradas peçonhentas uma vez que, possuem glândulas 

produtoras de toxinas denominadas glândulas iógenas (ios = peçonhas, veneno) e 

presas apropriadas para a inoculá-las (SOERENSEN, 1990; ZUG, et al., 2000; 

SILVA et al., 2005). As serpentes peçonhentas pertencem à superfamília 

Caenophidia, apresentando serpentes com alto desenvolvimento e características 

especializadas, com destaque para as famílias Colubridae, com cerca de 1600 

espécies distribuídas pelo mundo todo com exceção da Antártida (PINTO, 1991; 

PEICHOTO et al., 2004; PEICHOTO et al., 2005; GRAHAM et al., 2007) 

Atractaspididae, representada por 60 espécies localizadas na Ásia e na África, 

Elapidae, também distribuída por todos os continentes, com cerca de 250 espécies, 

exceto na Antártida e Viperidae, representada por 250 espécies, ausentes na 

Austrália e Antártida (NOGUEIRA & SAKATE, 2004; JUNQUEIRA, 2005; 

MELGAREJO, 2009). A família Viperidae congrega as serpentes de maior interesse 

médico, pertencendo a esta família, a serpente objeto deste estudo, e, portanto 

detalhada abaixo.  
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As espécies pertencentes à família Viperidae são caracterizadas pela 

capacidade de inocular veneno com extrema eficiência (JUNQUEIRA, 2005). Isso se 

deve ao fato das serpentes desta família apresentar dentição do tipo solenóglifa 

(soleno = canal, gliphé = sulco), ou seja, um par de presas anteriores, bem 

desenvolvidas, constituindo-se no mais perfeito aparelho inoculador de veneno já 

descrito fazendo destas serpentes, as maiores causadoras de acidentes ofídicos no 

Brasil (PIRES, 2004; BARRAVIERA & FERREIRA, 2005; AUTO, 2005).  

A família Viperidae está dividida em duas subfamílias, Crotalinae e Viperinae 

(FRANCO, 2009). As serpentes pertencentes à subfamília Viperinae são conhecidas 

como víboras verdadeiras e localizam-se abundantemente no continente Africano, 

no sudoeste Asiático e no continente Europeu. Destaca-se a víbora-negra (Vipera 

berus), a víbora-de-aríete africana (Bitis arietans) e a víbora do norte da África 

(Cerastes cornutus), porém, não estão presentes nos continentes Americanos (ZUG 

et al., 2000) 

 Como forma de caracterização da subfamília Crotalinae atribui-se a este 

grupo de serpentes a presença de fossetas nasais com finalidade termorreceptora, 

denominada de fosseta loreal, localizada entre os olhos e a narina (MELGAREJO, 

2009).  Portanto, as espécies pertencentes a esta subfamília são capaz de desferir 

ataques precisos contra suas vítimas mesmo durante a noite (AUTO, 2005). São 

cinco gêneros que representam os viperídeos da subfamília Crotalinae na fauna 

brasileira, Bothriopsis, Bothrocophias, Bothrops, Caudisona e Lachesis (SILVA, 

2000; FRANCA & MÁLAQUE, 2009). Os gêneros Bothrops, Caudisona, Lachesis 

são considerados os de maior interesse médico no Brasil justificando-se pelos 

números descritos pelo Ministério da Saúde, onde 90% dos acidentes são 

ocasionados por espécies do gênero Bothrops, seguido pelas serpentes do gênero 
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Caudisona representando 7,7% dos casos e com menor ocorrência a serpente dos 

gênero Lachesis com 1,4% (BRASIL, 2002; DA SILVA et al., 2003). 

Entretanto, as serpentes pertencentes ao gênero Caudisona vem ganhando 

destaque nas pesquisas, tanto pelo alto índice de letalidade decorrente dos 

acidentes, quanto pela importância científica que a peçonha representa 

(FRANCISCHETTI et al., 2000; CARDOSO et al., 2009).  

No Brasil, o gênero Caudisona está representado por apenas uma espécie, a 

Caudisona durissa (C.d.), sendo esta subdividida em cinco subespécies, conforme a 

sua coloração e distribuição geográfica, sendo possível observar diferenças 

morfológicas e comportamentais entre as serpentes deste gênero (PINHO & 

PEREIRA, 2001; CARDOSO et al., 2003; CAMPBELL & LAMAR, 2004; NOGUEIRA 

& SAKATE, 2004; ARGAÉZ, 2006; MELGAREJO, 2009 ).  

A Caudisona durissa collilineata tem predominância nas regiões sudeste e 

centro-oeste, já a subespécie Caudisona durissa cascavella predomina na região da 

caatinga nordestina enquanto que a Caudisona durissa ruruima na região norte e a 

Caudisona durissa marajoensis é encontrada na ilha de Marajó, no Pará (JORGE & 

RIBEIRO, 1992). Por fim, a Caudisona durissa terrificus é encontrada com maior 

frequência nos campos e matas da região sul, sudeste e centro-oeste e ainda em 

áreas de mata atlântica (ARAÚJO et al., 2003; CAMPBELL & LAMAR, 2004).  

As cascavéis também são conhecidas popularmente como boiçununga, cobra 

do guizo, boicininga, maracambóia ou maracá e tem sido alvo de estudos pelo 

número de acidentes que produzem (BRASIL, 1998; SAKATE, 2002). O Ministério 

da Saúde registrou o total de 1.931 acidentes crotálicos somente no ano de 2008 

sendo na maioria dos casos fatais o que confere o maior índice de letalidade entre 

todas as espécies consideradas peçonhentas no país (CUPO et al., 1990; 
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MELGAREJO, 2009). O mecanismo de ação do veneno é o mesmo entre as 

subespécies do gênero em questão, porém pode haver algumas variações como, 

por exemplo, ontogênica sendo a composição do veneno produzido pelo filhote 

diferente em relação à do adulto. A época do ano também pode influenciar na 

composição da peçonha, o que ocorre nas variações sazonais, bem como nas 

variações regionais entre serpentes pertencentes ao mesmo gênero, mas 

geograficamente separadas (SILVA, 2001; PEREIRA, 2004).   

A ação do veneno de C.d.terrificus no organismo humano caracteriza-se por 

apresentar pouca evidência no local, porém a nível sistêmico apresentam ação 

neurotóxica e miotóxica, alterações na coagulação sanguínea, paralisia respiratória, 

diminuição da pressão arterial e a falência renal aguda (AZEVEDO-MARQUES et al., 

2009). Dependendo da gravidade do acidente crotálico, também podem ser 

observadas lesões em órgãos como coração, fígado e até mesmo a falência múltipla 

dos órgãos (CRUZ et al., 2008). As serpentes do gênero Caudisona têm sido 

estudadas por causar o maior índice de letalidade em acidentes com seres humanos 

(PINHO & PEREIRA, 2001).  

 

1.1.1. Glândula de Veneno 
 

Algumas serpentes possuem um tecido especializado na produção, 

armazenamento e secreção de substâncias, sendo o órgão responsável por esta 

função denominado de glândula de veneno. Estas estruturas estão posicionadas 

uma de cada lado da cabeça, na região temporal atrás dos olhos e proporcionando 

um formato triangular a cabeça das serpentes. Ligamentos e músculos fixam a 

glândula ao crânio. O músculo compressor glandulae desempenha uma importante 

função no processo de inoculação do veneno uma vez que realiza a compressão da 
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glândula estimulando a sua liberação (MELGAREJO, 2009). Existe uma perfeita 

adaptação que liga à glândula a presa inoculadora, conhecida como ducto excretor 

(GUIMARÃES, 1979). 

 

 

Figura 2  Esquema da cabeça de um viperídeo onde se observa a posição da glândula 
venenosa (gv) e o ducto excretor (de), ligado à base da presa (p), o músculo compressor da 
glândula (mcg), o ligamento posterior (lig), que fixa à glândula ao crânio (MELGAREJO, 
2009). 
 

Quanto ao aspecto morfológico, a glândula pode ser dividida em quatro 

regiões bem definidas onde as mesmas foram descritas após estudo com diversas 

espécies. A glândula principal representa a parte secretora ocupando toda a porção 

posterior. O ducto primário que se estende para a porção anterior forma uma alça na 

região suborbital e que se abre na glândula acessória. A glândula acessória é 

formada por duas porções que contribuem com secreções durante a passagem do 

veneno e, por fim, o ducto secundário que se abre por dois poros na base da presa. 

A glândula principal é composta por túbulos ramificados, formados pelo epitélio que 

produz o veneno. Além disso, possui células produtoras de muco e o veneno 

produzido é armazenado no lúmen de diversos ductos coletores cuja função 

desempenhada é a de válvulas (MELGAREJO, 2009). 
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Figura 3  Macrofotografia de corte sagital, obtido da glândula de um viperídeo, onde se 
observa a glândula principal (gp) o ducto primário (dp), a glândula acessória (ga) o ducto 
secretor (ds) e o músculo compressor (mcg). Corte processado no Laboratório de Histologia 
Comparada da Universidade Federal do Rio de Janeiro (MELGAREJO, 2009). 
 

Esta complexa estrutura teve origem durante o processo evolutivo das 

serpentes onde parte do aparelho digestivo formado pelas glândulas salivares e o 

sistema pancreático deu origem ao mais especializado dos tecidos, cuja 

diferenciação possibilitou a produção de venenos tendo como base para sua 

formação a saliva e outras secreções oriundas da estrutura gástrica (BOISBOUVIER 

et al., 1998). 

Dentre os vertebrados, as serpentes são responsáveis pela produção, 

secreção e armazenamento daquele que pode ser considerado o líquido mais 

concentrado. As toxinas produzidas pelas glândulas possuem relação direta com os 

níveis armazenados no lúmen glandular. Portanto, sua produção é regulada 

conforme a utilização do veneno pela serpente (PETERS & MAYER, 1998). 

  Desta forma, algumas serpentes são classificadas como animais peçonhentos 

não só pelo fato de possuir a glândula produtora de veneno, mas também por 

apresentarem estruturas inoculadoras do mesmo (SOERENSEN, 1990). Entre as 

famílias de serpentes, os viperídeos são os que apresentam maior importância 

devido à alta freqüência com que ocorrem e a gravidade registrada (ARAÚJO et al., 
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2003). Tais acidentes representam um importante problema de Saúde Pública em 

todas as regiões do planeta (BATISTA, et al., 2007).  

 No mundo são encontradas cerca de 400 espécies de serpentes 

consideradas peçonhentas, sendo que no Brasil, 59 espécies possuem propriedades 

e características de produzir envenenamentos (MORENO et al., 2005). 

Mundialmente ocorrem cerca de 2.500.000 acidentes com ofídios por ano, onde 

deste elevado número, 125.000 casos tem como consequência final o óbito 

(CHIPPAUX, 1991). O Brasil notifica anualmente 21.000 acidentes com letalidade 

em 0.45% dos casos embora estes números não representem a realidade, pois 

muitos envenenamentos e suas consequências são negligenciados, subestimando 

portando a sua real magnitude (BRASIL, 1999; BRASIL, 2002; SILVA et al., 2009).  

 

1.2 VENENOS OFÍDICOS 

 

Considerado um dos fluidos mais concentrados secretados por animais, os 

venenos de serpentes são constituídos de vários componentes bioativos que 

apresentam uma ampla variedade de atividades (STOCKER, 1990; SAMPAIO et al. 

2005; WARRELL, 2010). Os venenos de serpentes, quando desferidos contra suas 

presas, no intuito de facilitar a imobilização, morte e auxiliar na digestão e 

acidentalmente em vítimas humanas, como formas de defesa interferem na 

homeostase e alteram diversos processos fisiológicos, podendo levar a vítima ao 

óbito pela falência múltipla dos órgãos (FRANCISCHETTI et al., 2000; FOX & 

SERRANO, 2005; MENEZES, 2006). 

Dentre as substâncias orgânicas presentes nos venenos ofídicos destacam-

se as proteínas e os peptídeos que representam mais de 90% do peso seco, além 
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de carboidratos, aminoácidos, nucleotídeos, lipídeos e aminas biogênicas 

(BJARNASON & FOX, 1988; MARKLAND, 1998). Também estão incluídas nesta 

mistura complexa, substâncias inorgânicas tais como, cálcio, ferro, cobre, magnésio, 

potássio, manganês, sódio, cobalto, fósforo e zinco. Dentre todas as substâncias a 

maior parte são proteínas que possuem atividades enzimáticas (CALVETE, et al., 

2007). 

Porém, cada espécie pode apresentar características distintas quanto às 

substâncias presentes e o grau de toxicidade uma vez que, fatores como a 

distribuição geográfica, idade do animal, gênero, hábitos alimentares, sazonalidade 

e fatores próprios interferem na composição química (CHPIPPAUX et al., 1991;  

MAGRO et al., 2001; STORER, 2002; CARDOSO et al., 2003).  

Estudos realizados com venenos de serpentes do gênero Bothrops 

mostraram diferenças na atividade biológica quando obtidos de serpentes adultas e 

serpentes jovens. A peçonha de serpentes jovens demonstrou maior índice de 

letalidade e o veneno das serpentes adultas demonstrou redução na atividade 

hemorrágica (ANTUNES et al., 2010). 

Segundo Calkosinski et al. (2010), as variações na composição química e 

toxicológica do veneno podem existir dentro da própria subespécie. O quadro 1 

apresenta as substâncias presentes na peçonha de viperídeos. 
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Quadro 1. Substâncias encontradas em peçonhas de viperídeos. 
 

 ENZIMAS NÃO ENZIMÁTICOS PEPTÍDEOS 

PROTÉICAS Metaloproteases 
Serino Proteases 

Catalases 
Fosfodiesterases 

Fosfolipases 
Fosfatase Alcalina 
Fosfatase Ácida 
Hialuronidases 

Desoxirribonucleases 
Ribonucleases 

Adenosinatrifosfatases 
NAD-nucleotidases 

Amilases 
Ativadores de fator X 

Fibrinogenases 
Ativadores de 
Protrombina 
Heparinases 

Oxidorredutases 
Transferases 

Acetilcolinesterases 
Colagenases 

Elastases 
Quininogenases 
Argininaesterase 

 

Ativadores de Proteína C 
Fatores de crescimento de 

vasos endoteliais 
Fatores de crescimento de 

nervos 
Inibidores de protrombinase 

Lectinas 
Lectinas like 

Precursores de peptídeos 
bioativos 

Proteína de ligação 
plaquetária 

 

Cardiotóxicos 
Citotóxicos 
Desintegrinas 
Natriuréticos 
Neurotóxicos 
Potenciadores 
de Bradicinina 
 

NÃO 
PROTÉICAS 

Aminas, Aminoácidos, Carboidratos, Citrato, Nucleosídeos, Cálcio, 
Cobalto, Cobre, Ferro, Fósforo, Potássio, Magnésio, Manganês, Sódio, 
Zinco. 

Fonte: (Adaptado de SIERRA & PÉREZ, 2001) 
 

 

Segundo Novaes (2004), neste coquetel de substâncias que compõem os 

venenos de serpentes existem moléculas de diversas características químicas, o 

, uma vez 

que estes compostos possuem atividades farmacológicas, tendo nestas moléculas 

bioquimicamente ativas uma fonte para pesquisadores desenvolverem novos 

fármacos.  
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Nesta perspectiva, se fazem necessários estudos com venenos de serpentes 

uma vez que, já foram obtidos produtos extraídos de peçonhas ofídicas e com o uso 

bem sucedido na clínica médica, como é o caso da extração de componentes da 

peçonha de Bothrops jararaca com atividades na hipertensão arterial (GARCIA, 

2003).  

Além disso, a aplicação de desintegrinas, peptídeos obtidos de venenos 

ofídicos, tem sido utilizada para o tratamento do câncer, demonstrando o grande 

valor para uso terapêutico destes compostos (KARALLIEDDE, 1995; CHEN et al., 

2002; WEBER et al., 2006). 

 

1.2.1 Componentes do veneno da Caudisona durissa terrificus  
 
 
 

A peçonha crotálica constitui-se de uma mistura complexa de substâncias 

orgânicas e inorgânicas (AZEVEDO-MARQUES et al., 2009).  As proteínas e os 

polipetídeos compõem a maior parte do veneno, chegando a 90 - 95% do seu peso 

seco. A combinação destas substâncias confere alto grau de toxicidade à peçonha, 

cuja ação proporciona desordens metabólicas na vítima. Entre os principais efeitos 

causados pela peçonha, observam-se atividades neurotóxicas e cardiotóxicas, além 

de edematogenicidade, miotoxicidade, ações coagulantes hemostáticas, 

hemorrágicas, nefrotóxicas e hepatotóxicas (MARKLAND, 1998; DE BEM NETO, 

2001; PINHO et al., 2004). Devido a todos estes danos causados, considera-se a 

peçonha crotálica como uma das mais tóxicas quando comparada com peçonhas de 

outras serpentes brasileiras (PINHO & BURDMANN, 2000).   

O veneno desempenha uma ação generalizada sobre as células e os tecidos, 

sendo a sua ação determinada pela composição e pela quantidade de um ou mais 
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constituintes específicos (RUSSEL et al., 1996). A composição diversificada do 

veneno apresenta compostos inorgânicos como o potássio, cálcio, níquel, cobalto e 

sódio que desempenham papel importante a ativação de algumas enzimas 

(BARRAVIERA, 1993; BEGHINI, 2001). Os compostos orgânicos são representados 

por enzimas hidrolíticas, proteolíticas e não proteolíticas como a L-aminoxidase, 

enzima trombina-like, fosfodiesterases, atividade de calicreína do tipo tissular, NAD-

hidrolase, fosfolipases, colinesterases, aminotransferases, catalases, ATPases, 

hialuronidases, NAD-nucleosidases e L-glicosaminidases desempenhando 

importantes efeitos bioquímicos, farmacológicos e imunológicos (BERCOVIC, 1987; 

MATSUI et al., 2000).  

A peçonha de Caudisona durissa terrificus consiste de quatro toxinas de 

grande importância: crotamina, convulxina, giroxina e crotoxina (ALEXANDER et al., 

1988; SOARES, 2007).  

A crotamina é um polipeptídio de baixo peso molecular, não enzimático e 

extremamente básica, formado por 42 aminoácidos e massa molecular de 4,8 kDa e 

com propriedade de resistir à temperatura de 70°C por até 18 horas, sem que haja 

alteração na sua atividade tóxica (SILVA, 2001; KERKIS et al., 2004). A crotamina foi 

isolada do veneno crotálico pela primeira vez no ano de 1950 por Gonçalvez e Vieira 

(MANCIN et al., 1997). Descrita como uma miotoxina, responsável por causar 

mionecrose no tecido muscular e induzir a paralisia espasmódica em músculos 

esqueléticos de origem periférica através da despolarização do potencial de 

membrana das células musculares (GOPALAKRSHNAKONE et al, 1984; SALVINI et 

al, 2001; AIRD, 2002). 

 Estudos farmacológicos realizados demonstraram que a despolarização das 

células do músculo esquelético e o influxo de íons de Na+ ocorre pela ação direta da 
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crotamina nos canais de Na+ da membrana plasmática destas células (FLECTHER et 

al., 1996; MELO et al., 2004; OGUIURA et al., 2005). Mancin et al. (1998) 

compararam o efeito analgésico da crotamina com a morfina, demonstrando que a 

crotamina exerceu efeitos aproximadamente 30 vezes mais potentes mesmo quando 

aplicadas baixas doses da toxina em camundongos. Outros estudos farmacológicos 

indicam que a toxina aumenta a liberação basal de acetilcolina e dopamina no tecido 

estriado de camundongos além de aumentar a secreção de insulina pelas ilhotas 

pancreáticas (TOYAMA et al., 2000; CAMILLO et al., 2001). 

Outra toxina presente no veneno de Caudisona durissa terríficus é a 

convulxina, uma glicoproteína descrita por Prado-Franceschi em 1970 compondo 

cerca de 5% do peso do veneno, cuja massa molecular é de 68 kDa (BERCOVICI, 

1987). Esta neurotoxina de alto peso molecular, quando administrada por via 

intravenosa em camundongos, após 20 minutos inicia suas manifestações através de 

sinais leves de apnéia, seguida de perda de equilíbrio e posteriormente o 

desenvolvimento de convulsões. Além disso, a convulxina é responsável por 

desenvolver alterações gastrintestinais e hematologicamente induz a agregação 

plaquetária seguida de isquemia cerebral e posteriormente a morte (PRADO-

FRANCESCHI & VITAL BRAZIL, 1981). 

A giroxina isolada por Barrio em 1961 é descrita como uma glicoproteína 

tóxica, porém não letal da peçonha crotálica, com peso molecular 35 kDa. Destaca-se 

como uma enzima semelhante à trombina com atividade esterásica, trombina-like e 

fibrinogenolítica (SEKI et al., 1980). Sua ação ocorre sobre o sistema nervoso central 

(SNC), causando a síndrome labiríntica em camundongos, provocando movimentos 

rotatórios do animal ao redor de seu eixo longitudinal (ALEXANDER et al., 1988). 

Observou-se que em tecidos do SNC de camundongos e ratos, a giroxina não alterou 
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a liberação basal e estimulada de neurotransmissores como a dopamina e a 

acetilcolina o que sugere a ausência de ação neurotóxica direta da toxina (CAMILLO 

et al., 2001). 

A crotoxina (CTX) é o componente em maior concentração no veneno de 

Caudisona durissa terrificus responsável pela composição de 65% do total da 

peçonha e considerado o principal componente tóxico, sendo sua descoberta descrita 

no ano de 1938 por Slota e Fraenkel-Conrat (BERCOVIC, 1987; GARCIA et al., 

2003). Com peso molecular de 24  26 kDa, a crotoxina é formada por um complexo 

não covalente de duas diferentes subunidades: uma subunidade ácida, um 

polipeptídeo sem atividade enzimática com peso molecular de aproximadamente 9,5 

kDa conhecida como crotapotina ou crotoxina ácida (CA). A outra subunidade é 

descrita como uma fosfolipase A2 alcalina com peso molecular de aproximadamente 

14,5 kDa, com forte atividade enzimática e pouco toxicidade denominada crotoxina 

básica (CB) (BON et al., 1988). -

neurotoxinas sendo a responsável pela atividade enzimática da crotoxina e 

classificada como uma miotoxina com estrutura de fosfolipase A2 e propriedades 

neurotóxicas (AIRD & KAISER, 1985; NOVAIS et al., 2006; PONCE-SOTO et al., 

2006). 

As subunidades CA e CB associam-se de modo não covalente na proporção 

1:1, formando o complexo crotoxina e desta forma promovendo a inibição da atividade 

fosfolipásica, porém com aumento significativo da toxicidade. Acredita-se que os 

componentes que formam a CTX sofrem dissociação logo após a interação com as 

membranas biológicas onde a CB liga-se à membrana e desencadeia o efeito e a CA 

sem atividades farmacológicas é liberada do complexo (HABERMANN & 

BREITHAUPT, 1978; CHOUMET et al., 1996). A subunidade CB pode ligar-se de 
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maneira inespecífica à membrana de vários tipos de células, sendo assim o 

componente CA atua como um direcionador prevenindo a ligação inespecífica da CB 

às membranas, promovendo o reconhecimento específico dos sítios alvo para que a 

CB exerça suas atividades farmacológicas. Desta forma, quando a CB encontra-se 

associada a CA, sua atividade hidrolítica é reduzida, no entanto, as atividades 

neurotóxicas e miotóxicas são potencializadas (CHANG et al., 1981; BON et al., 1989; 

CHISARI et al., 1998). 

O estudo sobre a atividade tóxica das crotoxinas e frações CB isoladas da 

peçonha de C. d. terrificus, C. d. cascavella e C. d. collilineata realizado por Santos et 

al. (2004), demonstrou que as frações CB apresentam menor atividade neurotóxica, 

miotóxica e edematogênica em relação a crotoxina demonstrando assim que a 

interação entre as subunidades CA e CB é essencial para a elevação da toxicidade 

desta proteína. 

A atividade neurotóxica do complexo crotoxina ocorre devido à ação pré-

sináptica, inibindo a liberação da acetilcolina em junções neuro-musculares 

bloqueando assim a transmissão neuromuscular e, além disso, a fração CB exerce 

efeito anticoagulante, bactericida e edematogênico e pode ser considerada a 

responsável pelo efeito nefrotóxico e ocasionar parada respiratória de origem 

periférica (KOUYOUMDJIAN et al., 1986; HAWGOOD, 1990; CURA et al., 2002; 

AMORA et al., 2006). O efeito miotóxico resulta da capacidade da toxina afetar 

diretamente as células dos músculos esqueléticos induzindo a miotoxicidade 

sistêmica, demonstrada pela presença de mioglobinúria, mioglobulinemia e com 

elevação dos níveis de creatinoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e 

aspartato aminotransferase (AST) (SALVINI et al., 2001; CURY et al., 2007; 

AZEVEDO-MARQUES et al., 2009) 
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1.2.2. Citotoxicidade e Testes de Avaliação in vitro 
 

 

A citotoxicidade é definida como a ação que um determinado componente 

exerce sobre as células, com propriedade de causar a sua morte. É um termo 

abrangente que significa, em linhas gerais, morte celular induzida. Está presente em 

todos os organismos multicelulares e unicelulares, e em mamíferos a citotoxicidade 

pode ser causada pela atividade lítica direta de uma célula citotóxica (atividade 

fagocítica e receptores de morte, por exemplo) ou pela secreção de moléculas líticas 

solúveis, ex: (defensinas, componentes do sistema complemento, TNF, 

perforina/granzimas) (NOVAES, 2004).  

Como a variedade de produtos a serem avaliados tem crescido e muito, há 

necessidade de se estudar novas metodologias e escolher entre elas a que possa 

responder melhor quanto à presença de possíveis elementos tóxicos (ROGERO et 

al., 2003). 

A utilização de testes in vitro proporciona uma avaliação segura dos 

componentes utilizados, e garante vantagens econômicas sobre os testes in vivo. 

Com o controle cada vez mais rigoroso em relação ao uso de animais de laboratório, 

há a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a 

toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, principalmente aqueles de 

aplicação clínica, e que não devem causar reações adversas e nem lesar o 

organismo do paciente (ROGERO et al., 2003). 

Estes estudos representam os primeiros testes sobre a toxicidade de um 

material e contribuem para tornar as pesquisas, utilizando modelos animais, mais 

seguras, o que parece ser de grande utilidade, considerando os aspectos éticos da 

pesquisa (FIDALGO et al., 2009). 
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De acordo com o Órgão Internacional de Padronização (International 

Standard Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro 

teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos 

biomédicos, e depois de comprovada a sua não toxicidade é que o estudo da 

biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se os ensaios 

necessários em animais de laboratório. 

Os testes de citotoxicidade possibilitam identificar os componentes ativos; os 

mecanismos pelo qual o componente exerce seu efeito tóxico; descrever e identificar 

a taxa de atividade de um componente; bem como, o alvo potencial na população 

celular estudada, e determinar a taxa de concentração tóxica e a relação da 

concentração do agente tóxico com o tempo de exposição (NOVAES, 2004). 

Ressalta-se que as limitações destes testes devem ser consideradas no 

momento da interpretação dos resultados, e os experimentos desenvolvidos em 

cultura celular não substituem aqueles desenvolvidos com outros modelos 

experimentais. In vivo, as células fagocíticas, vasos sanguíneos e linfáticos diluem 

as substâncias e possibilitam sua eliminação, o que não ocorre nos testes de 

citotoxidade in vitro (WALL et al., 1972). 

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relação aos in vivo tais como 

poder limitar o número de variáveis experimentais, obter dados significativos mais 

facilmente além do período de teste ser, em muitos casos, mais curto. Estudos com 

estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares podem ser 

utilizados com sucesso, pois são reprodutíveis, rápidos, sensíveis e financeiramente 

acessíveis para a execução do estudo de biocompatibilidade in vitro (ROGERO et 

al., 2003). 
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Diversas são as metodologias para testes de citotoxidade, como a redução do 

tetrazólio (MTT), incorporação do vermelho neutro, incorporação da timidina tritiada, 

método de difusão em ágar, método de extração e o método de Trypan blue, dentre 

outras (LONNROTH & DAHL, 2003; SUSINI et al., 2006). 

O teste de exclusão de células mortas com Trypan blue, constitui uma técnica 

rápida e de fácil execução. Células viáveis são impermeáveis a este corante, uma 

vez que sua penetração na célula indica a perda da integridade de sua membrana 

(KALDAHL et al., 1996). Esta metodologia tem sido empregada para avaliação do 

efeito tóxico de inúmeras substâncias com potencial aplicação clínica. Portanto, é 

possível distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de 

intensidade de cor da cultura celular (CIAPETTI et al., 1996). 

 
 

1.2.3 Morte Celular 
 

 
A lesão celular ocorre quando as células são submetidas a estímulos 

intracelulares ou extracelulares, diminuindo assim a capacidade de adaptação. A 

extensão na qual qualquer agente nocivo pode causar lesão celular e morte 

depende em grande parte, da intensidade e duração da lesão bem como do tipo de 

célula envolvida (HENGARTNER, 2000; KUMAR et al., 2005). 

A lesão celular e a morte celular são processos contínuos, e na condição de 

saúde, são balanceadas pela renovação celular. Em cada linhagem celular, o 

controle do número de células é regulado por um balanço entre a proliferação celular 

e a morte celular, sendo os processos de morte celular classificado de acordo com 

suas características morfológicas e bioquímicas em: apoptose, autofagia, necrose, 

mitose catastrófica, e senescência (CASTEDO et al., 2004; OKADA & MAK, 2004; 

PORTH, 2004). 
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A autofagia caracteriza-se como um processo adaptativo conservado 

evolutivamente e controlado geneticamente, na qual a degradação de componentes 

celulares ocorre em resposta a um estresse metabólico. As porções citoplasmáticas 

são encapsuladas por membranas, formando estruturas denominadas 

autofagossomos, aonde os mesmos irão se fusionar com os lisossomos, e 

posteriormente o conteúdo dos autofagossomos será degradado pelas enzimas 

hidrolases lisossomais (DANIAL & KORSMEYER, 2004; KELEKAR, 2005; LUM et 

al., 2005).   

A mitose catastrófica é um processo passivo, porém considerado por muitos 

estudos um mecanismo regulado geneticamente. Desta forma, caracteriza-se como 

uma mitose aberrante, resultando em uma segregação cromossômica errônea, 

determinando assim uma sinalização irreversível para a morte (CASTEDO et al., 

2004; WEAVER & CLEVELAND, 2005). 

A morte celular por senescência é um processo metabólico ativo que ocorre 

por meio de uma programação genética levando a deterioração dos telômeros e 

ativação dos genes supressores tumorais. Desta forma, as células que entram em 

senescência, perdem a capacidade proliferativa após um determinado número de 

divisões celulares (MOOI & PEEPER, 2006). 

1.2.3.1 Necrose 

 
 
A necrose se refere ao espectro de alterações morfológicas que ocorrem após 

a morte celular em um tecido vivo, resultando, em grande parte, da ação progressiva 

de enzimas nas células que sofreram uma lesão letal. Sendo assim, a necrose é o 

correspondente macroscópico e histológico da morte celular que ocorre devido a 

uma lesão exógena irreversível (KUMAR et al., 2005). 
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As células necróticas são incapazes de manter a integridade das membranas, 

acarretando um influxo de água e íons extracelular, levando a turgidez da célula 

inteira, com conseqüente ruptura da mesma, ocorrendo o extravasamento do seu 

conteúdo (ALBERTS et al., 1997; APOPTOSIS, 2002). 

A aparência morfológica da necrose resulta da desnaturação das proteínas 

intracelulares e da digestão enzimática da célula. A necrose difere da apoptose, por 

envolver a digestão enzimática desregulada dos componentes celulares, perda da 

integridade da membrana celular, com liberação descontrolada dos produtos da 

morte celular no espaço intracelular e início da resposta inflamatória (PORTH, 2004; 

ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). 

 

1.2.3.2 Apoptose 

 
gnar 

assim, um tipo de morte celular que ocorre de forma não acidental. Em 1972, Kerr, 

morte celular. Apoptose é a via de morte celular induzida por um programa 

intracelular altamente regulado, no qual as células destinadas a morrer, ativam 

enzimas que degradam seu DNA nuclear e as proteínas citoplasmáticas (KUMAR et 

al., 2005). 

As características morfológicas da apoptose, demonstram uma retração 

celular, levando a perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. 

Ocorre a manutenção morfológica das organelas celulares, com exceção, em alguns 

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

cromatina sofre condensação, concentrando-se junto à membrana nuclear, 

mantendo-se intacta. Além disso, a membrana celular forma prolongamentos e o 
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núcleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Ocorre o 

aumento, tanto em número, quanto em tamanho dos prolongamentos da membrana, 

com posterior ruptura, originando assim estruturas com conteúdos celulares 

denominados de corpos apoptóticos. Como característica marcante da apoptose, 

evidencia-se a fragmentação internucleossômica do DNA, onde uma endonuclease 

é ativada produzindo fragmentos de DNA de tamanhos variáveis (SARASTE & 

PULKKI, 2000; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). 

A ativação dos mecanismos apoptóticos pode ser iniciada de duas maneiras 

distintas: via extrínseca (citoplasmática) ou via intrínseca (mitocondrial). A via 

extrínseca é ativada por meio da ligação de ligantes específicos a um grupo de 

receptores de membrana, sendo este denominado de super família de Receptores 

de Fatores de Necrose Tumoral (tumor necrosis factor receptor, rTNF), que por meio 

desta ligação, ativa a cascata das caspases. Já, a ativação da via intrínseca ocorre 

por meio de estresse intra ou extracelular, como a deprivação de fatores de 

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

decorrentes de tais fatores são convergidos principalmente para a mitocôndria, 

sendo desta forma, a mitocôndria caracterizada como o principal mediador desse 

tipo de morte. Essa organela recebe os estímulos sinalizadores de morte celular, 

induzindo a permeabilização da membrana mitocondrial e conseqüentemente ocorre 

a liberação de moléculas pró-apoptóticas nela presentes (BUDIHARDJO et al., 1999; 

HENGARTNER, 2000; DESAGHER & MARTINOU, 2000).  

Uma vez que a apoptose ocorre por meio de uma cascata muito bem 

regulada, há muitas possibilidades para medir a atividade desses reguladores ou as 

conseqüências funcionais da sua ação. Um grande número de ensaios para a 

avaliação das características da apoptose e contagem de células apoptóticas tem 
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sido utilizados em ensaios in vitro, levando-se em consideração as vantagens e 

desvantagens pertinentes a cada teste. As principais características do mecanismo 

apoptótico verificados por meio dos diferentes ensaios incluem: a ativação da 

caspase, a fragmentação de DNA, bem como alterações da membrana plasmática e 

mitocondrial (SCHULZE-OSTHOFF, 2008).  

 

1.2.2 Aplicações Medicamentosas da Peçonha Ofídica  
 
 

As propriedades funcionais e farmacológicas das peçonhas ofídicas estão 

despertando o interesse de pesquisadores principalmente pela possibilidade da 

aplicação clínica destes compostos. Nesta perspectiva, as substâncias presentes no 

veneno de serpentes, devido a suas funções biológicas, passaram a servir de 

ferramentas bioquímicas em biotecnologia e pesquisas biomédicas (LIS & SHARON, 

1998). A importância da utilização do veneno ofídico na saúde fica evidente na 

descoberta de um peptídeo potencializador da bradicinina no final da década de 40 

quando Rocha e Silva et al. estudavam a ação da peçonha de Bothrops jararaca. 

captopri  

comercializado mundialmente e utilizado no tratamento da hipertensão arterial, na 

insuficiência cardíaca congestiva e na doença arterial coronariana (CAMARGO, 

1999). 

 Sendo assim, o interesse científico para compreender estruturalmente e 

funcionalmente a peçonha ofídica vem trazendo contribuições significativas no 

desenvolvimento de novas drogas utilizadas no tratamento de diversas enfermidades 

bem como na produção de kits laboratoriais para fins de diagnósticos (OLIVEIRA, 

2006).  
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1.2.2.1 Ação Antibacteriana 

 

Componentes do veneno de serpentes têm sido estudados para avaliar sua 

ação sobre bactérias. Marcussi et al. (2004) isolaram a L-aminoácido oxidase 

(LAAO) do veneno de Bothrops moojeni e posteriormente testaram a atividade 

bactericida sobre Eschericia coli DH5. Concluíram que a LAAO possui ação 

bactericida, mostrando-se uma enzima promissora e que pode ser utilizada 

futuramente no desenvolvimento de novos medicamentos.  

No estudo de Ticle (2006), foi demonstrada a ação da LAAO obtida da 

peçonha de Bothrops jararacussu sobre as bactérias E. coli e S. aureus uma vez 

que ocorreu a redução significativa do número de colônias quando incubou-se junto 

com as bactérias no período de 60 minutos. 

A ação antibacteriana da LAAO obtida da peçonha de Ophiophagus hannah 

também foi testada contra cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. 

Para efeito de comparação, utilizou-se no estudo vários antibióticos como 

cefataxima, canamicina, tetraciclina, vancomicina e penicilina testados nas mesmas 

condições do veneno. Os resultados demonstraram que a LAAO inibiu 

eficientemente duas bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis), porém foi 

moderadamente eficaz contra três bactérias Gram-negativas, P. aeruginosa, K. 

pneumoniae e E. coli (LEE et al., 2011). 

A atividade de componentes da peçonha ofídica contra bactérias gram-

negativas e gram-positivas também foi demonstrada no estudo realizado por Páramo 

et al. (1998) por meio do isolamento de duas miotoxinas do veneno de Bothrops 
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asper (Lys49 e Asp49) com atividade bactericida. Torres et al. (2010) identificaram a 

atividade inibitória exercida pela LAAO da Bothrops marajoensis no crescimento de 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Outro estudo realizado com a 

fração LAAO da Bothrops pauloensis também demonstrou atividade de supressão 

do crescimento sobre bactérias gram-negativas e gram-positivas (RODRIGUES et 

al., 2008). 

 

1.2.2.2 Ação Antiparasitária 

 

Estudos desenvolvidos por Gonçalves et al. (2002) e Deolindo et al. (2005) 

utilizando o veneno da serpente Bothrops jararaca, demonstraram que a peçonha 

afetou o crescimento do Trypanosoma cruzi e de Leishmania spp., promovendo 

alterações estruturais e no crescimento das formas parasitárias epimastigotas, 

tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi e também das formas promastigotas de 

Leishmania major. Com o término do estudo, os pesquisadores concluíram que o 

veneno inibiu de maneira eficaz o crescimento do T. cruzi e de L. major através da 

desagregação do aparelho mitocondrial do parasito restringindo assim a produção 

de energia pelo mesmo (GONÇALVEZ et al., 2002). O estresse induzido na forma 

epimastigota do T. cruzi, induziu um processo de morte celular programada, similar à 

apoptose, levando o parasito à morte. Esse fenômeno decorreu do aumento do 

volume mitocondrial, fragmentação de DNA nuclear e exposição de fosfatidilserina 

(DEOLINDO et al., 2005). 

Outro estudo realizado com a finalidade de avaliar os efeitos in vitro do 

veneno de Caudisona durissa terríficus e Bothrops jararaca sobre o crescimento e a 

aderência de trofozoítos de Giardia duodenalis foi desenvolvido por Shinohara et al. 
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(2006). Os autores afirmaram que ambos os venenos inibiram o crescimento dos 

trofozoítos sendo que o nível de inibição variou conforme as concentrações 

aplicadas e o tempo de incubação. Sendo assim, a redução do crescimento foi 

proporcional à concentração crescente do veneno e no que diz respeito à aderência 

do parasito não foi observado nenhum efeito. 

O estudo realizado por Tempone et al. (2001) demonstrou que a LAAO 

extraída do veneno de Bothrops moojeni provocou a morte de formas promastigotas 

de Leishmania spp, in vitro, evidenciando assim a possibilidade de desenvolver um 

agente terapêutico contra a leishmaniose utilizando tal recurso. Os pesquisadores 

destacaram a atividade leishmanicida à produção de peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Além disso, a LAAO obtida do veneno da serpente Bothrops marajoensis causou a 

inibição das formas promastigotas de Leishmania chagasi e amazonensis (TORRES 

et al., 2010).  

A ação antiparasitária da LAAO obtida da serpente Bothrops jararacussu foi 

testada por Ticle (2006) sobre T. cruzi, L. donovani, L. amazonensis, L. braziliensis e 

L. major. A ação leishmanicida da enzima ocorreu sobre todas as espécies de 

leishmanias avaliadas, porém com maior relevância sobre a L. braziliensis uma vez 

que a enzima apresentou ação sobre mais de 77% dos parasitas. A ação tripanocida 

apresentou excelentes resultados, pois a enzima causou a lise de mais de 60% das 

formas tripomastigotas do T. cruzi já que dificilmente uma droga utilizada 

no tratamento da parasitose proporciona tais resultados. 

Uma metaloprotease denominada neuwiedase, obtida do veneno de Bothrops 

pauloensis, apresenta capacidade de impedir a adesão do Toxoplasma gondii à 

célula alvo. Este processo ocorre pela degradação de proteínas expressas pelos 

fibroblastos que formam a laminina. A laminina potencializa a fixação do T. gondii 



48 
 

nas células alvo e neste caso, a sua degradação diminui a infecção parasitária 

(BASTOS, 2008). 

 

1.2.2.3 Ação Antiviral 

 

Muitos estudos têm sido realizados na tentativa de avaliar a atividade antiviral 

do veneno de serpentes. Zhang et al. (2003) realizaram a caracterização molecular 

de uma LAAO obtida do veneno de Trimeresurus stejnegeri designada 

posteriormente de TSV-LAO, demonstrando através de sua pesquisa a 

potencialidade da mesma como anti-HIV possibilitando futuramente o 

desenvolvimento de novos fármacos.  

Peptídeo obtido do veneno da serpente Naja naja siamensis, no estudo 

realizado por Meenakshisundaram et al. (2009) também demonstrou atividade contra 

o HIV. Após obtenção da Imunocina, a mesma diminuiu a infecção de linfócitos pelo 

HIV e pelo vírus da imunodeficiência felina.  A ação do veneno da serpente 

C.d.terrificus também foi testado contra o vírus do sarampo, onde células obtidas 

dos rins de macacos (VERO) infectadas com o vírus foram tratadas com diferentes 

concentrações não citotóxica do veneno. Observou-se um efeito inibidor da 

adsorção do vírus às células tanto quando o veneno fora adicionado antes como 

durante a infecção (PETRICEVICH & MENDONÇA, 2003)  

 Fernard et al. (2001) realizaram uma pesquisa utilizando12 peptídeos 

sintéticos derivados da fosfolipase A2, presente no veneno de serpentes. Os autores 

demonstraram que tais compostos possuem uma excelente atividade contra o vírus 

da imunodeficiência humana (HIV) uma vez que o peptídeo p3bv bloqueia a ligação 

do HIV-1 às células T, ligando-se ao receptor CXCR4.  
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 Estudo desenvolvido por Muller et al. (2011) mostrou a ação antiviral do 

veneno bruto e de toxinas isoladas utilizando a mesma subespécie de serpente. Foi 

descoberto que a PLA2 possui alta inibição do vírus da febre amarela e da dengue 

em células VERO E6. Referem que esta inibição ocorreu nas etapas iniciais do ciclo 

de replicação e que a maior atividade antiviral da PLA2 se deu no ensaio virucida 

agindo diretamente sobre a partícula do vírus. 

 Em estudo de Villarrubia et al. (2004) a PLA2, também isolada de Caudisona 

durissa terrificus (PLA2  Cdt) , demonstrou possuir atividade contra o HIV in vitro. O 

efeito parece ser devido à capacidade da PLA2 utilizar receptores específicos do 

tipo N para a realização dos seus efeitos. Tais receptores são encontrados em 

diversos tecidos incluindo as células do sistema imunitário. 

 Borkow & Ovadia (1999) testaram a ação antiviral de frações extraídas do 

veneno das serpentes Naja atra e Naja nigricollis sobre células infectadas com o 

vírus Sendai.  O efeito do veneno em causar hemólise em eritrócitos humanos foi 

avaliado em três diferentes configurações: na primeira o vírus Sendai foi pré-tratado 

com o veneno antes da adição aos eritrócitos humanos, na segunda fase o vírus não 

tratado foi adicionado aos eritrócitos que foram pré-incubados com os venenos e na 

terceira etapa foi adicionado veneno nos eritrócitos pré-infectados com o vírus 

Sendai. Ao término do estudo perceberam que os eritrócitos que foram pré-

infectados com o vírus Sendai na terceira etapa, foram 10 vezes mais suscetíveis a 

hemólise pela ação do veneno das duas cobras, se comparado às outras fases do 

experimento. 
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1.2.2.4 Ação Antifúngica 

 

Alguns estudos também demonstram a ação dos venenos ofídicos com 

potencial atividade antifúngica. Magaldi et al. (2002) demonstrou que a peçonha de 

Caudisona durissa cumanensis possui ação contra leveduras e fungos filamentosos, 

já que no estudo 78,6% e 50% respectivamente foram susceptíveis ao veneno da 

serpente. A ação da peçonha ofídica como agente antifúngico também foi 

demonstrada em outros estudos.  

Murillo et al. (2007) utilizaram um peptídeo sintético homólogo à fosfolipase 

A2 obtido da peçonha de Bothrops asper, com a finalidade de testar sua atividade 

antifúngica. Os pesquisadores concluíram que o componente ofídico utilizado 

exerceu atividade fungicida contra a espécie de Candida albicans, determinando sua 

potencialidade para o desenvolvimento de novos fármacos. Da mesma forma, Torres 

et al. (2010) utilizando a LAAO da peçonha de Bothrops marajoensis, demonstraram 

que a mesma inibiu o crescimento de Candida albicans. 

 

1.2.2.5 Ação Antitumoral 

 

A utilização de venenos ofídicos como agentes antitumorais vem sendo 

proposta desde o início do século passado. Estudos realizados recentemente 

demonstraram que a administração do veneno total da serpente Bothrops jararaca, 

reduzia o crescimento do tumor ascítico conhecido como tumor de Ehrlich, em 

murinos, através da inibição da síntese de Interleucina- 6 (IL-6), onde se observou o 

aumento na sobrevida do camundongo (SILVA et al., 2002; ABU-SINNA et al., 

2003). A pesquisa realizada por Ticli (2006) demonstrou a ação de uma LAAO obtida 

da peçonha de Bothrops jararacussu sobre células tumorais SKBR3 e células não 
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tumorais. Seus resultados apontaram para a possibilidade futura de produzir 

fármacos a partir desta LAAO já que a mesma apresentou citotoxicidade superior 

para as células tumorais em relação às células normais. 

Freitas (2006) conseguiu uma redução significativa em 50% no tamanho do 

tumor em ratos, utilizando a peçonha de Lachesis muta muta. O autor atribui tal 

resultado à redução da angiogênese e inibição da agregação plaquetária. 

Hernandez et al. (1993) testaram frações da peçonha de C.d.terrificus contra 

sarcoma de ratas. Observaram resultados positivos quanto à regressão do tumor e 

ao tempo de sobrevivência dos animais. Lipps (1994) avaliou o efeito antitumoral em 

células de mieloma de ratos utilizando frações purificadas da peçonha de Caudisona 

atrox e Naja naja kaouthia. Os pesquisadores observaram que a atividade 

antitumoral das frações combinadas foi superior em relação ao uso separado. Além 

disso, não observaram efeitos citotóxicos em células normais.  

A utilização de proteínas obtidas de peçonhas ofídicas apresenta 

propriedades de conter o desenvolvimento de metástases. No estudo realizado por 

Motta (2009) observaram que diferentes desintegrinas purificadas da peçonha de 

Bothrops jararaca, Agkistrodon rhodostoma e Trimeresurus flavoviridis reduziram a 

migração de células de um tipo de melanoma com grande capacidade de formar 

metástases. O mecanismo deve-se ao bloqueio ou a alteração funcional que a 

desintegrina realiza sobre proteínas presentes na membrana celular que são 

utilizadas pelas células cancerígenas para realizar a multiplicação.  
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1.2.2.6 Outras Aplicações da Peçonha Ofídica 

 

Estudos com proteínas do veneno de serpentes como a enzima trombina-like 

estão sendo testadas clinicamente no tratamento de tromboembolismo uma vez que 

essas enzimas possuem a capacidade de interferir nos fatores de coagulação como 

na liberação de fibrinopeptídeos e fatores hemorrágicos (SELISTRE & GIGLIO, 

1987). 

Outras proteínas extraídas de venenos ofídicos já vêm sendo comercializadas 

devido suas ações farmacológicas no controle da coagulação sanguínea e 

agregação plaquetária como é o caso do Batroxobin® e do Protac® (OLIVEIRA, 

2006).  

 O veneno da serpente Calloselasma rhodostoma encontrada no continente 

Asiático foi estudado pelos pesquisadores do Health Science Center da 

Universidade do Texas em San Antonio, nos Estados Unidos. Os mesmos referem 

que o veneno é capaz de diminuir a agregação das células do sangue, tornando-o 

menos viscoso, e podendo ser eficaz no tratamento de pacientes com acidentes 

vasculares cerebrais. Este fato foi verificado após ser administrado o Ancrod® , 

medicamento produzido a partir do veneno da serpente ter causado a diminuição do 

fibrinogênio ocasionando a anticoagulação e diminuição da viscosidade sanguínea 

resultando em uma melhora na circulação. O estudo foi realizado com 500 pacientes 

vítimas de derrames cerebrais, onde 42% que receberam o medicamente nas 

primeiras 3 horas após o derrame tiveram boa recuperação funcional motora 

(SHERMAN et al., 2000). 

 Alguns componentes de venenos ofídicos têm servido de subsídio para o 

desenvolvimento de materiais para uso diagnóstico em doenças que afetam os 

fatores de coagulação (GAWADE, 2007). Enzimas de peçonha ofídica com 
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similaridade à trombina (SVTLEs) são utilizadas em testes clínicos de amostras 

sanguíneas com heparina uma vez que, estas enzimas não sofrem ação do 

anticoagulante. O teste do Reptilase Time (RT) que detecta anormalidades do 

fibrinogênio é um exemplo da utilização clínica destes compostos extraídos da 

peçonha ofídica (FUNK et al., 1971).  

 A enzima trombina-like purificada a partir da peçonha de Bothrops atrox é 

amplamente utilizada, pois possui ação desfibrinogenante sendo útil no tratamento 

de doenças cardiovasculares como trombose e outras coagulopatias (MARSH & 

WILLIAMS, 2005). A proteína fibrinolítica obtida do veneno de Agkistrodon contortrix 

laticinctus encontrada na América do Norte, apresentou atividades fibrino e 

fibrinogenolíticas associadas à ausência de atividades hemorrágicas, despertando o 

interesse de pesquisadores para sua utilização terapêutica contra trombose 

(RAMOS, 2001). 

 Estudo realizado por Lozano (2002) possibilitou a identificação de duas 

enzimas conhecidas como trombina-like e fosfolipase A2, obtidas da peçonha da 

serpente Bothrops atrox (jararaca amazônica), com potencialidade de bloquear a 

formação de coágulos na corrente sanguínea. Segundo o pesquisador, a ação da 

enzima trombina-like proporciona a degradação do fibrinogênio o que leva a 

formação de coágulos fracos e a sua presença na corrente sanguínea ativa uma 

enzima que destrói os coágulos já formados. Desta forma, a ação dessa enzima, 

associada à baixa concentração de fibrinogênio causada pela trombina-like, forma 

um potente sistema inibidor da coagulação. Já a fosfolipase A2 identificada, 

possibilita a inibição da agregação plaquetária induzida pelo ADP, uma vez que a 

fosfolipase A2 compete pelos receptores para ADP nas plaquetas e impede a 
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ligação. O pesquisador acredita que estes dois compostos possam dar origem a 

novos medicamentos. 

 Além de moléculas que atuam no sistema circulatório e na coagulação, outros 

estudos vêm sendo desenvolvidos na busca de moléculas que possam ser utilizadas 

no desenvolvimento de novos produtos. Componentes obtidos de venenos de 

 (1998), ao 

interagir fibrinogênio de búfalo com a fração trombina-like obtida do veneno de 

serpente ocorre à liberação de uma fibrina monomérica que na presença do fator XII 

e do cálcio torna-se polimérica agindo como uma cola biológica, permitindo a união 

de bordas de feridas. Os resultados foram obtidos após a realização de uma 

pesquisa onde se comparou a capacidade de síntese e ação homeostática do 

adesivo na cirurgia cutânea com sutura realizada com fio monofilamentoso. Não 

foram detectados efeitos tóxicos em nível local ou sistêmico verificando-se que o 

adesivo de fibrina obtido do veneno de serpente teve capacidade adesiva total em 

66,7% e parcial em 33,3% dos pacientes, tornando-se um método alternativo para 

cirurgia cutânea (STOLF, 1998). 

 O estudo de Oliveira (2001) avaliou a aplicabilidade do adesivo de fibrina 

constituído de fibrinogênio derivado do plasma de búfalos, cloreto de cálcio e 

trombina-like derivada do veneno ofídico, em enxertos gengivais livres e 

comparando-os com suturação. Concluiu-se que o adesivo de fibrina apresentou 

vantagens sobre a sutura convencional como facilidade de aplicação, melhor 

recuperação pós-operatória e reparação tecidual mais rápida (OLIVEIRA, 2001). 

Gatti (2009) realizou um estudo para avaliar o tratamento de úlceras venosas com 

adesivo cirúrgico derivado do veneno de serpente. O pesquisador concluiu que os 

pacientes tratados evoluíram mais rapidamente para a cicatrização, com redução 
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considerada da dor e com aceleração do processo de alta. Em termos financeiros, a 

utilização do adesivo derivado do veneno de serpente reduz consideravelmente os 

custos do tratamento, uma vez que, é mais barato que os adesivos disponibilizados 

no mercado brasileiro. 

 É importante ressaltar que nos estudos realizados por Stolf (1998), Oliveira 

(2001) e Gatti (2009) não foram citadas as serpentes utilizadas para a preparação 

da cola biológica, provavelmente com a finalidade de desenvolver e patentear um 

novo produto. 

  Ao analisar a influência da cola de fibrina derivada do veneno de C. d. 

terrificus, na fixação e integração de enxertos de pele, Amaral et al. (2004) 

observaram que os enxertos fixados com cola de fibrina apresentaram avanço no 

estágio de recuperação. Os autores concluíram que a cola de fibrina favorece a 

integração do enxerto cutâneo. 

 Ramos et al. (2007) realizaram um estudo in vitro e in vivo com 

camundongos, utilizando uma proteína obtida do veneno da serpente Bothrops 

alternatus, com a finalidade de demonstrar sua potencialidade de atuar como 

cicatrizante e de regenerar tecidos lesados. Concluíram seu estudo afirmando que 

dependendo da concentração utilizada de altargina-C (toxina isolada do veneno) 

tanto poderá promover a formação como a inibição de novos vasos sanguíneos. Em 

concentrações elevadas, ocorrerá a inibição da angiogênese, tendo a possibilidade 

futura de ser utilizada no tratamento do câncer e de metástases. Já em 

concentrações baixas a proteína estimula a formação de novos vasos sendo esta 

proteína uma possível candidata ao desenvolvimento de fármacos para atuar em 

patologias vasculares. 
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 Percebe-se que ao longo dos anos muitos estudos têm sido desenvolvidos, 

proporcionando grandes avanços nas pesquisas com toxinas ofídicas na tentativa de 

desenvolver produtos que possam ser utilizados na saúde, principalmente aqueles 

com potencialidades farmacológicas. Porém, as pesquisas em que são descritas a 

utilização de peçonhas de espécies de serpentes típicas do cerrado brasileiro ainda 

são escassas. Sendo assim, os componentes presentes nas peçonhas de serpentes 

encontradas no centro-oeste brasileiro podem constituir importantes opções para a 

descoberta de novas ferramentas farmacológicas e substâncias que poderão auxiliar 

no tratamento e na prevenção de doenças, principalmente quando relacionadas a 

microorganismos. 
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2. OBJETIVOS 

 
 
 

2.1 GERAL 

 
Avaliar o potencial citotóxico da peçonha de Caudisona durissa terrificus em 

CMN do sangue periférico humano, utilizando testes in vitro de viabilidade celular e 

fragmentação de DNA.  

 
2.2 ESPECÍFICOS 

 

- Padronizar a obtenção de CMN do sangue periférico para utilizar em cultivo 

celular. 

- Determinar a concentração inibitória do veneno por meio de ensaios in vitro. 

- Avaliar a potencial indução de apoptose do veneno em CMN, in vitro.   

- Identificar as concentrações citotóxicas do veneno da Caudisona durissa 

terrificus sobre as CMN do sangue periférico humano, in vitro. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

O grupo amostra valeu-se de 18 indivíduos saudáveis de ambos os sexos, 

com faixa etária entre 20 e 35 anos. Para tanto, os indivíduos foram abordados nas 

dependências do Campus V da PUC  GO, e após o esclarecimento dos objetivos 

do estudo, os mesmos foram convidados a participar, e os que concordaram 

voluntariamente assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Apêndice A). Foram excluídos, indivíduos com idade inferior a 18 anos e que não 

concordaram em participar da pesquisa. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética e Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), sob parecer 

0308/10 (Apêndice B). As atividades desenvolvidas para a realização do estudo 

encontram-se apresentadas a seguir, por meio da Figura 4 e 5. 
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Figura 4: Fluxograma das atividades realizadas para obtenção de células mononucleares 
do sangue periférico humano (CMN) para a realização do cultivo celular. 
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Figura 5  Fluxograma do ensaio da potencial atividade citotóxica e indução de apoptose in 
vitro, do veneno bruto de Caudisona durissa terrificus em células mononucleares do sangue 
periférico humano. 
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3.2. EXTRAÇÃO DO VENENO 

 

O veneno da serpente Caudisona durissa terrificus, mantida no serpentário do 

Centro de Estudos e Pesquisas Biológicas (CEPB) da Pontifícia Universidade 

Católica de Goiás (PUC-GO), foi extraído por massagem manual da glândula de 

veneno, logo após, foram clarificados por centrifugação a 10.000 rpm durante 15 

minutos a 4ºC, e em seguida, liofilizado e acondicionado a -86ºC. 

 

3.3. OBTENÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES (CMN) DE SANGUE 

PERIFÉRICO HUMANO 

 

A obtenção de CMN se deu através da coleta de 10 mL de sangue venoso de 

18 indivíduos com sorologia negativa para Anti-HBc, HBs-Ag, Anti-HCV, Anti-HIV 1 e 

2, Anti-HTLV 1 e 2, VDRL e Doença de Chagas. Após a coleta do sangue em tubos 

Vacutainer heparinizados, realizou-se a diluição de 20µL de sangue em 400µL de 

líquido de Turck para a contagem de leucócitos totais. Foi realizada distensão celular 

a partir do sangue total para contagem do diferencial de leucócitos. 

O sangue total heparinizado foi centrifugado durante 20 minutos a 2000 rpm 

sob temperatura de 18ºC para obtenção do anel leucocitário. O anel leucocitário foi 

extraído, transferido para um tubo Falcon e adicionada Solução Salina Tamponada 

(PBS) a fim de completar 10 mL. Posteriormente, para obtenção das CMN, o 

homogeneizado foi aplicado sobre o meio de gradiente de densidade (Ficoll-paque, 

densidade = 1, 077 g/L, Amesrsham). Esta solução foi centrifugada por 20 minutos a 

3000 rpm sob temperatura de 18ºC para obtenção da nuvem leucocitária. As células 

da interfase foram extraídas com o auxílio de uma pipeta de Pasteur e lavadas por 3 
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vezes em PBS (10 minutos, 2000 rpm, 18ºC). Após a última lavagem, as células 

foram mantidas em meio RPMI 1640 com 20 mM de Hepes (Gilco-BRLTM, Grand 

Island, NY, EUA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 2mM de L-

glutamina (Gibco-BRLTM).  

 

3.3.1 Grau de Recuperação 
 

A avaliação do grau de recuperação ocorreu por meio da correlação entre o 

número de CMN presentes na distensão celular realizada com o sangue total, com o 

número de CMN presentes após a separação celular contadas na câmara de 

Neubauer. O grau de recuperação foi determinado pela relação entre a porcentagem 

de CMN antes e após a separação. 

 

3.3.2 Teste de Viabilidade Celular (VC) 
 

Para a realização do teste de viabilidade celular foi utilizado o corante de 

exclusão Trypan Blue que apresenta afinidade maior por proteínas do soro do que 

por proteínas celulares e onde as células não viáveis ficam coradas de azul. Para 

tanto, se utilizou 10µL da suspensão de CMN diluída em 10µL do corante, sendo a 

leitura realizada na câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi calculada pela 

seguinte fórmula: 

 

 

                                    
 
                                       total de células viáveis (não coradas) 
    VC (%) = ------------------------------------------------------------------------------------- x 100 
                     total de células não-viáveis (coradas) + total de células viáveis 
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Foram utilizadas no experimento as suspensões celulares que apresentaram 

o grau de viabilidad  

 
 

3.3.3 Grau de Pureza 
 
 

O grau de pureza foi determinado a partir da porcentagem de CMN da 

suspensão após a separação em relação à presença de polimorfonucleares. Para 

tanto, foi realizada uma distensão celular corada pelo Giemsa e realizada leitura em 

microscopia ótica comum. Foram contadas 100 células para quantificação 

90%.  

 

3.4. CULTIVO DE CÉLULAS MONONUCLEARES 

 

A partir da padronização do cultivo celular, 2x105 células/mL foram 

distribuídas em cada poço da placa de cultivo e ativadas com 1µg de 

Fitohemaglutinina (PHA) (Pharmacia®) (dose subótima) e 20 UI de Interleucina 2/mL 

(IL-2) (Amersham®), em meio RPMI, acrescido de 10% de SFB e mantidas por 72 

horas à temperatura de 35  37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. A ativação 

utilizando a dose sub-ótima de PHA e IL  2 foi padronizada em estudo realizado por 

Rivero (2010), Stival (2011) e Castro (2011). O cultivo foi realizado em triplicada com 

e sem a utilização do veneno bruto. As placas foram monitoradas diariamente 

quanto à contaminação com agentes microbianos tais como bactérias, fungos 

filamentosos e leveduriformes em microscopia óptica. 
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3.4.1 Ensaio de Citotoxicidade 
 

 

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando o corante Trypan Blue nas 

soluções contendo diferentes concentrações do veneno bruto de Caudisona durissa 

terrificus. Após pesagem do veneno, o mesmo foi diluído em 1mL de RPMI 1640 

com 10% de SFB. A concentração celular utilizada foi 2x105 células/mL em cada 

poço da placa de cultivo celular, juntamente com 20µl das diferentes concentrações 

do veneno: 50µg/mL, 5µg/mL, 0,5µg/mL, 0,05µg/mL, 0,005µg/mL e 0,0005µg/mL em 

triplicata. As CMN expostas ou não ao veneno foram incubadas e visualizadas em 

diferentes períodos. Realizou-se a homogeneização das células de cada poço antes 

da retirada de uma alíquota de 10µL, sendo esta posteriormente homogeneizada 

com 10µL de Trypan Blue para contagem em câmara de Neubauer após 24, 48 e 72 

horas de cultivo. A visualização da viabilidade celular foi determinada uma vez que 

as CMN vivas possuem a membrana celular intacta, não permitindo que as mesmas 

sejam coradas. Assim, as células coradas indicaram morte celular. 

 

3.4.2 Extração do DNA das CMN  
 
 

As CMN submetidas ao tratamento ou não com diferentes concentrações do 

veneno bruto de C. d. terrificus após 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas de incubação 

foram lisadas com tampão de lise (AL- Lysis buffer) (QIAGEN®). Para tanto, foram 

transferidos 100µL da amostra para tubo Eppendorf e adicionados 200µL de AL e 

20µL de proteinase K (pK). Após homogeneização no vortex por 15 segundos cada 

tubo, os mesmos foram incubados durante 10 minutos a 56°C. Foram adicionados 

200µL de etanol absoluto, homogeneizado no vortex novamente por 15 segundos e 
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o volume da mistura de cada tubo foi transferido para uma coluna e centrifugado a 

8.000 rpm por 1 minuto. Deram-se início as lavagens, primeiro adicionando 500µL 

de AW1(Wash Buffer) (QIAGEN®) centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto e 

posteriormente adicionando 500µL de AW2 (Wash Buffer) (QIAGEN®) e centrifugado 

a 14.000 rpm durante 3 minutos. Após as lavagens a parte superior de cada coluna 

foi transferida para um eppendorf definitivo e adicionados 50µL de AE (Elution 

Buffer). Após 3 minutos de incubação em temperatura ambiente, o mesmo foi 

centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto e o DNA das CMN foi extraído.   

 

3.4.3 Avaliação da potencial indução de apoptose do veneno em CMN, in vitro. 

 
 O DNA obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. Para 

tanto foi colocado 1 g de agarose juntamente com 100 mL de TBE 0,5 X novo em 

um becker, sendo aquecido no microondas até a total solubilização da agarose. A 

solução foi transferida para o aparelho de eletroforese durante 30 minutos até a 

polimerização do gel. Em seguida o gel foi coberto por 300 mL de solução TBE 0,5 

X, até a polimerização do gel. Depois, o gel foi coberto por 300 mL de solução TBE 

0,5 X, até atingir os eletrodos do equipamento. Foi adicionado no primeiro slot do gel 

5 µl de padrão de peso molecular  1 µL de loading buffer e 2 µL brometo de etídeo. 

O procedimento foi repetido nos outros slots utilizando seis amostras de DNA em 

vez do padrão de peso molecular. Em seguida, a cuba foi conectada a fonte a 100 V 

por cerca de 1 hora, até o loanding buffer ter chegado a 1 ou 2 cms do fim do gel. 

Posteriormente as bandas foram observadas sob a luz ultra-violeta (UV) e 

fotografadas para a análise.  
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3.5 ANÁLISE DOS DADOS 

 

A associação intra e inter  observador foi determinada através do coeficiente 

recuperação, viabilidade, contagem diferencial e grau de pureza das CMN foi feita 

através de uma análise descritiva dos dados. Os resultados encontram-se 

apresentados em tabela com frequência simples e média. A extração do DNA das 

CMN, bem como a verificação da indução ou não da apoptose por diferentes 

concentrações do veneno bruto foram apresentados e analisados por meio da 

eletroforese em gel de agarose. E os resultados referentes às análises das 

concentrações do veneno bruto encontram-se apresentados em um gráfico de linha 

para melhor visualização do resultado.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 PADRONIZAÇÃO DA CONTAGEM DE CMN DO SANGUE PERIFÉRICO 

 

A realização do cultivo celular é um procedimento que requer a padronização 

do processo de obtenção de CMN. Para tanto foram realizadas 18 contagens de 

uma mesma diluição de leucócitos totais na câmara de Neubauer por dois 

avaliadores. Essa caracterização denominada de avaliação da associação intra e 

inter-observador, possibilita tornar o experimento o mais fidedigno em todo o seu 

processo. 

Os resultados obtidos pelos avaliadores foram comparados por meio de 

correlação de Spearman, a fim de se verificar o grau de concordância entre as 

contagens.  

Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas Figuras 6 e 7. 
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Figura 6  Associação intra-observador da contagem de leucócitos/mm3 em câmara de 
Neubauer de uma mesma diluição por um único observador (r=0,999; P< 0,001, correlação 
de Spearman). 
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Figura 7  Associação inter-observador da contagem de leucócitos/mm3 em câmara de 
Neubauer de uma mesma diluição por observadores diferentes (r=0,993; P< 0,001, 
correlação de Spearman). 
 

Ao analisarmos a figura 6, nota-se que a leitura referente à contagem de 

leucócitos de uma mesma diluição realizada por um único observador, apresentou 

associação forte e altamente significativa, ou seja, como a correlação de Spearman 

(r) foi alta (r = 0, 998) e significativa (p< 0, 001) houve associação entre as variáveis 

indicando que não ocorreu diferença significativa entre as leituras.  

Da mesma forma, uma associação forte e altamente significativa foi 

observada quando as duas leituras de um mesmo experimento foram realizadas por 

observadores diferentes (r = 0, 993; p< 0, 001, correlação de Spearman) indicando 

que houve associação estatística entre as leituras efetuadas por diferentes 

observadores. 
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Sabe-se que a contagem celular na câmara de Neubauer exige capacidade 

técnica do observador, caso contrário pode levar ao aparecimento de variações nos 

resultados encontrados. Contudo, verificamos com a análise de dados que as 

leituras intra e inter-observador (Figura 6 e 7) não apresentaram variações 

significativas, o que poderia de certa forma interferir nos resultados e na quantidade 

real de CMN recuperadas após separação e mantidas em cultivo. 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA SEPARAÇÃO DE CMN 

 
 

Após a separação das CMN das amostras de sangue heparinizados de 18 

doadores sadios por centrifugação em meio gradiente de densidade (Ficoll-paque), 

foi avaliado o grau de pureza, recuperação e viabilidade celular. Nota-se que o grau 

de recuperação de células mononucleares foi aumentando gradativamente durante o 

experimento apresentando uma variação entre 45 e 88% (média de 75,3 e desvio 

padrão de 14) (Tabela 2). Dado este comprova que a habilidade técnica dos 

pesquisadores em extrair o anel leucocitário do sangue total, bem como as CMN da 

interfase após centrifugação em meio de gradiente de densidade foi aumentando.  

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

Tabela 2. Análise segundo grau de recuperação, viabilidade, contagem diferencial e grau de 
pureza, após separação de CMN do sangue venoso de doadores sadios. 
 

 % % 
% 

Composição Celular por amostra 
 

Amostra 
Recuperação 

de CMN 
Viabilidade 
das CMN 

Linfócitos Monócitos 
Polimorfo 
Nucleares 

Grau 
de 

Pureza 
1 45 >95 61 34 5 95 
2 47 >95 60 37 3 97 
3 54 >95 65 32 3 97 
4 68 >95 67 33 1 99 
5 69 >95 74 24 2 98 
6 71 >95 68 28 4 96 
7 74 >95 67 31 2 98 
8 76 >95 88 10 2 98 
9 81 >95 66 32 2 98 
10 83 >95 75 24 1 99 
11 84 >95 82 15 3 97 
12 84 >95 73 24 3 97 
13 85 >95 77 20 3 97 
14 86 >95 73 24 3 97 
15 87 >95 71 26 3 97 
16 87 >95 72 25 3 97 
17 88 >95 66 32 2 98 
18 88 >95 66 33 1 99 

Média 75,3 - 70,6 26,8 2,5 97,4 
Fonte  Pesquisa de Campo - 2011.  
 

Conforme pode ser observado na Tabela 2, obtivemos um percentual de 

viabilidade celular superior a 95%. A avaliação da viabilidade celular foi realizada por 

meio do corante Trypan Blue, que é muito utilizado para esta finalidade. A 

contaminação da amostra por polimorfonucleares foi mínima, pois o grau de pureza 

obtido após a separação das CMN foi de 95  99%, com média de 97.4%. 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA POTENCIAL ATIVIDADE CITOTÓXICA DO VENENO DA 

Caudisona durissa terrificus EM CMN DO SANGUE PERIFÉRICO. 

 

Foi utilizado o veneno liofilizado da espécie de serpente Caudisona durissa 

terrificus 
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mononucleares do sangue periférico. Os testes de cada concentração foram 

realizados em triplicata. A avaliação da viabilidade celular por exclusão, utilizando o 

Trypan Blue, após 24, 48 e 72 horas de cultivo de CMN com e sem o veneno bruto 

(Figura 8).  

 

 

Figura 8  Avaliação da viabilidade celular por exclusão com Trypan Blue após 0, 
24, 48 e 72 horas de cultivo de CMN sem e com diferentes concentrações do 
veneno bruto de Caudisona durissa terrificus. 
 

Ao analisar a Figura 8, nota-se que as maiores concentrações (I - 50µg/mL e 

II - 5µg/mL) do veneno bruto de Caudisona durissa terrificus apresentaram elevada 

citotoxicidade celular em um período de 24h, com queda rápida da quantidade de 

CMN (2x103). As concentrações III, IV e V, (0,5µg/mL, 0,05µg/mL, 0,005µg/mL) 

respectivamente, apresentaram citotoxicidade menor, comparadas com as 

concentrações I e II no mesmo período de tempo. Após 48h e 72h de interação das 
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CMN com o veneno, a contagem celular (concentrações IV e V) revelou 

concomitantemente a presença de 3x104 e 4x104 CMN, valor inferior ao inicial, 

demonstrando desta forma, a atividade citotóxica do veneno, tornando as células 

totalmente inviáveis. Entretanto, ao analisar a concentração VI do veneno bruto 

(0,0005µg/mL) nota-se que a diminuição de CMN no decorrer do período de 24, 48 e 

72h foi significativamente menor se comparada com as demais. Ao término do 

período (72h), a contagem em câmara de Neubauer das CMN viáveis apresentou 

pouca variação em detrimento ao valor inicial e ao controle (2x105). Assim, pode-se 

dizer que a concentração de 0,0005µg/mL do veneno bruto de Caudisona durissa 

terrificus, neste experimento, apresentou uma baixa atividade citotóxica em CMN de 

sangue periférico humano. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA POTENCIAL INDUÇÃO DE APOPTOSE DO VENENO EM 

CMN, in vitro. 

 
 

A análise do DNA das CMN tratadas em diferentes concentrações do veneno 

bruto de Caudisona durissa terrificus (50  5  0,5  0,05  0,005 e 0,0005µg/mL) 

após 1, 3, 6, 24, 48 e 72 horas de incubação foi realizada através da técnica de 

eletroforese em gel de agarose. Os resultados indicam que nenhuma das 

concentrações utilizadas nos diferentes períodos de tempo foi capaz de induzir a 

apoptose em CMN do sangue periférico humano, uma vez que não se observou a 

fragmentação do DNA (Fig. 9, Fig. 10, Fig. 11, Fig. 12, Fig. 13 e Fig. 14). 
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Figura 9. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com 6 diferentes concentrações de veneno bruto de C. 
durissa terrificus. A.1h após tratamento com 50µg/mL; B.1h após tratamento com 5µg/mL; C.1h após 
tratamento com 0,5µg/mL; D.1h após tratamento com 0,05µg/mL; E.1h após tratamento com 
0,005µg/mL; F.1h após tratamento com 0,0005µg/mL. C- controle negativo 
 

 

Figura 10. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com 6 diferentes concentrações de veneno bruto de C. 
durissa terrificus. A. 3h após tratamento com 50µg/mL; B.3h após tratamento com 5µg/mL; C.3h após 
tratamento com 0,5µg/mL; D.3h após tratamento com 0,05µg/mL; E. 3h após tratamento com 
0,005µg/mL; F. 3h após tratamento com 0,0005µg/mL. C. controle negativo. 
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Figura 11. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com 6 diferentes concentrações de veneno bruto de C. 
durissa terrificus. A. 6h após tratamento com 50µg/mL; B. 6h após tratamento com 5µg/mL; C. 6h 
após tratamento com 0,5µg/mL; D. 6h após tratamento com 0,05µg/mL; E. 6h após tratamento com 
0,005µg/mL; F.6h após tratamento com 0,0005µg/mL. C- controle negativo. 
 

 
 

Figura 12. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com 6 diferentes concentrações de veneno bruto de C. 
durissa terrificus. A. 24h após tratamento com 50µg/mL; B. 24h após tratamento com 5µg/mL; C. 24h 
após tratamento com 0,5µg/mL; D. 24h após tratamento com 0,05µg/mL; E. 24h após tratamento com 
0,005µg/mL; F. 24h após tratamento com 0,0005µg/mL. C. controle negativo. 
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Figura 13. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com 6 diferentes concentrações de veneno bruto de C. 
durissa terrificus. A. 48h após tratamento com 50µg/mL; B. 48h após tratamento com 5µg/mL; C.48h 
após tratamento com 0,5µg/mL; D. 48h após tratamento com 0,05µg/mL; E. 48h após tratamento com 
0,005µg/mL; F. 48h após tratamento com 0,0005µg/mL. C. controle negativo. 
 
 

 
Figura 14. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando amostras de DNA 
obtidas de CMN, após o tratamento in vitro com diferentes diluições de veneno bruto de C. durissa 
terrificus. A. 72h após tratamento com 50µg/mL; B. 72h após tratamento com 5µg/mL; C. 72h após 
tratamento com 0,5µg/mL; D. 72h após tratamento com 0,05µg/mL; E. 72h após tratamento com 
0,005µg/mL; F. 72h após tratamento com 0,0005µg/mL. C- controle negativo. 
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5. DISCUSSÃO 

 

As toxinas animais vêm ganhando destaque no mercado farmacêutico, uma 

vez que com a evolução da ciência o homem aprendeu que a diferença entre um 

medicamento e o veneno está na administração correta da dose. Desta forma, os 

estudos químicos, bioquímicos, farmacológicos, fisiológicos e tóxicos de um 

determinado composto estão sendo realizados com o interesse de se encontrar nas 

próprias toxina animais, substâncias com propriedades que possam agir de maneira 

benéfica ao homem (ALVES, 2007).  

A escolha da peçonha de Caudisona durissa terrificus para a realização deste 

estudo, uma vez que a mesma apresenta compostos biologicamente ativos que 

exercem atividades sobre componentes do sistema circulatório, sendo estas ações 

desencadeadas pela sua alta citotoxicidade (MATSUBARA, 2009).  

A análise da citotoxicidade celular constitui-se como um dos melhores 

métodos para estabelecer a toxicidade de uma determinada substância sobre 

diferentes tecidos. Desta forma, recomenda-se primeiramente a realização de testes 

in vitro, para compreensão dos mecanismos envolvidos sobre os tecidos 

(PURCHASE et al., 1998). 

No entanto, poucos estudos na literatura especializada envolvendo a ação da 

peçonha sobre células mononucleares têm sido realizados. Desta forma, existe a 

necessidade de determinar a potencial atividade citotóxica do veneno por meio de 

ensaios in vitro, bem como avaliar a potencial indução de apoptose do veneno em 

CMN, in vitro, para posteriormente realizar testes sobre células infectadas com 

algum tipo de microorganismo. Essa possibilidade é evidenciada por estudos já 

realizados onde a peçonha ofídica demonstrou atividade sobre diferentes 
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microorganismos (MAGALDI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; PETRICEVICH & 

MENDONÇA, 2003; VILARRUBIA, 2004; SHINOHARA et al., 2006; RADIS-

BAPTISTA et al., 2006; PASSERO et al., 2007; PASSERO et al., 2008; QUEIROZ, 

2010; MARCUSSI et al., 2011; MULLER et al., 2011; OGUIURA et al., 2011). 

Para tanto, foram realizados estudos preliminares, com o intuito de 

estabelecer condições ideais para a obtenção das CMN e posteriormente a 

realização do cultivo e os ensaios com o veneno. Estes resultados permitiram 

estabelecer médias referentes ao Grau de Recuperação, Viabilidade Celular e Grau 

de Pureza das CMN o que garante confiabilidade conforme determinado na 

metodologia do estudo. Tais resultados apontaram que a recuperação das CMN foi 

de 75,3%, a viabilidade celular >95% e o grau de pureza 97,4% (Tabela 2). 

Os estudos realizados por Rivero (2010), Castro (2011) e Stival (2011) 

avaliando a atividade não citotóxica da peçonha das serpentes Bothrops 

jararacussu, Bothrops pauloensis e Bothrops moojeni respectivamente, sobre CMN 

humanas, afirmam que a padronização é um meio de garantir a confiabilidade do 

estudo. Os autores demonstraram que para a realização do estudo é necessária a 

obtenção de médias referentes ao grau de recuperação, viabilidade celular e grau de 

pureza em torno de 67,25%, >95% e 95,92% respectivamente, o que corrobora com 

os resultados encontrados neste estudo. 

A determinação da concentração celular utilizada deve atender às 

necessidades específicas de cada estudo bem como às características das células 

utilizadas.  A pesquisa realizada por Soares (2007) com o objetivo de caracterizar a 

atividade antitumoral da peçonha de Caudisona durissa terrificus, determina a 

utilização de alíquotas contendo 5x106 células de adenoma de hipófise (GH3) e de 

glioblastoma (RT2). O estudo realizado por Bastos (2008) avaliou a capacidade 
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imunomoduladora e inflamatória das frações PLA2 e Crotapotina do veneno de 

Caudisona durissa terrificus sobre CMN do sangue periférico humano. Os autores 

determinaram para o seu estudo a utilização de 1,6x106 células/mL.  

Com a finalidade de avaliar a atividade antiviral do veneno do veneno bruto e 

toxinas isoladas da peçonha de Caudisona durissa terrificus contra o vírus da 

dengue e da febre amarelas, Muller et al. (2011) utilizaram 2x105 células/mL (VERO 

E6) em seu estudo como parâmetro para a realização do cultivo celular.  

Na determinação da concentração celular, deve-se levar em consideração o 

tipo de celular utilizado, o meio de cultura, bem como as condições em que será 

realizado o cultivo. Os resultados deste estudo permitiram determinar o número de 

células inicialmente utilizadas em cada poço da microplaca de cultivo (2x10  

células/mL), sendo ativadas com 20 UI/mL de Fitohemaglutinina (PHA) (Pharmacia) 

e 1µg/mL de Interleucina - 2 (IL  2) (Amersham) mantidas em meio RPMI 1640 

acrescido de 10% de SFB, durante 72 horas a uma temperatura entre 35  37ºC em 

uma atmosfera de 5% de CO2. 

A influência do veneno sobre a viabilidade celular foi avaliada por contagem 

das células em câmara de Neubauer, por meio do corante de exclusão Trypan Blue. 

Esta mesma técnica foi utilizada em estudo realizado por Marcussi et al. (2011), na 

avaliação do potencial de efeitos mutagênicos e genotóxicos do veneno de 

Caudisona durissa terrificus e suas toxinas isoladas sobre linfócitos humanos. A 

citotoxicidade da peçonha desta mesma serpente também foi avaliada utilizando o 

método de exclusão pelo Trypan Blue por Tamieti et al. (2007) em linhagem de 

células derivadas de ovário de hamster chinês (CHO-K1) e na pesquisa de 

Petricevich & Mendoça (2003) para análise da viabilidade celular de células VERO. 

Favoretto et al. (2011) em sua pesquisa para avaliar os efeitos imunomoduladores 
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do principal componente do veneno de Caudisona durissa terrificus, a crotoxina 

(CTX), sobre a resposta imune de ratos utilizou a mesma coloração para 

determinação da viabilidade das células. A metodologia e os padrões de viabilidade 

utilizadas, superiores a 95%, foram semelhantes aos daquela pesquisa. 

 Com a finalidade de evitar contaminações com microorganismos durante a 

realização do cultivo celular, muitos estudos preconizam a utilização de agentes 

antimicrobianos concomitantemente. Os estudos de Pontes (2006) e Soares (2007) 

determinam a importância do cultivo celular com a utilização de antibióticos como 

gentamicina, penicilina e estreptomicina uma vez que minimiza a possibilidade do 

desenvolvimento de contaminantes no cultivo. No presente estudo foi possível 

observar que não ocorreram contaminações, mesmo não utilizando nenhum agente 

antimicrobiano, o que reduz as chances de ocorrer viés nos resultados decorrentes 

de tais produtos. Assim, foi possível definir um protocolo de cultivo celular padrão 

para os ensaios realizados neste estudo. 

A determinação da citotoxicidade da peçonha de Caudisona durissa terrificus 

sobre as CMN ocorreu em função da concentração do veneno utilizada e do tempo 

decorrido de incubação, sendo realizada por meio da taxa de sobrevivência das 

células tratadas. As concentrações I (50µg/mL) e II (5µg/mL) possuem elevada 

citotoxicidade sobre as CMN uma vez que em 24 horas de incubação, ocorreu uma 

queda significativa no número de células comparadas ao controle (Figura 6).  Atribuí-

se esta queda à alta toxicidade apresentada pela peçonha ofídica utilizada no 

estudo.  

Destaca-se a presença de diferentes toxinas que compõem o veneno bruto, 

dentre elas a crotoxina, crotamina, giroxina, convulxina, serinoproteases e fosolipase 

A2 (BERCOVICI, 1987; OSHIMA-FRANCO et al., 1999). Entre as principais ações 
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do veneno crotálico, destaca-se a capacidade de causar intensas alterações nos 

componentes hematológicos e imunológicos (SAMPAIO et al., 2005). Segundo 

Chippaux et al., (1991) a toxicidade da peçonha deve-se a toxicocinética, ou seja, à 

capacidade e à habilidade que o veneno possui de penetrar nas membranas de 

células teciduais. 

A concentração que apresentou pouca variação na quantidade de CMN 

quando comparada ao controle nas contagens de 24, 48 e 72h, foi a VI 

(0,0005µg/mL), apresentando assim baixa atividade citotóxica (Figura 6).  

 A composição química e atividade biológica dos venenos podem variar 

consideravelmente entre as famílias e gêneros de serpentes. Em um mesmo tipo de 

veneno, componentes diversos são encontrados de acordo com os fatores 

ontogenético, sazonal, interpopulacional, intrapopulacional e, ainda, fatores 

individuais (CHIPPAUX et al., 1991).  

 Essa situação fica evidente quando comparados os resultados obtidos nesta 

pesquisa, com os resultados obtidos nos estudos realizados por Rivero (2010) e 

Castro (2011) quando os autores, utilizando diferentes concentrações do veneno do 

gênero Bothrops, porém com diferentes subespécies, determinaram a concentração 

com menor atividade citotóxica sobre as CMN. Os resultados demonstraram que a 

concentração de 0,05µg/mL utilizada por ambos os pesquisadores apresentou baixa 

atividade citotóxica comparada com o controle. Já o estudo realizado por Stival 

(2010), também utilizando a peçonha da serpente Bothrops moojeni nas mesmas 

concentrações que os autores citados anteriormente, demonstraram que as 

concentrações 0,5µg/mL e 0,05µg/mL não apresentaram citotoxicidade sobre as 

CMN. Diferentemente, a peçonha da serpente Caudisona durissa terrificus utilizada 
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neste estudo demonstrou que a concentração com menor citotoxicidade foi de 

0,0005 µg/mL. 

Estudo realizado por Santoro et al. (1999) demonstrou variabilidade 

interespecífica sobre a peçonha de Caudisona durissa terrificus, Caudisona durissus 

cascavella e Caudisona durissa collilineata. Rádis-Baptista et al. (2003), confirmam 

em seu estudo onde existe diferença no gene crotamina nos dois homólogos do 

cromossomos e que isso possa refletir uma diferença, no número de cópias dos 

genes entre os cromossomos, o que pode ser uma possível explicação para a 

variação existente na composição do veneno. 

Nesta perspectiva, o estudo realizado por Maineri (2011) utilizando diferentes 

concentrações da peçonha de Caudisona durissa collilineata sobre CMN 

demonstrou que a concentração de 0,0005µg/mL, apresentou baixa toxicidade 

corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa. 

Essa diferença observada entre espécies e gêneros quanto à toxicidade do 

veneno, pode estar relacionada com a variação da composição química. Tais 

variações tem sido demonstrada em diferentes estudos. Furtado et al. (2003), 

referem existir diferença significativa quanto a presença de elementos inorgânicos 

no veneno de C.d. cascavella, uma vez que diferentes amostras do veneno 

continham variações na concentração de Br, Cl, Mg2+ e Zn. 

 Fagundes et al. (2010) ao realizar a purificação da PLA2 do veneno de 

Caudisona durissa collilineata a fim de comparar sua estrutura molecular e atividade 

neurotóxica com os perfis cromatográficos de outros venenos crotálicos, observou 

que o veneno de Caudisona durissa collilineata não tem a fração correspondente a 

crotamina. Referem que a ausência desta toxina se torna interessante pelo fato de 

ser normalmente encontrada no veneno de Caudisona durissa terrificus, já que essa 
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toxina é responsável pelas atividades miotóxicas e neurotóxicas (Caudisona durissa 

terrificus) e ser responsável por 20% do veneno seco. Os autores sugerem, com 

estes achados, que a crotoxina homóloga na Caudisona durissa collilineata, 

provavelmente, desempenha um papel importante na ação neurotóxica do veneno. 

 Matsubara (2009) avaliou o efeito do veneno de Cadisona duissa terrificus, da 

Crotoxina e das suas subunidades CA e CB em monocamadas de células 

endoteliais em cultura. Para tanto o autor utilizou incubações das células com 

concentrações crescentes do VCdt ou CTX (1, 10 e 100 µg/mL) ou CB ou CA 

(correspondente molar de 0.04, 0.4 e 4µM, respectivamente) por períodos de 1, 3, 6, 

12 e 24 horas. Identificou que apenas a maior concentração do VCtd e a subunidade 

CB afetam a viabilidade celular, o metabolismo e a integridade das células. Nas 

concentrações não citotóxicas o VCdt, a CTX e as subunidades CA e CB não 

alteram a proliferação das células endoteliais. 

Lima (2010) realizou a caracterização das ações do veneno de Caudisona 

durissa terrificus sobre as funções dos neutrófilos, avaliando qual componente é 

responsável pelo efeito inibitório do VCdt sobre a fagocitose por neutrófilos  e 

também investigar in vitro e in vivo efeito do VCdt e da CTX sobre a atividade 

microbicida e a produção de espécies reativas do oxigênio por essas células. Para 

tanto, foram testados três picos do VCtd obtidos durante a purificação da CTX (pico 

I; pico II, que corresponde a CTX, e pico III), sobre a atividade fagocítica de 

neutrófilos. A incubação dos neutrófilos com a CTX ou com os picos I ou III, em 

diferentes concentrações (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 µg/mL), mostrou que 

somente o pico II inibiu essa atividade, demonstrando que a CTX é o componente do 

VCdt responsável pelo seu efeito inibitório sobre a fagocitose por neutrófilos. A 

incubação dos neutrófilos com o VCdt (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 ou 2,0 µg/mL) ou a CTX 
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(0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 µg/mL), bem como o tratamento dos animais com o 

VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas antes da administração de 

carragenina, não alteraram a atividade microbicida e a produção de ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso. 

Marcussi et al., (2011) avaliaram o potencial efeito mutagênico e genotóxico 

de Caudisona durissa terrificus e suas toxinas isoladas sobre linfócitos humanos. Ao 

término do estudo confirmaram a importância da crotoxina e da crotapotina como 

sendo as principais indutoras de toxicidade e efeitos farmacológicos in vitro e in vivo, 

sugerindo que elas sejam os principais componentes genotóxicos no veneno. 

 A citotoxicidade do veneno bruto de C. d. terrificus e suas frações sobre 

células de Carcinoma Epidermóide de Laringe foi avaliada por Novaes (2004). Para 

tanto, utilizou diferentes concentrações do veneno em diferentes períodos de 

tempos. O veneno bruto foi testado nas concentrações de 1, 5, 10 e 50µg/mL em 1, 

4, 8 e 24h e para suas frações foi testada à concentração de 1ìg/mL em 1, 4, 8 e 

24h. Em outro experimento, seguindo o mesmo protocolo, só que em concentrações 

diferentes, utilizou para o veneno bruto as concentrações de 0,5, 1 e 5µg/mL em 24, 

48 e 72h. Com as frações testou as mesmas concentrações do veneno bruto, porém 

apenas em 24 e 48h. Identificou que o veneno bruto da serpente causou danos 

celulares irreversíveis em torno de 10% a 20% nas células submetidas ao 

tratamento, e nas frações do veneno, 30% a 70% dessas células foi observada 

morte celular. 

Alves (2007) avaliou o efeito de diferentes concentrações da LAAO (5; 10; 25 

e 50µg/mL) obtida da peçonha de Bothrops atrox sobre diferentes linhagens de 

células tumorais e sobre as CMN do sangue periférico humano. Observou que a 

concentração de 50µg/mL apresentou atividade citotóxica de 70% sobre a linhagem 
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tumoral JURKAT (leucemia de células T). Além disso, a concentração de 10µg/mL 

apresentou efeito citotóxico de 60% sobre a linhagem de células tumorais B16 F10 

(melanoma de células de camundongo). Sobre a linhagem PC12, as células tiveram 

uma resposta dose dependente, uma vez que ao utilizarem a concentração de 

25µg/mL observou-se citotoxicidade de aproximadamente 70% em relação ao 

controle negativo. Por fim, o autor afirma que ao incubar 10µg/mL da LAAOBatrox 

com CMN do sangue periférico humano, observou uma insignificante atividade 

citotóxica. Nota-se que a concentração do veneno utilizada no estudo sobre as CMN 

(10µg/mL) é superior a concentração utilizada neste trabalho o que confirma a 

variabilidade do veneno entre espécies diferentes. 

 Da mesma forma, Soares (2007) pesquisou o efeito antitumoral da peçonha 

de Caudisona durissa terrificus e suas frações. Procurou identificar o efeito 

antitumoral da peçonha sobre linhagens de tumores cerebrais (adenoma de hipófise 

e glioblastoma em murinos), avaliando a citotoxicidade e inibição da capacidade 

proliferativa. 

Ao mesmo tempo procurou avaliar o potencial radiossensibilizador e sua 

aplicabilidade para detecção de tumor in vivo. Identificou que o veneno possui efeito 

antitumoral para as células estudadas, sendo que as células do adenoma de 

hipófise (benigno) são mais sensíveis ao efeito antitumoral da peçonha do que as 

células do glioblastoma (maligno). Percebeu também, que a crotoxina e a crotamina 

desempenham papel importante na atividade antitumoral da peçonha, porém não 

devem atuar isoladamente. Conclui que os resultados indicaram o potencial 

biotecnológico da peçonha como fonte de moléculas moldes para o desenvolvimento 

de fármacos e radiofármacos para terapia e/ou diagnóstico do câncer. 
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Bastos (2007) avaliou a capacidade imunomoduladora e a citotoxicidade da 

crotapotina do veneno de Caudisona durissa terrificus sobre células mononucleares 

do sangue periférico humano. A citotoxicidade foi avaliada através da coloração de 

Azul de Trypan, determinando como padrão experimental 

corrobora com a padronização utilizada nesse estudo. As células mononucleares 

foram submetidas a diferentes concentrações das frações crotapotina e da PLA2 (2, 

1, 0,5, 0,2 e 0,1µg/mL.). As placas foram incubadas a 37°C de atmosfera úmida com 

5% de dióxido de carbono por um período de 96 horas. Observou que a crotapotina 

inibiu a proliferação linfocitária nas concentrações (0,2 e 0,1µg/mL) e que a PLA2 não 

exerceu efeito sobre a proliferação linfocitária. Não foram constatadas diferenças 

significativas em relação ao controle de células o que determina que não houve o 

desenvolvimento de morte celular por nenhuma das frações. 

O veneno de serpentes é um potente promotor de apoptose (ZINSZNER et 

al., 1998). O processo de morte celular apoptótico tem sido descrito por vários 

autores após o tratamento com venenos ofídicos (ALI et al., 2000). Da mesma 

forma, Samel et al. (2006) afirmam que o tratamento de culturas celulares com 

venenos ofídicos pode causar apoptose ou necrose, dependendo da dose e da 

duração da exposição. 

Ao observar que algumas concentrações utilizadas neste estudo ocasionaram 

a morte celular devido à redução do número de células quando comparado ao 

controle, levou-se em consideração que morte celular ocorrida durante o período de 

incubação nas concentrações citotóxicas não indicam um mecanismo de morte 

celular específica. Para tanto, a potencial indução de apoptose em CMN, in vitro por 

diferentes concentrações do veneno bruto de Caudisona durissa terrificus (50, 5, 0,5, 

0,05, 0,005 e 0,0005µg/mL), foi avaliada. Após o tratamento, as células foram 
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lisadas para a análise de fragmentação do DNA por meio da eletroforese em gel de 

agarose.  

  Foi possível observar que não houve dano ao DNA decorrente da incubação 

com o veneno bruto de Caudisona durissa terrificus após 1, 3, 6 e 24 h (Fig.7;). Este 

resultado indica que a morte celular decorrente do tratamento com as diferentes 

concentrações do veneno não é decorrente do processo apoptótico.  

Alves (2007) analisou a capacidade da LAAO obtida da Bothrops atrox de 

induzir apoptose em diferentes linhagens de células tumorais, feocromocitoma de 

glândula adrenal de rato (PC12), melanoma murino (B16F10) e CMN do sangue 

periférico humano, sob diferentes concentrações (5, 10, 25 e 50µg/mL) incubadas 

por um período de 4 horas. Descreveu que as células PC12 quando tratadas com a 

concentração de 25µg/mL apresentaram o maior número de células mortas por 

apoptose. Porém, as CMN não foram induzidas a apoptose mesmo quando tratadas 

com 50µg/mL da enzima. A linhagem B16F10 destacou-se quanto ao 

desenvolvimento de apoptose uma vez que 60% das mesmas foram induzidas ao 

processo apoptótico quando tratadas com 50µg/mL da enzima. 

A LAAO obtida de Vipera berus berus não induziu apoptose em células K562 

(leucemia mielóide crônica humana), quando incubadas com baixas concentrações 

da enzima e por um curto período de tempo. Porém, após 24 horas de incubação 

com a mesma concentração inicial, pode-se observar a indução de apoptose 

(SAMEL et al.,2006).  A mesma enzima, porém obtida da serpente Agkistrodon 

contortrix laticintus, na concentração de 25µg/mL, foi incubada com células HL-60 e 

após 24 horas de incubação foi observada à fragmentação do DNA sugerindo a 

indução de apoptose por essa enzima. Já em concentrações menores, porém com o 
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mesmo período de incubação não ocorreu a indução da apoptose (SOUZA et al., 

1999). 

 Divergindo dos resultados obtidos neste estudo, Reis et al. (2006) ao 

realizarem o cultivo de células CHO  K1 com o veneno de Caudisona durissa 

terrificus observaram que as concentrações utilizadas foram (10, 50 e 100µg/mL) por 

períodos de 1, 6 e 12 horas, demonstraram  que após 6 horas de tratamento com o 

veneno as células iniciaram processo de morte celular por apoptose, verificada 

através da fragmentação do DNA. Da mesma forma, Tamieti et al. (2007) também 

observaram a fragmentação do DNA a partir de 6h decorrentes da ação da peçonha 

de Caudisona durissa terrificus sobre linhagens de células CHO  K1 nas 

concentrações de 10, 50 e 100µg/mL. 

 A busca pela compreensão do mecanismo que induz a morte celular 

estimulada por peçonhas ofídicas tem sido estudada por muitos pesquisadores. 

Burin (2011) avaliou o efeito do veneno bruto da peçonha de Bothrops pirajai sobre 

células HL-60 (Células derivadas de leucemia pró-mielocítica). As células foram 

plaqueadas na concentração de 2x104 por poço na ausência e na presença do 

veneno bruto. Os ensaios foram realizados utilizando as concentrações de 0,05 - 0,1 

- 0,5 - 1 - 5 - 7,5 -10 - 25 - 50 e 100µg/mL por períodos de 12 e 18 horas. Observou-

se que o veneno bruto foi capaz de induzir a apoptose em células HL-60 a partir da 

concentração de 0,1µg/mL, porém, somente nas concentrações de 7,5  10  25  

50  100µg/mL que se pode observar um perfil dose dependente do veneno quanto 

a indução da apoptose nas células tratadas e incubadas por 12 e 18 horas. Levando 

em consideração o tempo de incubação a morte celular foi maior nas concentrações 

de 10 a 100µg/mL do veneno por 18 horas.  
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 Estudos de outros autores também demonstram a indução de apoptose por 

peçonhas ofídicas. Soares et al. (2010) descreveram a indução do efeito apoptótico 

da peçonha de Caudisona durissa terrificus sobre células de glioma de rato (RT2) e 

adenoma benigno de pituitária (GH3). O tratamento das células ocorreu com 5 e 

10µg/mL da peçonha ofídica por um período de 48 horas. Observaram aumento 

significativo do número de células GH3 apoptóticas (17 vezes maior do que as 

células controle) e células RT2 apoptóticas (3,5 vezes maior do que as células 

controle).  

 Segundo Walker & Gaastra (1983) e Platel (1994) uma das características 

bioquímicas da apoptose é a clivagem internucleossômica do genoma, que pode ser 

reconhecida pelo clássico "padrão em arraste", por meio da eletroforese em gel de 

agarose, o que não estiveram presentes na eletroforese realizada nesse estudo, 

onde foram testadas seis concentrações do veneno bruto de Caudisna durissa 

terrificus. 

No entanto, vale ressaltar, ser crucial empregar dois ou mais ensaios distintos 

para confirmar que a morte celular está ocorrendo por meio de apoptose. Além 

disso, certos ensaios podem ser adequados para células de cultura, mas 

inadequado para investigar a apoptose em secções de tecidos. Portanto, ao 

escolher os métodos de detecção de apoptose em células, tecidos ou órgãos, 

devemos entender os prós e contras de cada ensaio (SCHULZE-OSTHOFF, 2008). 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

 A avaliação da associação inter e intra-observador apresentaram associações 

fortes e altamente significativas, ou seja, houve associação entre as variáveis 

indicando que não ocorreu diferença significativa entre as leituras. 

 Os testes de viabilidade celular in vitro desenvolvido neste estudo demonstram 

que o veneno bruto de C. d. terrificus apresentou alta toxicidade sobre as CMN. 

  A citotoxicidade do veneno bruto de C. d. terrificus varia de forma proporcional 

à concentração, ou seja, quanto maior a concentração do veneno, maior a sua 

citotoxicidade. 

 A concentração de 0,0005µg/mL do veneno bruto de Caudisona durissa 

terrificus, neste experimento, apresentou uma baixa atividade citotóxica em 

CMN de sangue periférico humano. 

 A fragmentação do DNA celular induzida pelo veneno bruto não foi visualizado 

neste estudo. Sugere-se empregar dois ou mais ensaios distintos para 

confirmar se a indução da morte celular está ocorrendo por meio de apoptose 

ou necrose.  
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