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RESUMO 



xxi 
 

Serpentes do gênero Bothrops são a principal causa de acidentes ofídicos 

no Brasil. Acidentes envolvendo a Bothrops jararacussu (jararacuçu) resultam em 

envenenamento moderado e grave, devido principalmente à grande quantidade de 

peçonha injetada por esta espécie. Entre os efeitos observados, o quadro de 

hipotensão e de choque são fatores importantes a serem considerados. Neste 

trabalho, avaliamos as alterações cardíacas causadas pela peçonha de B. 

jararacussu em átrio direito isolado de rato. A incubação das preparações com 

peçonha (0,025, 0,050, 0,1 e 0,2 mg/ml) resultou em uma marcada contratura 

atrial em altas concentrações que levou a uma redução progressiva da força 

contrátil e a freqüência atrial, especialmente  na maior concentração utilizada (0,2 

mg/ml). A maior concentração da peçonha também causou uma marcada 

liberação de CK-BM e desorganização das fibras musculares atriais. A peçonha 

aquecida (100°C, 20 min) aboliu esta atividade enquanto a diálise não alterou 

significativamente essas respostas. O fracionamento da peçonha de B. 

jararacussu em cromatografia por gel filtração e troca iônica nos forneceu a fração 

(III3) que reproduziu todas as alterações funcionais e morfológicas vistas com a 

peçonha bruta. SDS-PAGE da fração III3, na presença e ausência de ditiotreitol e 

β-mecaptoetanol revelaram uma massa molecular de ~28 KDa e 14 KDa, 

respectivamente, semelhantes às bothropstoxinas, as principais PLA2 miotóxicas 

desta peçonha. Os antivenenos comerciais utilizados (botrópico e 

botrópico/crotálico) se mostraram eficientes em neutralizar os efeitos produzidos 

pela peçonha bruta tanto na força e freqüência atriais como na liberação de CK-

MB e nas alterações histológicas. A pré-incubação com antagonistas 

farmacológicos (bloqueadores de receptores adrenérgicos, histaminérgicos, 

muscarínicos, e inibidores da ciclooxigenase e óxido nítrico sintase) não afetou 

significativamente as alterações induzidas pela peçonha. Estes resultados indicam 

que as alterações induzidas pela peçonha de B. jararacussu estão envolvidas 

diretamente com o dano a fibra muscular atrial mediada provavelmente através da 

atividade das PLA2 miotóxicas. 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
1.1 - Envenenamento botrópico 

 
Os acidentes ofídicos representam sério problema de saúde pública nos 

países tropicais pela freqüência com que ocorrem e pela mortalidade que 

ocasionam, excedendo a 2,5 milhões de acidentes por ano no mundo (1). Existem 

no Brasil quatro gêneros de serpentes peçonhentas, sendo três (Bothrops, 

Crotalus e Lachesis) pertencentes à família Viperidae, subfamília Crotalinae, e 

uma (Micrurus) da família Elapidae, subfamília Elapinae (2).  O gênero Bothrops 

(jararacas) é o principal causador de acidentes ofídicos (90,5%), seguido dos 

gêneros Crotalus (cascavéis) (7,7%), Lachesis (surucucu) (1,4%) e Micrurus 

(corais) (0,4%), conferindo uma média de incidência de aproximadamente 20.000 

acidentes/ano (3,4,5,6). 

A prevalência dos acidentes ofídicos varia para cada região do país, sendo 

as regiões Sudeste e Sul as que registram um maior número de acidentes, talvez 

devido à maior densidade populacional e o acesso a serviços de saúde e sistemas 

de informações (5). A letalidade do acidente ofídico está diretamente ligada ao 

tempo de atendimento médico após o acidente e ao tipo de envenenamento, 

podendo aumentar em até oito vezes essa taxa se o tempo de atendimento for 

maior que seis horas decorridas após a picada (6).   

A ocorrência dos acidentes ofídicos está diretamente relacionada a fatores 

climáticos como períodos de calor e chuva, quando há um aumento do trabalho na 

zona rural devido ao preparo da terra, plantio e colheita e à ocorrência de várias 

espécies do gênero Bothrops em regiões com elevada população humana (7,8,9). 
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Os acidentes ofídicos acometem mais adultos jovens do sexo masculino (cerca de 

70% na faixa etária de 15-49 anos), sendo os pés e as pernas os locais mais 

atingidos, seguidos de mãos e antebraços. 

As peçonhas botrópicas são misturas complexas de enzimas, peptídeos e 

compostos não enzimáticos com diferentes atividades biológicas (10,11,12) que 

servem para imobilizar e matar a presa, além de contribuir para a posterior 

digestão da mesma. A peçonha botrópica exerce três atividades principais (Fig. 1): 

1) atividade edematogênica e inflamatória, mediada por fosfolipases A2 e 

proteases, 2) atividade coagulante, mediada por enzimas trombina-símile 

(semelhante à ação da trombina) e ativadoras de protrombina e do fator X que 

promovem o consumo dos fatores de coagulação com conseqüente alteração da 

coagulação sangüínea, e 3) atividade hemorrágica, mediada por 

metaloproteinases que atuam no endotélio vascular local e sistêmica levando ao 

extravasamento de sangue e sangramento sistêmico (11,13,14,15,16,17,18). 
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Figura 1. Principais componentes e mecanismo de ação das peçonhas botrópicas. 

Os pacientes picados por Bothrops normalmente mostram efeitos locais e 

sistêmicos. As ações locais incluem dor, abscessos, edema com formação de 

bolhas contendo líquido seroso, hemorragia e necrose, sinais estes que podem 

ser agravados pela presença de fatores coagulantes na peçonha (17). Já os 

efeitos sistêmicos consistem principalmente de sangramento, choque 

cardiovascular, processo de coagulação intravascular disseminada, septicemia, 

insuficiência respiratória e insuficiência renal aguda (IRA) podendo levar à morte 

nos casos mais graves (17,18). 

 

1.2 – Bothrops jararacussu 

Atividade Inflamatória 

Aguda

Atividade sobre Coagulação Atividade Hemorrágica

Mecanismos de ação das peçonhas botrópicas

• PLA2

• Proteases

• Esterases

• Lectina

• Enzimas liberadoras de 

cininas

• Bradicinina

• Prostaglandinas

• Leucotrienos

• Prostaciclinas

• TXA2

• Ativação de fatores da 

coagulação

• Fator X

• Protrombina em trombina

• Fibrinogênio em fibrina

• Metaloproteinases

(hemorraginas)

• Colágeno tipo 4

• Fibronectina

• Laminina

• Inibidoras da agregação 

plaquetária
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acidentes causados por B. jararacussu e, a perda de massa muscular relacionada 

à pobre regeneração muscular é uma seqüela comum que pode levar à disfunção 

permanente do membro afetado e até mesmo a necessidade de amputação 

(22,24,25). Esta mionecrose pode ser devida à degeneração vascular e isquemia 

causada por metaloproteinases, ou devida à ação direta das miotoxinas da 

peçonha sobre a membrana plasmática de células musculares (11,16,26,27,28, 

29). 

A peçonha de B. jararacussu tem maior atividade miotóxica que outras 

peçonhas botrópicas, causando necrose de fibras musculares e liberação de 

creatinoquinase na circulação (19). A miotoxicidade das peçonhas ofídicas pode 

ser monitorada pelo aumento da atividade de creatinoquinase (CK) no plasma; 

este aumento resulta do dano ao sarcolema.  

 

1.2.1 – Principais componentes da peçonha de B. jararacussu 

A peçonha de B. jararacussu produz efeitos locais e sistêmicos que 

resultam principalmente da ação concomitante de fosfolipases A2 (PLA2), 

proteases (metaloproteinases e serinoproteinases), lectinas e peptídeos 

potencializadores de bradicinina (BPPs) (Fig. 3). 





31 
 

atividade enzimática. Ambas possuem massa molecular de aproximadamente 14 

KDa e são miotóxicas. Algumas PLA2 ácidas também já foram isoladas porém 

possuem pouca ou nenhuma atividade miotóxica. A BthA-I-PLA2 possui atividade 

antiplaquetária e hipotensora (30). Já Ketelhut et al. (32) isolaram quatro PLA2 

ácidas sendo elas SIIISPIIA, SIIISPIIB e SIIISPIIIA, com atividade anticoagulante 

e, SIIISPIIIB, inibidora da agregação plaquetária, com massa molecular de 

aproximadamente 15 KDa.  

 

Proteases 

As peçonhas ofídicas, inclusive as botrópicas, são fontes ricas de 

metaloproteinases e serinoproteinases (33). As metaloproteinases, que são 

dependentes de zinco, são capazes de hidrolisarem as proteínas da lâmina basal 

de vasos sangüíneos, incluindo fibronectina, laminina e colágeno tipo IV, levando 

ao extravasamento de sangue e o quadro de hemorragia; podem também 

apresentar atividade fibrinogenolítica (11,34). 

Mazzi et al. (35) purificaram a metaloproteinase BjussuMP-I da peçonha de 

B. jararacussu e mostraram que esta proteína de 60 KDa é hemorrágica mas não 

miotóxica, quando comparada com à BthTX-I isolada da mesma peçonha. 

Também foi isolada a BjussuMP-II, uma metaloproteinase fibrinogenolítica não 

hemorrágica de 24 KDa (36).  

Tem sido sugerido que os domínios tipo disintegrina e rico em cisteína, 

presentes em grandes metaloproteinases, contribuam para a sua atividade 

hemorrágica, tornando possível que a ausência dos domínios disintegrina e rico 

em cisteína determinem a falta de atividade hemorrágica na BjussuMP-II. Por 
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outro lado ainda não foi completamente elucidado o mecanismo de ação das 

metaloproteinases, embora se saiba que a degradação enzimática da membrana 

basal é o passo inicial para a sua atuação (11,37,38). 

As serinoproteinases que contribuem para o quadro de envenenamento por 

B. jararacussu exibem um perfil farmacológico diversificado, incluindo ações sobre 

a cascata de coagulação, tais como atividade tipo trombina, ativação do fator V, 

ativação da proteína C, fibrinogenólise, ativação de plasminogênio e indução da 

agregação plaquetária. Também podem exercer atividade tipo calicreina, liberando 

bradicinina e, portanto, promovendo um aumento da permeabilidade vascular e 

hipotensão (39,40).  

Várias serinoproteases já foram isoladas e caracterizadas da peçonha de B. 

jararacussu. Zaganelli et al. (3) identificaram a FC-Bj, uma enzima com atividade 

tipo trombina e calicreína. Já a serinoproteinase jararacussina-I apresentou 

atividade coagulante e conversora de fibrinogênio, assemelhando-se muito com a 

FC-Bj (41). 

A BjussuSP-I, uma serinoproteinase tipo trombina, também isolada da 

peçonha de B. jararacussu, não causou alterações patológicas locais quando 

aplicadas em camundongos, mas possui potente atividade fibrinogenolítica, 

sugerindo que seu papel principal no envenenamento está associado ao consumo 

de fibrinogênio e coagulopatia, num efeito que pode exacerbar a atividade 

hemorrágica local induzida por metaloproteinases (42). 

 

Lectinas 
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As lectinas de peçonhas botrópicas correspondem a menos que 1% do 

peso seco da peçonha e têm massas moleculares em torno de 28 KDa (43). Estas 

proteínas causam hemoaglutinação, agregação plaquetária (44), indução de 

edema de pata em camundongo (43,45) e modulação da liberação de Ca2+ do 

retículo sarcoplasmático do músculo esquelético (46), e efeitos renais em rim 

isolado (47).  

Panunto et al. (45) estudaram uma lectina (BjcuL) da peçonha de B. 

jararacussu e sugeriram que esta proteína estava relacionada mais aos efeitos 

locais do envenenamento do que aos efeitos sistêmicos, já que foi capaz de 

promover edema e aumento da permeabilidade vascular. 

 

Peptídeos potencializadores de bradicinina (PPB) 

A peçonha de B. jararacussu, assim como a peçonha de B. jararaca, possui 

PPB que atuam na enzima conversora de angiotensina (ECA) inibindo a 

conversão de angiotensina I em angiotensina II (potente vasoconstritor) e a 

degradação da bradicinina (potente vasodilatador) (48). A principal conseqüência 

desta inibição é vasodilatação levando à hipotensão, característica importante do 

envenenamento botrópico. 

Ferreira et al. (49) identificaram seis PPB na peçonha de B. jararacussu, 

sendo que o peptídeo P foi mais ativo que o captopril em inibir a conversão da 

angiotensina I em angiotensina II. Havt et al. (50) atribuiram aos PPB a intensa 

diurese promovida pela peçonha de B. jararacussu em rins isolados perfundidos 

de ratos. 
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1.2.2 – Antiveneno botrópico 

O tratamento mais eficaz para o envenenamento botrópico é a terapia com 

soro anti-botrópico (antiveneno), sendo que a dose de antiveneno administrada é 

determinada de acordo com a sintomatologia do envenenamento, classificada em 

leve, moderada ou grave (51). Entretanto, o antiveneno não é capaz de reverter o 

quadro de necrose, embora experimentalmente pode prevenir seu 

desenvolvimento se administrado precocemente (52). Esta capacidade limitada de 

neutralização se deve a rápida manifestação das reações locais e pelo fato de que 

os antivenenos não são capazes de reverter às lesões já estabelecidas ou 

desencadeadas (53). 

O antisoro pode ser obtido através da inoculação de peçonhas de diferentes 

espécies do mesmo gênero em animais experimentais ou misturando-se soros de 

vários animais inoculados com diferentes espécies de serpentes. No Brasil, o soro 

anti-botrópico é produzido em cavalos imunizados com as peçonhas de B. 

alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi, podendo ocorrer 

variações nas espécies conforme a instituição que produz esses antisoros (1,54). 

No caso de B. jararacussu, embora a soroterapia seja feita principalmente 

com o antiveneno botrópico, há evidências clínicas (55) e experimentais (56) de 

que a letalidade desta peçonha pode ser neutralizada melhor por uma mistura de 

antivenenos botrópico e crotálico ou um antiveneno botrópico/crotálico.  Queiroz et 

al. (57) atribuiram a pobre neutralização da peçonha de B. jararacussu por 

antiveneno botrópico a diferenças imunológicas entre as proteinases desta 

peçonha e os anticorpos presentes no antiveneno botrópico. 
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Conforme indicado acima, a peçonha de B. jararacussu pode causar 

hipotensão e choque cardiovascular, mas ainda pouco se sabe sobre seus efeitos 

cardíacos diretos (58). Sendo assim, nesse estudo, avaliamos as alterações 

causadas pela peçonha de B. jararacussu em átrio direito isolado de rato, bem 

como os possíveis mediadores envolvidos nessas respostas. Avaliamos também a 

capacidade de neutralização por parte dos antivenenos comerciais utilizados no 

envenenamento por esta espécie. 
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2 – OBJETIVOS 
 

Neste trabalho, usamos o átrio direito isolado de rato para: 

1. Investigar a toxicidade da peçonha de B. jararacussu e suas frações sobre 

o cronotropismo e inotropismo atriais. 

2. Avaliar as lesões teciduais causadas pela peçonha de B. jararacussu e 

suas frações, através da quantificação da liberação de creatino-quinase-MB 

e da análise histológica. 

3. Avaliar a capacidade de antivenenos comerciais em neutralizar as 

alterações cardíacas causadas pela peçonha de B. jararacussu.  

4. Avaliar os possíveis mediadores envolvidos nos efeitos inotrópicos e 

cronotrópicos do átrio na presença da peçonha de B. jararacussu. 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 - Animais 

Ratos machos Wistar (300-400 g) foram obtidos do Centro Multidisciplinar 

de Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP) e mantidos no biotério do 

Departamento de Farmacologia, sob ciclo de luz/escuro de 12 h a 23 ± 2° C, com 

livre acesso à comida e água, até o momento do experimento. Os protocolos 

experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA/UNICAMP, protocolo n° 1433-1), e realizados de acordo com as 

recomendações éticas da Sociedade Brasileira para a Ciência de Animais de 

Laboratório (SBCAL, antigo Colégio Brasileiro para Experimentação Animal - 

COBEA). 

 

3.2 – Peçonha e antivenenos 

A peçonha de B. jararacussu fornecida pelo Centro de Extração de Toxinas 

Animais (CETA, Morungaba, SP) foi obtida de exemplares adultos de ambos os 

sexos, liofilizada e estocada a -20°C até o uso. A peçonha foi diluída, no momento 

da incubação, em solução de Krebs-Henseleit (200 µl). 

Os antivenenos botrópico e botrópico/crotálico produzido pelo Instituto 

Butantan (São Paulo, SP) foram cedidos pelo Centro de Controle de Intoxicações 

(CCI, Hospital das Clínicas, UNICAMP) e foram estocados a 4°C até o uso. A 

proporção de antiveneno usado nos experimentos foi baseada nas 

recomendações para o uso terapêutico, onde 1 ml neutraliza 5 mg da peçonha 

botrópica. 
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3.3. – Tratamento da peçonha 

3.3.1 – Diálise 

A peçonha de B. jararacussu foi dialisada contra solução de NaCl a 0,9% 

por 24 h em geladeira (membrana de diálise de celulose, com limite de diálise de 5 

KDa). Os átrios, previamente isolados e estabilizados conforme descrito no item 

3.4 abaixo, foram incubados por 60 min com a peçonha dialisada (0,2 mg/ml) para 

a análise do envolvimento de substâncias de baixa massa molecular (≤ 5 KDa). A 

peçonha não-dialisada mas diluída no mesmo tempo da peçonha dialisada e 

estocada a 4°C por 24 h foi usado como controle para comparação com a 

dialisada. Foram coletadas alíquotas (200 µl) da solução de KH no início (antes da 

adição de peçonha; basal) e no término (após 60 min de incubação) do 

experimento para avaliar a liberação de CK-MB no banho.  

 

3.3.2 – Aquecimento 

A peçonha de B. jararacussu foi aquecida por 20 min a 100°C e em seguida 

foi diluída em 200 µl de KH e testada em átrios isolados (item 3.4) para avaliar a 

influência do calor sobre a atividade da peçonha. Foram coletadas alíquotas (200 

µl) da solução de KH no início (antes da adição de peçonha; basal) e no término 

(após 60 min de incubação) do experimento para avaliar a liberação de CK-MB no 

banho.  

 

3.3.3 – Fracionamento da peçonha de B. jararacussu 

Para identificar o componente responsável pela cardiotoxicidade da peçonha 

foram realizadas cromatografias de gel filtração e de troca iônica. 
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Cromatografia por exclusão molecular (gel filtração) 

A peçonha de B. jararacussu (100 mg), diluída em tampão fosfato de sódio 

50 mM, em pH 7,4, foi centrifugada (10.000 g, 10 min, 4°C) e o sobrenadante 

aplicado à uma coluna de Superdex 75 (16 cm x 60 cm) equilibrada e eluída com 

tampão fosfato de sódio 50 mM, em pH 7,4, com fluxo de 1 ml/min. O perfil de 

eluição foi monitorado em 280 nm e frações de 1 ml foram coletadas usando um 

sistema cromatográfico ÄKTApurifier10 (GE Lifesciences, Piscataway, NJ, EUA). 

O conteúdo protéico dos picos foi quantificado por leitura a 280 nm, onde A280nm 

de 1,0 corresponde a uma concentração de 1,0 mg/ml.  As frações foram testadas 

em átrio isolado (item 3.4.1) e a ativa foi usada para a próxima etapa 

cromatográfica.  

 

Cromatografia por troca iônica 

O pico ativo da etapa anterior (pico III, 10 mg) foi cromatografado por troca 

iônica em uma coluna HiTrap® SP-Sepharose (5 ml). A coluna foi equilibrada com 

tampão fosfato de sódio 50 mM, em pH 7,0 (fluxo de 0,5 ml/min) e as proteínas 

foram eluidas em gradiente linear (0-1 M) de NaCl. O perfil de eluição foi 

monitorado a 280 nm e frações de 1 ml foram coletadas e testadas em átrio 

isolado (item 3.4.1). 

 

Eletroforese por SDS-PAGE 

Os picos cromatográficos obtidos nas etapas acima foram analisados por 

eletroforese em géis de poliacrilamida de 15% contendo dodecil sulfato de sódio 

(SDS-PAGE) seguido por coloração com azul de Coomassie (59).  
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3.3.4 – Atividades enzimáticas da peçonha e frações 

Atividade proteolítica 

Alíquotas de 100 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram adicionadas a 

1,9 ml de caseína bovina 1% em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8. A mistura foi 

incubada a 37°C por 20 min, seguido pela adição de 2 mL de ácido tricloroacético 

5% e incubação em gelo por 30 min. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas (2.500 g, 15 min) e a absorbância do sobrenadante a 280 nm foi 

determinada. Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de 

absorbância de 0,001 por min. 

 

Atividade esterásica 

Alíquotas de 30 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram incubadas com 

substrato TAME (0,5 mM) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8 à temperatura 

ambiente por 10 min e o aumento de absorbância foi monitorado a 253 nm. Uma 

unidade de atividade corresponde a um aumento de absorbância de 0,001 por 

min. 

 

Atividade fosfolipásica  

Alíquotas de 20 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram incubadas com 

fosfatidilcolina (7,2 mg/ml) e tampão de reação (Triton X-100, Hepes, CaCl2 e azul 

de bromotimol) em pH 8,0, por 5 min a 37°C e, em seguida, foi realizada a leitura a 

620 nm. Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de absorbância de 

0,001 por min. 

 



43 
 

3.4 – Átrio direito isolado de rato  

Os ratos foram anestesiados com isoflurano e exsanguinados por secção 

dos vasos cervicais. Em seguida, foi realizada a toracotomia bilateral e os 

corações foram rapidamente removidos e mergulhados em solução de Krebs-

Henseleit (KH; composição, em mM: NaCl 118; KCl 4,7; CaCl2 2,5; MgSO4 0,45; 

NaHCO3 25; KH2PO4 1,03; D-glicose 11,1; ácido ascórbico 0,14; pH 7,4) a 25oC. 

Em seguida, o átrio direito foi isolado do músculo cardíaco e limpo antes de ser 

montado sob tensão de 1-2 g em um banho de órgão contendo 10 ml de solução 

de Krebs-Henseleit mantida a 37°C e continuamente gaseificada com 5% CO2 e 

95% O2 (60,61). A freqüência e a força contrátil foram registradas continuamente 

através de um transdutor isométrico de tensão acoplado a um pré-amplificador e 

computador (ADInstruments, Castle Hill, Austrália), e os registros foram feitos com 

Software Chart 6 (PowerLab da ADInstruments). Após 40 min de estabilização, os 

átrios foram lavados três vezes com a solução de KH e, após adição de nova 

solução, foram incubados por mais 20 min para permitir recuperação de eventuais 

efeitos das lavagens, antes da incubação com peçonha ou fração. 
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por troca iônica da fração III as concentrações foram: fração III1 = 0,03 mg de 

proteína, fração III2 = 0,19 mg de proteína e fração III3 = 0,92 mg de proteína. 

Foram coletadas amostras (200 µl) da solução de KH nos tempos basais e finais 

para avaliar a liberação de CK-MB.  

 

3.4.2 – Incubação com antivenenos 

A peçonha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) foi incubada com o antiveneno 

botrópico ou bothrópico/crotálico (37°C por 60 min) na proporção recomendada 

para o uso terapêutico (1 ml de antiveneno neutraliza 5 mg de peçonha; Instituto 

Butantan, São Paulo) e testada em seguida em átrios isolados (item 3.4) para 

avaliar a capacidade neutralizante do antiveneno sobre a ação cardiotóxica da 

peçonha. Em outro protocolo, o antiveneno (0.8 ml) foi adicionado ao banho 1 min 

após a adição da peçonha (0,2 mg/ml), sem a pré-incubação inicial. Foram 

coletadas amostras (200 µl) da solução de KH nos tempos basais e finais para 

avaliar a liberação de CK-MB. 

 

3.4.3 – Incubação com antagonistas 

Para avaliar o envolvimento de possíveis mediadores endógenos na resposta 

à peçonha, foram realizados experimentos com antagonistas e uma concentração 

fixa de peçonha (0,2 mg/ml) escolhida baseada na curva concentração-resposta 

obtida no item 3.4. Nestes experimentos, os átrios foram pré-incubados com os 

seguintes antagonistas antes da adição da peçonha: 

Propranolol (5 µM) – antagonista não seletivo dos receptores β-adrenérgicos 

(61,62). 
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Atropina (5,6 µM) – antagonista colinérgico não seletivo dos receptores 

muscarínicos (63). 

Cimetidina (10 µM) – antagonista seletivo dos receptores H2 histaminérgicos 

(64). 

Indometacina (10 µM) – inibidor da ciclooxigenase (62). 

L-NAME (300 µM) – inibidor da enzima óxido nítrico sintase (61). 

Pirilamina (1 µM) – antagonista seletivo dos receptores H1 histaminérgicos (65). 

 

Os antagonistas foram pré-incubados (separadamente) com os átrios por 

10 min, exceto para indometacina e L-NAME, para os quais a pré-incubação foi de 

20 min. A peçonha foi adicionada logo após a pré-incubação e as respostas foram 

monitorados por 60 min. 

As concentrações dos antagonistas foram escolhidas baseadas em 

experimentos com os respectivos agonistas para verificar a eficácia da inibição. 

Esses resultados serviram como controle positivo para os referidos antagonistas 

versus peçonha e em todos os casos a inibição da resposta ao agonista foi >95% 

(dados não mostrados). 

 

3.5 – Avaliação de dano tecidual 

O dano tecidual produzido pela peçonha e suas frações foi avaliado através 

da liberação de CK-MB pelo músculo e por análise histológica. 

 

3.5.1 – Quantificação de creatinoquinase-MB (CK-MB) 
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Imediatamente após a estabilização (medida basal) e no final do 

experimento, foram coletadas amostras (200 µl) da solução de KH do banho para 

quantificação de CK-MB. A atividade desta enzima foi determinada usando kits 

comerciais (LaborLab, São Paulo, SP), por um método cinético UV, seguindo-se as 

instruções do fabricante.  As leituras foram feitas em espectrofotômetro UV/Vis 

(Beckman Coulter DU 800) e os resultados foram expressos em U/ml. 

 

3.5.2 – Histologia 

Terminado a incubação de 60 min com peçonha ou fração, os átrios  foram 

fixados em formol tamponado (10%) durante 18 h. Em seguida, foram lavados três 

vezes por 15 min cada, em água. Para a desidratação dos tecidos foram utilizados 

gradientes crescentes de alcoóis (etanol), seguido de diafanização em xilol, e 

embebição e inclusão em parafina (Histosec-Merck). Secções de 5 µm de 

espessura foram obtidas usando um micrótomo (Leica RM 2245, Alemanha) e as 

lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para posterior análise das 

alterações histológicas. As lâminas foram examinadas em microscopia de luz (Leica 

DM 5000B) através de teste duplo cego, em um aumento de 40 vezes. As imagens 

foram capturadas a partir da região central das lâminas para que não houvesse 

interferência de áreas de corte cirúrgico do tecido na interpretação dos resultados. 

As imagens foram processadas e analisadas usando uma câmera CCD Leica DFC 

300 FX e softwares de processamento e análises de imagem Leica Q Win Plus 

v.3.2.0. 

 

3.6 – Análise estatística 
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Os resultados foram expressos como a média ± EPM, e as análises 

estatísticas foram feitas através do teste t de Student ou da análise de variância 

(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Valores de p<0,05 foram 

considerados significantes. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando 

o software Prism versão 4 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA). 
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4 – RESULTADOS 
 

4.1 – Ação cardíaca da peçonha de B. jararacussu em átrio direito isolado de 

rato 

A incubação com a peçonha de B. jararacussu (0,025 – 0,2 mg/ml) resultou 

em um efeito bifásico transitório na força contrátil dos átrios isolados, principalmente 

nas maiores concentrações, bem como uma contratura (aumento da linha base) do 

tecido atrial (Fig. 5). Esta contratura refletiu na força contrátil atrial onde, com as 

menores concentrações (0,025 e 0,05 mg/ml), não foi vista nenhuma redução 

significativa na contração atrial enquanto que, nas maiores concentrações (0,1 e 0,2 

mg/ml), as reduções chegaram a aproximadamente 37% e 62% respectivamente, a 

partir dos 5 min de experimento e, até 87% e 97% aos 60 min (Fig. 6A). De modo 

semelhante, as concentrações de 0,025, 0,05 e 0,1 mg/ml não alteraram 

significativamente a freqüência atrial durante o experimento. Já a maior 

concentração provocou uma redução significativa na freqüência atrial em 

aproximadamente 60% após 30 minutos (Fig. 6B).  

Houve aumento significativo na liberação de CK-MB com as concentrações 

de peçonha testadas (Fig. 6C), sugerindo dano ao tecido muscular, já que esta 

enzima é um marcador específico de lesão tecidual cardíaca. Em concordância com 

esses dados, a análise histológica revelou uma discreta desorganização das fibras 

musculares nos átrios incubados com as menores concentrações da peçonha (Fig. 

7B,C) e uma grande alteração nos átrios incubados com as maiores concentrações 

da peçonha (Fig. 7D,E) quando comparadas ao grupo controle (Fig. 7A). 
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Figura 6. Ação da peçonha de B. jararacussu (0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 mg/ml) e 

solução de KH (controle, n=6) sobre a força contrátil (A), freqüência atrial (B) e a 

liberação de creatinoquinase–MB (CK-MB) (C) em átrio direito isolado de rato. As 

colunas e os pontos representam a média ± EPM, n=5-8. p<0,05 em relação ao basal 

(#) e em relação ao controle (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t 

de Student). 
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4.2 – Efeito da peçonha aquecida, dialisada e não dialisada em átrio direito 

isolado de rato 

O aquecimento da peçonha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) por 20 min a 

100°C para desnaturar suas proteínas aboliu a queda na freqüência atrial e na 

força contrátil (Fig. 8A,B). Já a diálise da peçonha (0,2 mg/ml) contra 0,9% NaCl 

por 24 h a 4°C para a remoção de substâncias de baixa massa molecular (<2 kDa) 

reduziu a força contrátil e a freqüência  significativamente e, o efeito foi similar ao 

da peçonha não-dialisada (apenas estocada a 4°C por 24 h) e o da peçonha 

diluída no momento do experimento. 

A liberação de CK-MB não foi significativa para a peçonha aquecida – foi 

semelhante ao grupo controle (Fig. 8C). Já a peçonha dialisada e não-dialisada 

causaram aumento significativo na liberação de CK-MB, porém em grau menor 

quando comparado à peçonha diluída no momento do experimento (Fig. 8C). 

Testes enzimáticos mostraram que a diluição e estocagem da peçonha por 24 h a 

4°C (sem diálise) fazem com que a peçonha perca uma pequena porcentagem de 

sua atividade protolítica e fosfolipásica (dados não mostrados), colaborando assim 

para um menor aumento na liberação de CK-MB.  

Em concordância com esses resultados, a histologia mostrou uma 

desorganização tecidual tanto nos átrios incubados com a peçonha dialisada 

quanto com a peçonha não-dialisada, assemelhando-se à desorganização vista 

com a peçonha diluída na hora do experimento (Fig. 9C,D). Em contrapartida, os 

átrios incubados com a peçonha aquecida não mostraram nenhuma alteração 

marcante (Fig. 9B), tendo aparência semelhante ao grupo controle (Fig. 9A). 
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Figura 8. Ação da peçonha de B. jararacussu (bruta, dialisada, não-dialisada e aquecida, 

0,2 mg/ml) sobre o inotropismo (A) e cronotropismo (B) atriais e a liberação de CK-MB (C) 

em átrio direito isolado de rato. Média±EPM, n=5-8. p<0,05 em relação ao basal (#), em 

relação ao controle (*), dialisada em relação à peçonha (°) e aquecida em relação à 

peçonha (+) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t de Student). 
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4.3 – Fracionamento da peçonha de B. jararacussu  

4.3.1 – Cromatografia por exclusão molecular (gel filtração) 

O fracionamento da peçonha de B. jararacussu por gel filtração resultou em 

cinco picos principais (Fig. 10), designadas como pico I, pico II, pico III, pico IV e 

pico V. Estes picos correspondiam a 22%, 20%, 31%, 2% e 7% respectivamente 

(a proporção de proteína de cada fração com relação à peçonha bruta), com uma 

recuperação de 82% de proteínas durante o processo de fracionamento. 

 

 

Figura 10. Perfil de eluição da peçonha de B. jararacussu (100 mg) fracionada por 

gel filtração em coluna de Superdex 75, com tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 

7,4. PI–PV: picos cromatográficos.  

 

As atividades enzimáticas (proteolítica, esterásica e fosfolipásica) foram 

testadas tanto para a peçonha quanto para cada pico: houve maior atividade 
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proteolítica no pico I, maior atividade esterásica no pico II e maior atividade 

fosfolipásica no pico III (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Atividade proteolítica (A), esterásica (B) e fosfolipásica (C) dos picos 

cromatográficos obtidos por exclusão molecular. P - peçonha e PI a PV – picos 

cromatográficos. As colunas representam a média ±EPM de 4 determinações. 

 

Os cinco picos obtidos por gel filtração foram analisados por eletroforese em 

gel de poliacrilamida contendo SDS. Como esperado, as proteínas de maior 

P PI PII PIII PIV PV

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

A
ti

v
id

a
d

e 
es

te
rá

si
ca

 (
U

/m
g
)

P PI PII PIII PIV PV

0

10

20

A
ti

v
id

a
d

e 
p

ro
te

o
lí

ti
ca

 (
U

/m
g
)

A B

P PI PII PIII PIV PV

0

10

20

30

40

50

60

70

A
ti

v
id

a
d

e 
P

L
A

2
 (

U
/m

g
)

C





60 
 

mostrados). Em contrapartida, o pico III mostrou uma queda significativa na força 

contrátil e na freqüência atrial em relação ao grupo controle (Fig. 13A,B), muito 

semelhante aos efeitos da peçonha bruta. Em concordância com isso, apenas o 

pico III causou um aumento marcante na liberação de CK-MB (Fig. 13C). A análise 

histológica também mostrou que apenas o pico III produziu desorganização das 

fibras musculares cardíacas após incubação de 60 min (Fig. 14). As demais 

frações não causaram nenhuma alteração marcante no tecido cardíaco (dados 

não mostrados). 
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Figura 13. Ação do pico III da peçonha de B. jararacussu sobre o inotropismo (A) 

e cronotropismo (B) atriais e a liberação de CK-MB (C) em átrio direito isolado de 

rato. Média±EPM, n=6. p<0,05 em relação ao basal (#) e frações em relação à 

peçonha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t de Student). Note 

que as outras frações não causaram alterações significantes no inotropismo e 

cronotropismo (dados não mostrados). 
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4.3.3 – Cromatografia por troca iônica  

O pico III, obtida por gel filtração, foi fracionada por cromatografia por troca 

iônica conforme descrito no item 3.3.3. Deste fracionamento obtivemos três picos: 

III-1, III-2 e III-3 (Fig. 15), que correspondiam a 3%, 16% e 75%, respectivamente, 

de proteína do pico III, com uma recuperação de proteínas de 94% durante o 

fracionamento. 

 

 

Figura 15. Perfil de eluição do pico III (10 mg) da peçonha de B. jararacussu 

fracionada por troca iônica em coluna HiTrap® SP-Sepharose, com tampão fosfato 

de sódio 50 mM, pH 7,0. PIII-1 a PIII-3: picos cromatográficos. 
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Em concordância com isso o pico III-3 produziu um aumento significante na 

liberação de CK-MB comparado aos outros picos, embora houvesse também um 

aumento com o pico III-2, talvez devido à presença do monômero de ~14 KDa 

(coloração fraca) visto neste pico em SDS-PAGE. A soma da liberação de CK-MB 

vista com picos III-2 e III-3 foi semelhante àquela vista com pico III. 

A análise histológica mostrou que o pico III-3 causou desorganização das 

fibras musculares em tecido atrial (Fig. 18) enquanto os demais picos não 

causaram nenhuma alteração marcante (dados não mostrados). A ação do pico 

III-3 se assemelhou muito à ação da peçonha e do pico III.   

O padrão de lesão tecidual bem como a liberação de CK-MB causados  pela 

peçonha, pelo pico III e pelo pico III-3 se assemelharam muito àquilo visto com 

PLA2 miotóxicas de peçonhas botrópicas.  Estes resultados, juntos com a massa 

molecular da proteína do pico III-3 determinado por SDS-PAGE, indicam 

fortemente que se trata de uma miotoxina, provavelmente uma bothropstoxina, 

uma vez que as bothropstoxina-I e bothropstoxina-II são as principais PLA2 

miotóxicas desta peçonha.                                                                        
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Figura 17. Ação do pico III-3 da peçonha de B. jararacussu sobre o inotropismo 

(A) e cronotropismo (B) atriais e a liberação de CK-MB (C) em átrio direito isolado 

de rato. Média±EPM, n=6. p<0,05 em relação ao basal (#) e pico III-3 em relação 

ao pico III (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t de Student). 
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4.4 - Efeito dos antivenenos comerciais sobre as alterações causadas pela 

peçonha de B. jararacussu 

Nestes experimentos, avaliamos a eficiência de neutralização de dois 

antivenenos comerciais disponíveis para o tratamento de envenenamento por B. 

jararacussu em neutralizar a cardiotoxicidade da peçonha. Os antivenenos 

utilizados foram o botrópico e o botrópico/crotálico. 

O antiveneno botrópico foi pré-incubado com a peçonha de B. jararacussu 

(0,2 mg/ml) por 1 h a 37°C e em seguida a mistura foi. Observou-se uma queda na 

força contrátil semelhante ao da peçonha sozinha até os 20 min de experimento 

onde, a partir desse ponto, houve um aumento da contração que foi significativa a 

partir dos 45 min até o final do experimento. Na freqüência atrial, o antiveneno 

impediu a queda gradativa e mostrou uma proteção significativa a partir dos 30 

min (Fig. 19A,B). 

O antiveneno botrópico também foi adicionado ao átrio 1 min após a adição 

da peçonha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) e este resultou em uma proteção 

significativa a partir dos 30 min, com retorno da força contrátil próximo aos valores 

basais por volta dos 45 min. Na freqüência atrial, o antiveneno se mostrou protetor 

durante todo o experimento, tornando-se significativo a partir dos 20 min (Fig. 

19C,D). 

Em relação à liberação da enzima CK-MB, o antiveneno botrópico foi capaz 

de reduzir a liberação da CK-MB de modo significativo, tanto para o antiveneno 

pré-incubado quanto para o antiveneno aplicado 1 minuto após a adição da 

peçonha ao banho (Fig. 20). Em concordância com esses resultados, a análise 

histológica mostrou pouca ou nenhuma alteração na organização das fibras atriais 
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após incubação com antiveneno, sugerindo uma proteção contra o efeito miotóxico 

da peçonha de B. jararacussu (Fig. 21). 
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Figura 19. Ação da peçonha de B. jararacussu na presença do antiveneno 

botrópico (800 µl) sobre o inotropismo (A,C) e cronotropismo (B,D) atriais em átrio 

direito isolado de rato. Média±EPM, n=6. p<0,05 em relação ao basal (#) e 

antiveneno em relação à peçonha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer). 

p.i. = pré-incubação (V+AV). Em C e D, o antiveneno foi adicionado 1 min após a 

adição da peçonha. 
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Figura 20. A liberação da enzima CK-MB pela peçonha de B. jararacussu na 

presença do antiveneno botrópico em átrio direito isolado de rato. Média±EPM, 

n=6. p<0,05 em relação ao basal (#) e antiveneno em relação à peçonha (*) (teste 

t de Student). 
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O antiveneno botrópico/crotálico foi pré-incubado com a peçonha de B. 

jararacussu (0,2 mg/ml) por 1 h a 37°C e, em seguida, adicionada ao banho 

conforme o protocolo descrito acima, apresentando uma queda na força contrátil 

semelhante ao da peçonha sozinha até os 20 min de experimento onde, a partir 

desse ponto, houve um aumento da contração que foi significativa a partir dos 45 

min até o final do experimento. Na freqüência atrial, o antiveneno se mostrou 

protetor durante o experimento e apresentou uma proteção significativa a partir 

dos 45 min (Fig. 22A,B). 

O antiveneno botrópico/crotálico também foi incubado com o átrio 1 min após 

a adição da peçonha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) da mesma forma que o 

antiveneno botrópico e, este, evitou a queda progressiva da força contrátil com 

uma proteção significativa a partir dos 45 min. Na freqüência atrial o antiveneno 

impediu a queda gradativa com uma proteção significativa somente aos 60 min 

(Fig. 22C,D). 

Em relação à liberação da enzima CK-MB, o antiveneno botrópico/crotálico 

foi capaz de reduzir a liberação da CK-MB de modo significativo, tanto no 

protocolo de pré-incubação quanto para o antiveneno aplicado 1 minuto após a 

adição da peçonha ao banho (Fig. 23).  Em concordância com estes achados, a 

análise histológica mostrou que a aplicação do antiveneno botrópico/crotálico em 

ambos os protocolos protegeu o tecido muscular atrial contra dano pela peçonha 

(Fig. 24). 
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Figura 22. Ação da peçonha de B. jararacussu na presença do antiveneno 

botrópico/crotálico (800 µl) sobre o inotropismo (A,C) e cronotropismo (B,D)  em 

átrio direito isolado de rato. Média±EPM, n=6.   p<0,05 em relação ao basal (#) e 

antiveneno em relação à peçonha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer). 

p.i. = pré-incubação (V+AV). Em C e D, o antiveneno foi adicionado 1 min após a 

adição da peçonha. 
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Figura 23. Liberação de CK-MB pela peçonha de B. jararacussu na presença do 

antiveneno botrópico/crotálico em átrio direito isolado de rato. Média±EPM, n=6. 

p<0,05 em relação ao basal (#) e antiveneno em relação à peçonha (*) (teste t de 

Student).  
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Figura 24. Alterações histológicas causadas pela peçonha de B. jararacussu na 

presença de antiveneno botrópico/crotálico adicionado diretamente à preparação 

(B) ou após pré-incubação com antiveneno (C), comparado ao grupo controle (só 

antiveneno) (A). Os asteriscos (*) indicam pequenos focos de lesão celular. Cortes 

longitudinais. Coloração: HE. 
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4.5 – Efeitos de diferentes antagonistas sobre as alterações causadas pela 

peçonha de B. jararacussu em átrio direito isolado de rato 

A pré-incubação dos átrios com os antagonistas atropina, pirilamina, 

propranolol, L-NAME e indometacina não alterou as respostas atriais à peçonha 

(dados não mostrados). Porém, a pré-incubação com cimetidina, um antagonista 

de receptor H2 de histamina, resultou em uma proteção significativa da queda da 

freqüência atrial aos 60 min, sem afetar a queda na força contrátil (Fig. 25). 
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Figura 25.  Efeito da cimetidina (10 µM) sobre as alterações na força contrátil (A) 

e frequência atrial (B) de átrio direito isolado de rato incubado com peçonha de B. 

jararacussu (0,2 mg/ml). Média±EPM, n=6. p<0,05 em relação à peçonha (*) 

(ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer). 
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5 – DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a incubação da peçonha 

de B. jararacussu com átrio direito isolado de rato resultou em um efeito bifásico 

composto de um aumento transitório na contratilidade atrial logo no primeiro 

minuto de experimento seguido de uma redução progressiva a partir dos 5 minutos 

nas maiores concentrações, sem recuperação até o final do experimento. Houve 

também contratura muscular (aumento do tônus basal e da linha base), 

principalmente nas maiores concentrações da peçonha. Na freqüência atrial, 

houve uma redução gradativa apenas com a concentração de 0,2 mg/ml.  Fatehi-

Hassanabad e Fatehi (61) relataram que a peçonha de Vipera libetina também 

produziu um efeito bifásico transitório; neste caso, os autores concluíram que o 

aumento no inotropismo transitório estava relacionado à ativação dos receptores 

β-adrenérgicos, enquanto que o inotropismo negativo estava relacionado à 

atividade PLA2 da peçonha. Já Alzahaby et al. (64), ao analisarem a peçonha de 

Cerastes vipera em átrios isolados de ratos, concluíram que o sistema adrenérgico 

parecia não estar envolvido, mas sugeriram um possível envolvimento dos canais 

de Na+. 

A diálise da peçonha não afetou o perfil de ação quando comparado à 

peçonha não dialisada, o que sugere que substâncias de baixa massa molecular 

não estejam envolvidas nas alterações inotrópicas e cronotrópicas. O dano 

muscular causado pela peçonha dialisada foi similar aquela vista com a peçonha 

não dialisada. Entretanto, a diálise atenuou a liberação de CK-MB de modo 

semelhante à peçonha não dialisada estocada a 4°C por 24 h sugerindo que essa 

diminuição possa ser resultado de perda de atividade enzimática durante o 
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período de incubação e não pela diálise propriamente dita. No entanto, o 

aquecimento da peçonha aboliu completamente a redução no inotropismo e 

cronotropismo, bem como a liberação de CK-MD e o dano tecidual, indicando que 

a ação da peçonha era mediada por enzimas presentes na peçonha, 

provavelmente proteases e PLA2. 

O fracionamento da peçonha de B. jararacussu por gel filtração seguida por 

troca iônica forneceu o pico III-3, que apresentou em átrio direito isolado de rato o 

mesmo perfil de atividade observado com a peçonha, tanto no inotropismo e 

cronotropismo quanto na liberação de CK-MB e no dano tecidual.  Estes achados 

sugerem que este pico contém uma miotoxina PLA2, provavelmente uma 

bothropstoxina. Esta conclusão foi reforçada pela massa molecular observada em 

SDS-PAGE (dímero de ~28 KDa, monômero de ~14 KDa), semelhante à massa 

dimérica e monomérica da maioria das PLA2 miotóxicas botrópicas (66,67,68). 

Considerando que as bothropstoxinas constituem as principais PLA2 da peçonha 

de B. jararacussu (26,31), é provável que as proteínas do pico III-3 correspondam 

a estas toxinas. A observação de que o pico III-3 reproduziu a miotoxicidade da 

peçonha está de acordo com os achados da Oshima-Franco et al. (69) que 

constataram que a BthTX-I também reproduziu a miotoxicidade da peçonha de B. 

jararacussu em nervo frênico-diafragma isolado de camundongos.  Embora outras 

PLA2 tenham sido caracterizadas da peçonha de B. jararacussu, como as PLA2 

ácidas BthA-I-PLA2 (30) e outras quatro (SIIISPIIA, SIIISPIIB, SIIISPIIIA e 

SIIISPIIIB) (32), estas não são miotóxica. 

O inotropismo e o cronotropismo negativo da peçonha de B. jararacussu 

provavelmente estão relacionados a uma desestruturação da membrana celular 
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das células atriais através da ação fosfolipásica da peçonha. As PLA2 miotóxicas 

são conhecidas por sua capacidade de desorganizar os fosfolipídios da membrana 

celular, o que leva a um influxo descontrolado de Ca2+ que, por sua vez, resulta na 

ativação de vias proteolíticas intracelulares e em lesão da célula muscular 

(necrose) (70).  De fato, alguns estudos já demonstraram que as PLA2 podem ser 

cardiotóxicas. Assim, Santos et al. (62) observaram que a crotoxina, uma PLA2 

isolada da peçonha de Crotalus durissus terrificus (cascavel sul-americana), 

diminuiu a força contrátil de coração de cobaia, talvez devido à inibição do influxo 

de Ca2+. Por outro lado, Gomes et al. (71) mostraram que a toxina CM55 da 

peçonha da cobra rei (Ophiophagus hannah) sem atividade PLA2 foi cardiotóxica e 

provocou um bloqueio irreversível em átrio isolado de cobaia. 

A forte contratura muscular (vista como uma subida na linha de base nas 

contrações mais altas) foi semelhante àquela observada com outras peçonhas e 

toxinas ofídicas em coração isolado e átrio isolado (29,71,72,73,74,75,76) e 

sugere aumento no influxo de Ca2+. Por outro lado, alguns estudos sugerem que 

uma diminuição na contratilidade da musculatura cardíaca pode ser devido à uma 

redução no influxo de Ca2+ (77,78,79).  

A extensa mionecrose vista histologicamente, e corroborada pelo aumento 

na liberação de CK-MB (80), confirmou a presença de lesão tecidual.  Esses 

dados estão de acordo com os encontrados por Sifuentes et al. (58) onde 

corações isolados de rato perfundidos com a peçonha de B. jararacussu 

apresentaram um aumento na liberação de CK, sugerindo dano ao sarcolema.  Os 

nossos resultados também estão de acordo com outros relatos mostrando que a 

liberação de CK está relacionada à dose de peçonha usada (81,82). 
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A observação de que a pré-incubação dos átrios com diversos antagonistas 

(atropina, propranolol, L-NAME e indometacina) não alterou de forma significativa 

as respostas à peçonha, sugeriu que mediadores como acetilcolina, 

catecolaminas, óxido nítrico e produtos da via de ciclooxigenase não estavam 

envolvidos na ação da peçonha. Outros estudos com peçonhas diferentes também 

têm investigado a participação destes mediadores nas respostas atriais.  Assim, 

por exemplo, Huang et al. (76) relataram que a ação cardíaca da peçonha de 

Ophiophagus hannah não envolveu os sistemas colinérgico e adrenérgico mas era 

provavelmente mediada pela PLA2 da mesma. Alzahaby et al. (64) também 

concluiram que não havia participação do sistema adrenérgico na ação da 

peçonha de Cerastes vipera em átrios de rato mas que a ativação de canais de 

Na+ era um fator importante. Ao contrário destes estudos, Fatehi-Hassanabad e 

Fatehi (61) mostraram que a resposta atrial bifásica à peçonha de Vipera libetina 

envolvia ativação do sistema β-adrenérgico, sendo que o inotropismo negativa foi 

atribuído à ação fosfolipásica da peçonha. A ausência de efeito da indometacina 

sobre a ação da peçonha de B. jararaccusu sugeriu que, apesar da diversidade de 

PLA2 presente nesta peçonha (83) os produtos de ciclooxigenase, e.g., 

prostaglandinas, não estavam envolvidos.  Esta conclusão está de acordo com o 

mecanismo geral de lesão à membrana proposta para miotoxinas botrópicas 

(29,70) e com estudos mostrando que a ação atrial de PLA2 de outras peçonhas 

não está necessariamente corrrelacionada à formação de produtos da 

ciclooxigenase (84). 

A exceção entre os antagonistas foi a cimetidina, bloqueador de receptores 

histaminérgicos H2, que protegeu contra o cronotropismo negativo na fase tardia 
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da incubação. Esta proteção é curiosa uma vez que a ativação dos receptores H2 

normalmente produz cronotropismo positivo (85) e um aumento da força contrátil 

(65), e o bloqueio dos receptores H2 com ranitidina ou cimetidina tem sido 

associado à bradicardia (86), i.e., respostas contrárias àquelas observadas aqui. 

Não temos uma explicação para este fenômeno no momento, mas ele parece não 

estar relacionado aos receptores H2 propriamente dito pelos motivos indicados 

acima. Uma possível explicação poderia ser a interação não específica entre 

cimetidina e componentes da peçonha ou mecanismos celulares responsáveis 

pelas respostas à peçonha, independemente do sistema histaminérgico. Por outro 

lado, a ausência de proteção do inotropismo pela cimetidina pode ser um reflexo 

do extenso dano causado pela peçonha que mascararia qualquer efeito benéfico 

do antagonista uma vez que não haveria fibras normais suficientes para permitir 

uma recuperação da força contrátil na presença do antagonista.  

A administração do antiveneno é o tratamento padrão no envenenamento 

botrópico e é capaz de reverter as manifestações sistêmicas como a coagulopatia 

(17) sem, porém, ter muita eficácia contra os efeitos locais como o edema, 

hemorragia e necrose  (1,16).  Conforme demonstrado aqui, a pré-incubação com 

antiveneno botrópico ou cotrópico/crotálico ou a adição de antiveneno 1 min após 

o início da incubação com peçonha protegeu os átrios contra a ação da peçonha 

(redução na contratilidade e freqüência) em intervalos >20 min, sem afetar o início 

do dano (durante os primeiros 20 min de incubação); a análise histológica 

confirmou esta proteção contra o dano induzida pela peçonha. Por outro lado, no 

segundo destes protocolos, a adição de antiveneno em intervalos >2 min após o 

início da incubação com peçonha não protegeu contra os efeitos da peçonha.  
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Estes achados indicam que embora o antiveneno possa proteger contra o dano 

atrial, o tempo de administração é importante, com o tratamento tardio oferecendo 

pouca ou nenhuma proteção, talvez por que na fase tardia de incubação as 

toxinas estejam fortemente ligadas aos seus sítios de ligação (não podendo ser 

deslocadas pelos anticorpos) ou por que se encontram em sítios inacessíveis ao 

antiveneno. Por outro lado, a pouca proteção pode estar relacionada ao fato de 

que na fase tardia de incubação os processos celulares envolvidos no dano 

muscular já tenham sido desencadeados e qualquer neutralização de toxinas teria 

pouca influência sobre o subseqüente desenvolvimento do dano. Usando 

preparações isoladas de nervo frênico-diafragma e extensor digitorum longus de 

camundongos, Oshima-Franco et al. (69) também observaram que o antiveneno 

botrópico protegeu parcialmente contra o dano causado pela peçonha de B. 

jararacussu  e a bothropstoxina I.  

No início do século passado, Brazil (87,88,89) sugeriu que o 

envenenamento por B. jararacussu compartilhou certas manifestações (por 

exemplo, neurotoxicidade) com acidentes envolvendo a cascavel sulamericana, C. 

d. terrificus, e que o uso do antiveneno botrópico/crotálico, ao invés do antiveneno 

botrópico,  poderia ser mais benéfico no tratamento de mordidas por B. 

jararacussu. De fato, alguns estudos experimentais indicam que o antiveneno 

botrópico/crotálico oferece mais proteção contra a miotoxicidade, atividade 

coagulante e letalidade da peçonha de B. jararacussu que o antiveneno botrópico 

(56). Além disso, tem sido demonstrada que o antisoro produzido contra crotoxina, 

a principal neurotoxina da peçonha de C. d. terrificus, é capaz de neutralizar o 

bloqueio neuromuscular da peçonha de B. jararacussu e da bothropstoxina-I em 
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preparações nervo frênico-diafragma de camundongo (69).  Entretanto, 

clinicamente, o antiveneno botrópico continua sendo amplamente usado para 

envenenamentos por esta espécie (19).  Conforme demonstrado aqui, não houve 

diferença marcante na proteção oferecida pelo antiveneno botrópico/crotálico 

quando comparado ao antiveneno botrópico nos dois protocolos testados; de fato, 

a reversão da perda de contratilidade observada com o botrópico/crotálico foi até 

menor que aquela observada com o antiveneno botrópico quando adicionado 1 

min após a peçonha, e a proteção contra dano tecidual foi menos marcante. Estes 

achados sugerem que, pelo menos neste caso, o antiveneno botrópico/crotálico 

não oferece vantagem em relação ao botrópico.     
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6 – CONCLUSÕES 

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, concluímos que: 

1. A peçonha de B. jararacussu (0,025 – 0,2 mg/ml) causa contratura do músculo 

atrial, refletida em queda progressiva na força contrátil, especialmente nas 

concentrações maiores, acompanhada de redução na freqüência cardíaca na 

concentração de 0,2 mg/ml. 

2. A peçonha causa lesão no tecido atrial, evidenciada pela liberação de CK-MB e 

alterações histológicas. 

3. O pico III-3 reproduz as alterações funcionais e morfológicas vistas com a 

peçonha. As características bioquímicas da proteína deste pico são semelhantes 

às da bothropstoxina. 

4. As alterações funcionais e morfológicas produzidas pela peçonha não são 

mediadas pelos sistemas adrenérgico, colinérgico ou histaminérgico, ou pelas vias 

de ciclooxigenase ou óxido nítrico sintase. 

5. A pré-incubação de átrios com antiveneno ou a adição de antiveneno 1 min após a 

aplicação de peçonha protegeu contra o dano funcional e histológico em intervalos 

>20 min. Não houve diferença marcante entre a eficácia dos antivenenos botrópico 

e botrópico/crotálico. 
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