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RESUMO 

 
Acidente ofídico ou ofidismo é o quadro de envenenamento decorrente da inoculação de toxinas através 
do aparelho inoculador de serpentes. O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar, in vitro, os efeitos 
citotóxico, oxidativo e na homeostase (sobre eritrócitos, hemoglobinas e plasma humano, 
respectivamente), causados pela presença das peçonhas brutas das serpentes Bothrops jararacussu 
e Bothrops moojeni. O perfil proteico de cada peçonha foi caraterizado por cromatografia de fase 
reversa e SDS-PAGE. As composições das peçonhas de ambas as espécies mostraram perfis 
proteicos similares. As quantidades das peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni induziram 
hemólise indireta significativa na presença de ácido graxo e de ácido graxo mais cloreto de cálcio. A 
peçonha bruta de B. jararacussu apresentou maior potencial citotóxico. As peçonhas de B. jararacussu 
e B. moojeni, não exibiram efeito anti-hemolítico. A peçonha de B. jararacussu apresentou efeito 
hemaglutinante nas quantidades analisadas de 100 e 1000µg e não apresentou efeito oxidante. A 
peçonha de B. moojeni apresentou efeito oxidante somente na quantidade de 1000µg. As peçonhas de 
ambas as espécies não mostraram efeito anti-oxidante. A peçonha de B. moojeni apresentou maior 
potencial coagulante em relação a peçonha de B. jararacussu e todos coágulos plasmáticos formados 
eram turvos, rígidos e estáveis. O tempo para formação dos coágulos foi inversamente proporcional à 
quantidade de peçonha avaliada. Portanto, as informações obtidas das comparações dos efeitos 
biológicos provocados pelas peçonhas, mostraram que B. jararacussu apresentou atividade hemolítica 
indireta, hemaglutinante e coagulante, e B. moojeni apresentou atividade hemolítica indireta, oxidante 
e coagulante.  
 
Palavras-chave: Ofidismo, Efeitos biológicos, Lise eritrocitária, Coagulação plasmática.  

II 
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ABSTRACT 

 
Snakebite or snakebite is the chart of poisoning from the inoculation of toxins through the snake 
inoculation apparatus. The objective of this study was to evaluate and in vitro the cytotoxic, oxidative 
and homeostasis effects (on erythrocytes, hemoglobins and human plasma, respectively) caused by 
the presence of the crude venoms of Bothrops jararacussu and Bothrops moojeni snakes. The protein 
profile of each venom was characterized by reverse phase chromatography and SDS-PAGE. The 
venom compositions of both species showed similar protein profiles. The amounts of the crude venoms 
from B. jararacussu and B. moojeni induced significant indirect hemolysis in the presence of fatty acid 
and fatty acid plus calcium chloride. The crude venom of B. jararacussu presented a higher cytotoxic 
potential. The venoms of B. jararacussu and B. moojeni, showed no anti-hemolytic effect. The venom 
of B. jararacussu presented a haemagglutinating effect in the analyzed amounts of 100 and 1000μg and 
did not present an oxidizing effect. The B. moojeni venom presented an oxidizing effect only in the 
amount of 1000μg. Venoms of both species showed no anti-oxidant effect. The crude venom of B. 
moojeni had a higher coagulant potential compared to B. jararacussu venom and all plasma clots formed 
were turbid, rigid and stable. The clot formation time was inversely proportional to the amount of venom 
evaluated. Therefore, the information obtained from the comparisons of the biological effects caused by 
the venoms, showed that B. jararacussu showed indirect hemolytic activity, hemagglutinating and 
coagulant, and B. moojeni presented indirect hemolytic activity, oxidant and coagulant. 

 
 

Keywords: Ophidism, Biological effects, Erythrocyte lysis, Plasma coagulation.

III 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Aspectos gerais sobre os acidentes ofídicos 

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

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

peçonhentas, de interesse em saúde pública, são representadas por quatro gêneros da 

Família Viperidae (Bothrops, Crotalus, Lachesis e Bothrocophias) e um único gênero da 

Família Elapidae (Micrurus) (UETZ et al., 2017). O envenenamento ocorre quando a serpente 

consegue injetar o conteúdo de suas glândulas venenosas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

No Brasil, no ano de 2015, houve 24.467 casos de acidentes por serpentes peçonhentas e 

107 óbitos decorrentes desses acidentes ofídicos (SINAN, 2017).  

 

1.2 Características do gênero Bothrops 

 

As serpentes do gênero Bothrops apresentam dentição maxilar reduzida a um par de 

presas canaliculadas de grande mobilidade, as quais estão associadas as glândulas de 

veneno (condição solenoglifodonte). Os representantes da família Viperidae são 

caracterizados, pela presença de órgãos sensoriais termorreceptores faciais, as fossetas 

loreais (CAMPBELL; BRODIE, 1992; MCDOWELL, 2001; CAMPBELL; LAMAR, 1989; 2004). 

Essas serpentes estão distribuídas em todo o território brasileiro. Algumas espécies 

apresentam maior importância por sua extensa distribuição geográfica (e, consequentemente, 

apresentam uma maior incidência nos casos de acidentes ofídicos), como por exemplo, a 

Bothrops jararacussu nas regiões Sul, Sudeste e Centro Oeste e a Bothrops moojeni nas 

regiões Centro Oeste e Sudeste, com ocorrência também no Nordeste (MELGAREJO, 2003).  

As serpentes peçonhentas, predominates nos casos notificados de ofidismo no Brasil, 

são os gêneros Bothrops (90,0%), Lachesis (1,4%), Crotalus (7,7%) e Micrurus (0,5%) 

(OLIVEIRA et al., 2011; FERNANDES et al., 2008). 

 

1.3 Bothrops jararacussu (Lacerda, 1884) 

 

A Bothrops jararacussu é uma serpente encontrada no Mato Grosso, extremo sul da 

Bahia, sul de Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina 

e noroeste do Rio Grande do Sul (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Essa serpente pode atingir até 

1,80 m de comprimento. Dentre as Bothrops, essa espécie é a que produz a maior quantidade 

de veneno, sendo, talvez, a mais imponente do gênero (MELGAREJO, 2003).  
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Figura 1 - Bothrops jararacussu e sua distribuição geográfica no Brasil. 

 
(A) Espécime adulto de Bothrops jararacussu. (B) Em vermelho, os estados brasileiros nos quais essa 
serpente pode ser encontrada. Fonte: Brazilian Venomous Snakes Database – BRAVESdb (2017). 

 

1.4 Bothrops moojeni (Hoge, 1966) 

 

A Bothrops moojeni, popularmente chamada de caissaca, pode ser encontrada em 

alguns estados do Brasil (Paraná, São Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Mato 

Grosso, Goiás, Bahia, Tocantins, Piauí e Maranhão), Argentina e Paraguai (CAMPBELL; 

LAMAR 1989). Bothrops moojeni é uma serpente de grande porte, com um comprimento 

máximo registrado de 1,68m (MELGAREJO, 2003). 

 

Figura 2 - Bothrops moojeni e sua distribuição geográfica no Brasil.  

 

(A) Espécime adulto de Bothrops moojeni. (B) Em vermelho, os estados brasileiros nos quais essa 
serpente pode ser encontrada. Fonte: Brazilian Venomous Snakes Database – BRAVESdb (2017). 
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1.5 Propriedades das peçonhas botrópicas 

 

As propriedades biológicas, bioquímicas e farmacológicas das peçonhas ofídicas são 

decorrentes da presença de uma mistura heterogênea de substâncias (proteínas, peptídeos, 

íons, nucleotídeos, aminoácidos, lipídeos e compostos inorgânicos) cuja principal função está 

relacionada à captura de alimento e o processo de digestão da presa (DALTRY et al., 1996; 

MARKLAND, 1997; SILVA JR.; AIRD, 2001). 

 A peçonha botrópica é composta por moléculas proteicas, com ou sem atividade 

catalítica, como as fosfolipases A2, L-aminoácido oxidase, lectinas, proteases, hialuronidases, 

acetilcolinesterases, fatores de crescimento, ativadores de proteína C, peptídeos 

(potencializadores de bradicinina e desintegrinas), e por compostos orgânicos de baixa massa 

molecular (carboidratos, serotonina, histamina, citrato e nucleosídeos) e íons inorgânicos 

(cálcio, cobalto, magnésio, cobre, ferro, potássio) (STOCKER, 1990). Essa peçonha 

apresenta grande atividade proteolítica, propriedade responsável pelos principais efeitos 

locais e sistêmicos observados nos acidentes ofídicos. Os efeitos causados pela peçonha 

podem, ainda, envolver alterações na coagulação sanguínea e no sistema cardiovascular, 

hemorragia, mionecrose e inflamação intensa, com edema proeminente e dor (GIRON et al., 

2008; GUTIERREZ et al., 2009; RIVIERO, 2010; WARRELL, 2010).  

A relevância do estudo dos componentes das peçonhas ofídicas tem resultado no 

desenvolvimento de diversos produtos biotecnológicos, como os medicamentos, 

fundamentados em observações de efeitos causados por ofidismo e, que estão sendo 

empregados no tratamento de diversas doenças. Um exemplo clássico de um fármaco 

desenvolvido com base na observação do desencadeamento do efeito sistêmico causado pelo 

empeçonhamento é o captopril, um dos medicamentos mais vendidos no mundo, eficaz no 

controle da hipertensão. Esse medicamento possui, como princípio ativo, um oligopeptídio 

(piroglutamil) rico em prolina, isolado da peçonha da serpente Bothrops jararaca. O captopril 

age como um inibidor da enzima de conversão da angiostensina I em angiostensina II (potente 

vasoconstritor), produzindo vasodilatação periférica e diminuindo a pressão arterial (BAILEY; 

WILCE, 2001; HAYASHI; CAMARGO, 2005). 

 

1.6 Proteínas da peçonha botrópica 

 

1.6.1 Fosfolipases A2  

  

As fosfolipases A2 (PLA2s E.C. 3.1.1.4) compreendem uma grande família de 

proteínas, as quais possuem a mesma função enzimática e demonstram uma considerável 
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homologia quanto à sequência de aminoácidos (HIGUCHI et al., 2007). Essas enzimas 

catalisam a hidrólise de ligações acil-éster, na posição sn-2 de fosfolipídeos de membrana. O 

ácido graxo resultante da hidrólise de glicerofosfolipídios é o ácido araquidônico, o qual 

participa da via de síntese dos leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas e prostaciclinas 

(MURAKAMI; KUDO, 2002). A reação de hidrólise é dependente de íons cálcio (YU et al., 

1990, 1998; DENNIS et al., 1994). 

As PLA2s extracelulares possuem massa molecular baixa com relação às 

intracelulares variando entre 12 kDa e 15 kDa, com aproximadamente 120 e 123 

aminoácidos, respectivamente (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). 

As PLA2s de peçonha de serpentes apresentam uma variedade de atividades tóxicas 

e farmacológicas (KINI e EVANS, 1989; GUTIÉRREZ e OWNBY, 2003; KINI, 2003). As snake 

venom fosfolipase A2 (svPLA2s) são muito tóxicas e, em una única peçonha, podem ocorrer 

várias isoformas, cujos efeitos farmacológicos podem variar, incluindo ação hemolítica, 

neurotoxicidade, agregação de plaquetas, anticoagulante, edematogênica, miotóxica, 

bactericida e pró-inflamatória. As svPLA2s estão relacionadas à mionecrose local, que 

provocam sequelas, como perda tecidual permanente, incapacidade ou amputação do 

membro afetado (GHAZARYAN et al., 2015). 

 

1.6.2 L-aminoácido oxidase 

 

As L-aminoácido oxidases (LAAOs, E.C. 1.4.3.2) encontradas nas peçonhas de 

serpentes (snake venom, svLAAOs) são flavoenzimas que catalizam a desaminação oxidativa 

de L-aminoácidos em α-cetoácido com a produção de amônia e peróxido de hidrogênio (TAN; 

FUNG, 2008). Muitos dos efeitos biológicos de LAAOs são creditados aos efeitos secundários 

causados pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) produzido durante a reação enzimática, o que 

induz a apoptose celular (RODRIGUES et al., 2009; DU, CLEMETSON, 2002; LEWIS; 

GARCIA, 2003; ANDE et al., 2006).  

Nos últimos anos, as LAAOs se tornaram objetos de interesse para estudos devido 

a seus efeitos apoptótico, citotóxico, indutor de agregação plaquetária e antimicrobiano. Esses 

efeitos biológicos parecem ser mediados pelo peróxido de hidrogênio altamente reativo 

gerado no processo de oxidação. Entretanto, algumas vezes o efeito não é somente atribuído 

ao H2O2 liberado, mas também, as interações diretas entre a LAAO e a célula-alvo também 

podem desempenhar funções importantes (TAN; FUNG, 2008). 
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1.6.3 Metaloproteases 

 

As metaloproteases isoladas das peçonhas de serpentes (svMPs E.C. 3.4.24) são 

um grupo de endopeptidases, dependentes de cálcio ou zinco ligados no sítio ativo para 

possuírem atividade. As svMPs são os principais fatores hemorrágicos causadores dos mais 

drásticos efeitos provocados pelo envenenamento (PAULA et al., 2014). 

Em geral, a ação das svMPs promovem a proteólise de componentes da matriz 

extracelular (colágeno tipo IV, laminina e fibronectina), proteínas plasmáticas (fibrina, 

fibrinogênio, fator Von Willenbrand e pró-trombina) e das proteínas da superfície celular 

(integrinas e caderinas). Essas enzimas provocam diversas alterações patológicas, tais como 

hemorragia, inibição da agregação plaquetária, coagulopatia, mionecrose, edema, equimose 

e gera uma resposta inflamatória (BERNADONI et al., 2014).  

 

1.6.4 Serinoproteinases 

 

As serinoproteinases estão associadas aos distúrbios hemostáticos devido à sua 

atuação nos componentes da cascata da coagulação sanguínea e do sistema 

fibrino(geno)lítico (ZAQUEO et al., 2014). Algumas serinoproteinases encontradas em 

peçonhas ofídicas (svSPs, E. C. 3.4.21) são denominadas trombina-like, pois atuam 

catalisando a conversão direta do fibrinogênio plasmático em fibrina, sem a necessidade da 

participação da trombina endógena. Essas enzimas, em função da atividade catalítica, agem 

no sistema de coagulação sanguínea, promovendo alterações na hemostasia, o que pode 

contribuir para uma hemorragia local e sistêmica. Elas participam da ativação do fator V da 

cascata de coagulação, na fibrinogenólise, na ativação de plasminogênio e indução de 

agregação plaquetária (SERRANO; MAROUN, 2005). Além disso, algumas dessas enzimas 

têm sido utilizadas como agentes anticoagulantes na área médica, clínica, cirúrgica e, 

também, como reagentes em testes de coagulação (MARSH; WILLIAMS, 2005). 

 

 

1.6.5 Lectinas Tipo C 

 

As lectinas tipo C são proteínas que possuem a capacidade de se ligar a 

carboidratos, monossacarídeos ou oligossacarídeos, numa associação dependente de íons 

Ca2+ (OGAWA et al., 2005). As lectinas tipo C podem participar de uma grande variedade de 

atividades biológicas, tais como adesão celular, endocitose e neutralização de agentes 

patogênicos (WEIS et al., 1992). As lectinas tipo C e as lectinas tipo C like são encontradas 
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em peçonhas ofídicas pertencentes às famílias Viperidae, Elapidae e Crotalidae (ARAGÓN-

ORTIZ et al., 1990).  

 

1.7 Componentes do sangue humano 

 

1.7.1 O eritrócito 

 

O eritrócito humano maduro é uma célula anucleada, com vida útil de 

aproximadamente 120 dias na circulação periférica e caracteriza-se por apresentar 

flexibilidade fisiológica notável. Sua função essencial é transportar oxigênio para os tecidos 

através das moléculas hemoglobina. É caracterizado por acentuadas particularidades 

metabólicas e estruturais. Os eritrócitos têm sua origem em células progenitoras da medula 

óssea e, durante o processo de diferenciação, ocorre a perda, por exocitose, do núcleo e 

outras organelas, como retículo endoplasmático, mitocôndrias e ribossomos (BRATOSIN et 

al., 2001; SPRAGUE; STEPHENSON; ELLSWORTH, 2007).  

 Vários modelos experimentais são utilizados para avaliação da toxicidade in vitro, 

dentre estes, destaca-se o ensaio de citotoxicidade em eritrócitos que é utilizado como método 

de triagem para toxicidade de substâncias estimando, nos eritrócitos, os danos que podem 

induzir in vivo (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005). 

A hemólise refere-se à lise ou ruptura das membranas das hemácias permitindo a 

liberação da hemoglobina para o plasma, tendo como consequência a hemoglobinemia. A 

quantidade de hemoglobina livre no plasma depende da capacidade e da velocidade de 

remoção do pigmento pelo organismo de cada indivíduo, sendo fisiológica a quantidade de 6 

mg%. Quando este valor supera 100 mg% a hemoglobina passa a ser filtrada pelos rins e 

quando excessivamente alto (superiores a 3.000 mg%), pode promover lesão renal 

(CARVALHO et al., 2008; PAULA et al., 2014). 

A membrana plasmática tem papel chave na manutenção da forma do eritrócito, 

sendo constituída por 42% de lipídios, 52% de proteínas e 7% de carboidratos. Entre os 

lipídios, o colesterol e os fosfolipídios estão organizados na bicamada em quantidades quase 

equimolares (HARRIS, 1991). Os tipos predominantes de fosfolipídios presentes na face 

interna da membrana são a fosfatidiletanolamina (PE) e a fosfatidilserina (PS) e a 

fosfatidilcolina (PC) e a esfingomielina (SM) mais abundantes na face externa da membrana 

(JAIN, 1985).  

Atualmente acredita-se que os esfingolipídios são componentes importantes da 

membrana plasmática eucariótica, pois, estes compostos têm numerosas funções, tais como 
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a regulação da transdução nas vias de sinalização intracelular, direcionando proteínas, 

mediando interações e reconhecimento célula-célula (TANI, ITO,  IGARASHI, 2007). 

 

1.7.2 Antígenos eritrocitários (Sistema ABO e Rh)  

 

O sistema de grupo sanguíneo ABO, descoberto por Karl Landsteiner, no começo do 

século XX é, até hoje, considerado o mais importante sistema de grupos sanguíneos na 

medicina clínica transfusional. Os epítopos do sistema ABO são resíduos terminais 

encontrados nos hidratos de carbono presentes na superfície das células e nas secreções 

que são biossintetizadas por glicosiltransferases específicas codificadas no locus ABO. O 

locus ABO está localizado no braço longo do cromossomo 9 (BATISSOCO et al., 2003; 

OLSSON et al., 2001; WATKINS, 1980; FERGUSON-SMITH et al., 1976; BENNETT et al., 

1995). 

A heterogeneidade fenotípica do sistema sanguíneo ABO é devido à diferença 

estrutural do gene das glicosiltransferases, o qual é responsável pela transferência dos 

resíduos específicos de açúcar, α1→3-N-acetil-galactosamina transferase ou α1→3-N-

galactosil transferase ao substrato H, e os convertem ao antígeno A ou B, respectivamente 

(ZAGO et al., 1996; YOSHIDA et al., 1979; YAMAMOTO et al., 1990; YAMAMOTO et al., 1992; 

YAMAMOTO et al., 1990). O antígeno H é um carboidrato produzido pela ação da enzima α-

2-L-fucosiltransferase codificada no locus FUT1 do cromossomo 19, na posição q13.3, sendo, 

portanto, geneticamente independente do locus ABO (LEE et al., 2000; SCHENBEL-

BRUNNER, 2000). 

 

 

1.7.3 Hemoglobina 

 

A hemoglobina é uma proteína globular formada por quatro subunidades: duas α (141 

resíduos cada uma) e duas β (146 resíduos). A estrutura quaternária da hemoglobina é 

mantida por ligações não covalentes, as quais são muito mais numerosas entre subunidades 

diferentes – α/β – do que entre subunidades iguais – α/α e β/β. O resultado desta associação 

desigual é uma molécula tetramérica, composta por dois dímeros, denominados α1β1 e α2β2, 

dispostos simetricamente ao redor de um eixo central (MARZZOCO; TORRES, 1999). 

Cada cadeia da hemoglobina (α ou β) está associada a um grupo heme (grupo 

prostético) contendo um átomo de ferro no estado Fe2+. Os grupos prostéticos de cada 

subunidade da hemoglobina encontram-se localizados dentro de cavidades hidrofóbicas, as 
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quais tornam possível a ligação reversível do oxigênio ao ferro (Fe2+) ou oxihemoglobina, sem 

que ele seja oxidado ao estado férrico (Fe3+) ou metaemoglobina (KNIRSCH, 2015). 

A hemoglobina é a proteína transportadora do oxigênio na corrente sanguínea, 

facilitando o seu acesso às células do organismo. Exerce ainda funções no transporte do 

dióxido de carbono e na regulação do equilíbrio ácido-base (STEINBERG et al., 2009). 

 

1.7.4 Plasma sanguíneo e hemostasia 

 

 

O plasma é um líquido tecidular e o maior componente do sangue (55%). É 

constituído principalmente por água (92%), age como solvente, apresenta pH de 7.4 e contém 

substâncias de diversas massas moleculares que perfazem 7% do seu volume. Os 

componentes dissolvidos são maioritariamente proteínas plasmáticas mas, também, se 

incluem nutrientes, gases respiratórios, hormonas e íons inorgânicos (MESCHER, 2013). 

A hemostasia é um sistema complexo – que envolve a participação de fatores 

reológicos, parede vascular, plaquetas e outras células sanguíneas, fatores da coagulação, 

fibrinólise e diversos inibidores da coagulação e fibrinólise – que é responsável tanto por 

manter o sangue fluido em condições fisiológicas, quanto interromper a perda de sangue 

quando há uma lesão vascular (ASAZUMA, 1997).  

A hemostasia pode ser dividida em hemostasia primária e hemostasia secundária. A 

primária ocorre quando há interação entre os componentes celulares, tais como a parede do 

vaso lesado e as plaquetas, envolvendo uma série de eventos que incluem a adesão das 

plaquetas ao subendotélio, ativação, mudança de forma e a liberação do conteúdo granular 

das plaquetas. Já os fatores plasmáticos, cofatores, proteínas tissulares, serinaproteases, 

fosfolipídeos e íons cálcio participam da hemostasia secundária (IWANAGA, 1993; 

TRIPLETT, 2000).  

A ativação do sistema de coagulação simultaneamente à lesão é de fundamental 

importância durante o reparo hemostático. A cascata de coagulação sanguínea (Figura 3) foi 

didaticamente dividida em duas vias, a extrínseca (principal via para o início da sua ativação) 

e a intrínseca, sendo que as duas vias são fisiologicamente interdependentes. Suas proteínas 

plasmáticas pró-coagulantes são referidas como fatores e designadas por numerais romanos 

(GENTRY, 2004), e, em sua maioria, são enzimas que circulam normalmente na sua forma 

inativa, denominadas zimogênios (FURIE, 1992). 

De um modo geral, a cascata ocorre na superfície da membrana fosfolipídica e 

durante esse processo o cálcio age como um importante fator que, juntamente com outros 
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fatores, ativam as etapas subsequentes da cascata com o objetivo de estancar o sangramento 

com a formação da rede de fibrina (SMITH, 2009). 

 

Figura 3 – Cascata de coagulação com ativação pelas vias extrínseca e intrínseca. 

 
 

Modelo clássico da cascata de coagulação: vias intrínseca e extrínseca. As reações das vias extrínseca, 
intrínseca e via comum estão destacas pelas cores bege, vermelha e cinza, respectivamente. PC: Pré-
calicreina. CAPM: Cinogênio de Alto Peso Molecular. FL: Fosfolipídeo. Ca2+: ion cálcio. Fonte: SARTIM, 
2014. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar, in vitro, os efeitos citotóxico, oxidativo e na homeostase (sobre eritrócitos, 

hemoglobinas e plasma, respectivamente) causados pela presença das peçonhas brutas das 

serpentes Bothrops jararacussu e B. moojeni, bem como estabelecer a relação das 

composições moleculares de cada peçonha com os efeitos biológicos desencadeados. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

 Avaliar a composição molecular de cada uma das peçonhas brutas extraídos de 

serpentes brasileiras Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni por fracionamento e 

caracterização da massa molecular; 

 Caracterizar as atividades citotóxicas através da ação hemolítica e sobre a fragilidade 

osmótica de eritrócitos humanos dos grupos sanguíneos A, B, AB e O na presença das 

peçonhas brutas extraídos das serpentes B. jararacussu e B. moojeni; 

 Quantificar os efeitos oxidante e antioxidante das peçonhas brutas extraídos de 

serpentes B. jararacussu e B. moojeni sobre hemoglobinas humanas; 

 Determinar a atividade coagulante das peçonhas brutas extraídas de B. jararacussu 

e B. moojeni sobre o plasma humano citratado; 

 Correlacionar a composição molecular e a espécie da serpente com os efeitos 

tóxicos, bioquímicos e farmacológicos desencadeados por cada amostra da peçonha em 

análise. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Peçonha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni 

 

As peçonhas brutas das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni foram 

cedidas por colaboradores. Um pool da peçonha bruta foi coletado, liofilizado e cedido pela 

Professora Doutora Paula Helena Santa Rita coordenadora do Biotério da Universidade 

Católica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. Conforme “Acordo 

de Cooperação Técnica e Científica entre a UFPB e UCDB” (ANEXO 01) e “Termos de 

Procedência de Venenos Ofídicos” (ANEXO 02).  

As peçonhas brutas liofilizadas foram acondicionados em congelador (-4°C). A 

liofilização ou criodessecação é um processo de desidratação em que as amostras são 

rapidamente congeladas, em nitrogênio líquido, e submetidas à sublimação sob vácuo, 

preservando as características físico-químicas das proteínas. E, para realização dos 

experimentos, as peçonhas brutas foram solubilizados em Tampão Fosfato Salino (PBS - 10x, 

pH 7,4) e utilizados imediatamente (durante a realização dos experimentos, as amostras 

solubilizadas eram mantidas em banho de gelo para evitar a desnaturação de proteínas). 

 

3.2 Concentrado de hemácias humanas  

 

As bolsas de sangue contendo concentrado de hemácias humanas foram cedidas para 

a pesquisa pela Agência Transfusional do Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW) da 

Universidade Federal da Paraíba, cidade de João Pessoa, estado da Paraíba. Foram 

utilizadas bolsas contendo hemácias dos grupos sanguíneos (A, B, AB e O) com fator Rh 

positivo. A manipulação e o descarte dos eritrócitos foram realizados de acordo com as 

Normas de Biossegurança. O armazenamento e a utilização de todo o material biológico 

utilizado foram realizados de acordo com a resolução CNS Nº 441, de 12 de maio de 2011. 

 

3.3 Plasma humano citratado 

 

Um pool de plasma foi obtido do sangue periférico de 05 voluntários aparentemente 

saudáveis, que não estavam fazendo uso de nenhuma medicação que pudesse interferir no 

processo de coagulação. O sangue foi colhido em tubos de coleta à vácuo (BD Vacutainer®) 

contendo 3,2% (0,109M) de citrato de sódio (1:9). O citrato de sódio age como um quelante, 

ligando-se aos íons de cálcio e interrompendo a cascata de coagulação (AMORIN et al, 2010). 
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos, o plasma foi separado 

e armazenado. 

Para obter os controles do tempo de protrombina – TP e o tempo de tromboplastina 

parcial ativada – TTPA nos experimentos de coagulação, foram utilizados os respectivos kits 

PT HEMOSTASIS Ref. 501 e APTT HEMOSTASIS Ref. 502, comercializados pela Labtest 

Diagnóstica S.A. 

 

3.4 Aspectos éticos 

 

Os procedimentos experimentais e a coleta de material biológico foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Lauro Wanderley CEP/HULW, 

com o Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) sob o número: 

61023116.3.0000.5183 (ANEXO 03), de acordo com as normas éticas estabelecidas pela 

Norma Operacional nº 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos e pela Resolução nº 466/12 da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa do 

Conselho Nacional de Saúde (CONEP) do Ministério da Saúde.  

 

3.5 Fracionamento das peçonhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni 

 

O perfil cromatográfico da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e B. moojeni foram 

obtidos por Cromatografia Líquida de Fase Reversa utilizando cromatógrafo UFLC (Ultra Flow 

Liquid Chromatography – LC-6AD, Shimadzu Corporation) e coluna C18 (Shimadzu Shim-

Pack CLC-ODS (M) - comprimento da coluna: 25cm x 4,6mm, diâmetro do poro: 100Å, 

diâmetro da partícula: 5µm) utilizando a metodologia proposta por Calvete e colaboradores 

(2007). 

Para obter as frações proteicas foram utilizados 3,43mg da peçonha bruta de B. 

jararacussu e 2,65mg da peçonha bruta de B. moojeni solubilizados em 500µL de 0,05% de 

Ácido Trifluroacético (TFA) / 5% Acetonitrila (ACN) centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos 

a 4ºC. A coluna foi previamente equilibrada com o Tampão A (0,1% de TFA em água destilada 

e deionizada) e a eluição foi realizada com gradiente de 0% a 100% Tampão B (66,5% de 

ACN em 0,1% de TFA).  

O gradiente linear empregado para eluição das frações de Bothrops jararacussu foi de 

0% de Tampão B por 5 minutos seguidos por 0 a 75% de Tampão B durante 75 minutos; 75 

a 100% de Tampão B durante 10 minutos e 100% de Tampão B por 5 minutos. O fluxo de 

eluição empregado foi de 1,0mL/min. O gradiente linear empregado para eluição das frações 

de B. moojeni foi de 0% de Tampão B por 5 minutos seguidos por 0 a 20% de Tampão B 
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durante 10 minutos; 20 a 75% de Tampão B durante 80 minutos; 75 a 100% de Tampão B 

durante 10 minutos e 100% de Tampão B por 5 minutos. 

O fluxo de eluição empregado foi de 1,0mL/min. Os picos proteicos foram monitorados 

através da determinação da absorbância a 280nm e as frações obtidas foram coletadas 

automaticamente sob temperatura de 4°C acima de 25mAU. 

A concentração teórica das frações proteicas foi aferida em espectrofotômetro 

(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) com absorbância (ABS) de 280nm, considerando 1 

ABS= 1,0mg/mL.  

 

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni 

 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) foram realizadas com gel de separação e empilhamento a 13% e 4% de Bis-

Acrilamida, respectivamente. Foi utilizado um sistema desnaturante e reduzido conforme 

adaptações da técnica descrita por Laemmli (1970). 

As amostras aplicadas em gel continham 10μL de cada fração obtida dissolvida em 

5μL de tampão de amostra. Após preparadas, as amostras foram aquecidas por cinco minutos 

a 100°C, rapidamente centrifugadas e aplicadas no gel. As amostras foram separadas sob 

corrente e constante de 25mAU, em temperatura ambiente utilizando Tampão de Corrida Tris-

Glicina. Os padrões de massa molecular utilizado foram: o PageRuler Plus™ comercializado 

pela Thermo Scientific™. O gel foi corado com Azul de Coomassie Brilhante g-250 durante 2 

horas sob agitação a 40°C e descorado com água deionizada: etanol: ácido acético (6:3:1). 

A análise eletroforética das frações foi realizada em colaboração com o Dr. Guilherme 

Henrique Marchi Salvador do Departamento de Física e Biofísica, Laboratório de Biologia 

Molecular Estrutural, Instituto de Biociências (IBB) da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Botucatu, SP. 

 

3.7 Atividades biológicas 

 

3.7.1 Avaliação da atividade hemolítica da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e 

Bothrops moojeni em eritrócitos humanos 

 

A avaliação do potencial citotóxico, in vitro, das peçonhas brutas de B. jararacussu e 

B. moojeni sobre eritrócitos humanos foram realizados conforme algumas adaptações da 
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metodologia descrita por Hubert et al (1997) e Rangel et al (1997) e a porcentagem de 

hemólise foi calculada de acordo com os Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira descritos 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2010). 

Para a realização da atividade hemolítica direta e indireta foram utilizadas as 

quantidades de 1000, 100, 10, 1 e 0,1µg dos pools de B. jararacussu e B. moojeni, 

solubilizados em Tampão Fosfato Salino (PBS – 10x, pH 7,4) nas respectivas concentrações: 

10; 1; 0,1; 0,01 e 0,001mg/mL. 

Amostras de sangue dos tipos A, B, AB e O, fator Rh positivo foram lavados três vezes 

com cloreto de sódio (NaCl) a 0,9% (150mM) por centrifugação (3.000rpm) por 5 minutos em 

temperatura ambiente (± 27°C). Foi preparada uma suspensão de eritrócitos (SE) a 5%, 

contendo 0,5mL de eritrócitos diluído em 99,5mL de cloreto de sódio a 0,9% (150mM). Em 

cada microtubo foram adicionados 2000µl da SE acrescida de 100µl das diferentes diluições 

da peçonha bruta a serem testadas.  

Para determinar a capacidade de hemólise direta das peçonhas brutas de Bothrops 

jararacussu e B. moojeni, foi adicionado, em cada tubo, 2mL de suspensão de eritrócitos, 

acrescido de 100µl das diferentes quantidades das peçonhas brutas a serem avaliadas (1000, 

100, 10, 1 e 0,1μg). Já, para a avaliar a capacidade hemolítica indireta, adicionou-se 0,5µl de 

cloreto de cálcio (CaCl2) e/ou 20µl de um complexo de ácidos graxos (Ácido Eicosapentanóico 

– EPA e Ácido Docosahexaenóico – DHA) na concentração de 100%, de acordo a 

metodologia descrita por Hubert et al. (1997) considerando algumas adaptações. 

Posteriormente, as amostras foram incubadas (incubadora Shaker) durante 1 hora, a 

37°C, com agitação de 100 rpm e em seguida centrifugadas (3.000rpm) por 5 minutos a 24°C. 

O controle positivo foi preparado com 2000µl da suspenção de eritrócitos acrescido de 20µl 

de Triton X-100 e, corresponde a 100% de hemólise. Para o controle negativo usou-se 2000µl 

da suspenção de eritrócitos acrescido de 10µl de tampão fosfato salino (PBS - Phosphate 

Buffered Saline, 10x, pH 7.4). Ambos os controles foram incubados a 37°C durante 1 hora e 

centrifugadas (3.000rpm) por 5 minutos, a 24°C.  

A avaliação da atividade hemolítica foi realizada através da análise da concentração 

de hemoglobina livre no sobrenadante, o que reflete a quantidade de lise celular. A leitura foi 

realizada por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000c, Thermo Scientific) em um comprimento 

de onda de 540nm. O percentual de hemólise foi calculado de acordo com a metodologia 

descrita por Montagner (2007). Todas os experimentos foram realizados em triplicata. 
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Os resultados foram expressos em percentual hemolítico, utilizando os valores de 

absorbância (Abs) obtidos, de acordo com a Equação #1. 

 

% hemólise = 100x
Abs da amostra - Abs controle negativo

Abs controle positivo - Abs controle negativo
          Equação #1  

 

3.7.2 Avaliação da atividade anti-hemolítica da peçonha bruta de Bothrops jararacussu 

e Bothrops moojeni em eritrócitos humanos  

 

O teste de fragilidade osmótica de eritrócitos avaliou a resistência dos eritrócitos 

quando expostos a uma solução salina hipotônica (JAIN, 1973). Os eritrócitos foram 

inicialmente lavados com cloreto de sódio (NaCl) a 0,9% (150mM). Em seguida, a SE foi 

preparada utilizando 0,5mL de eritrócitos diluídos em 99,5mL de cloreto de sódio a 0,9% 

(150mM). Em cada tubo foram adicionados 2000µl de suspensão acrescidos de 100µL da 

concentração de peçonha bruta testada, e incubadas por 1h, a 37°C, com agitação de 100rpm. 

De cada amostra foram retirados 500µl da solução e distribuídos em quatro tubos. As 

amostras foram centrifugadas (3000rpm) por 5 minutos, a 24°C e o sobrenadante descartado. 

Os eritrócitos foram ressuspensos em quatro diferentes concentrações, e, em seguida, foi 

adicionando 350µl de cloreto de sódio (NaCl - 0,9%, 0,6%, 0,3% e 0,15%), incubados (37°C) 

por 1 hora e as amostras centrifugadas (3000rpm), por 5 minutos, a 24°C.  

A leitura foi realizada por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000c, Thermo Scientific) 

em um comprimento de onda de 540nm e o percentual de hemólise calculado (MONTAGNER, 

2007). O controle positivo do experimento foi a menor concentração de cloreto de sódio 

(0,15%) e os valores do controle negativo obtidos no teste hemolítico foram utilizados como 

controle negativo. Todas os experimentos foram realizados em triplicata.  

 

 

3.7.3 Avaliação da atividade oxidante da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e 

Bothrops moojeni sobre eritrócitos humanos 

 

A avaliação do potencial oxidante, in vitro, das peçonhas brutas de B. jararacussu e 

B. moojeni sobre eritrócitos humanos foi realizada conforme algumas adaptações da 

metodologia descrita por Hubert et al. (1997) e Rangel et al. (1997) e a porcentagem de 

hemólise foi calculada de acordo com os Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira descritos 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2010). 
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Os eritrócitos humanos foram lavados três vezes com cloreto de sódio (NaCl) a 0,9% 

(150mM). Para a preparar 100mL de suspensão de eritrócitos (SE) a 30%, foram adicionados 

30mL de eritrócitos dissolvidos em 69,4mL de PBS (10x, pH 7,4), acrescidos de 0,6mL de 

glicose a 10% e 400µL de Triton X-100 para lise celular.  

Para a realização da atividade oxidante foram adicionados 1000µL de SE a 30% e 

100µL das diferentes concentrações da peçonha bruta a ser testada (1000, 100, 10, 1 e 

0,1µL). As amostras foram incubadas por 1h, a 37°C, com agitação de 100rpm. De cada 

amostra foram retiradas 25µL de solução e as mesmas foram ressuspensas em 750µL de 

tampão fosfato (PB). A leitura espectrofotométrica foi realizada no NanoDrop™ 2000c em um 

comprimento de onda de 630nm, para quantificar a metahemoglobina livre no sobrenadante. 

Após a primeira leitura, foi retirado 75µL de cada amostra e novamente ressuspensa em 

750µL de PB. A leitura foi realizada por espectrofotometria em um comprimento de onda de 

540nm e o percentual de metahemoglobina calculado segundo (NAOUM et al., 2004) com o 

emprego da Equação #2 e expressos em percentual de hemoglobina oxidada a 

metahemoglobina (mHb). 

 

%mHb =
Abs 630nm ×100

Abs 630nm+(Abs 540nm ×10)
                                    Equação #2 

 

Os valores de referência para as taxas de metahemoglobina (MetHb) foram: 1,9% - 

3,8% normal; acima de 4% elevado. Todos os testes foram realizados em triplicata (n=3). 

 

3.7.4 Avaliação da atividade antioxidante da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e 

B. moojeni sobre eritrócitos humanos 

 

A avaliação quantitativa, in vitro, da formação de metahemoglobina após exposição 

da hemoglobina frente as peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni foi realizada 

conforme a metodologia (com adaptações) proposta por Naoum et al (2004). 

A avaliação da atividade antioxidante foi realizada a partir da atividade oxidante. As 

amostras contendo a SE a 30% e as peçonhas brutas foram utilizadas para o teste. Em cada 

amostra, foram adicionadas 50µL de fenilhidrazina (C6H5NHNH2, Sigma-Aldrich) a 1M, 

posteriormente encaminhadas para incubação por 1h, a 37°C com agitação de 100rpm. O 

controle positivo foi 1000µL de SE a 30%, acrescidos de 50 µL de fenilhidrazina a 1M. Retirou-

se 25µL de cada amostra, conduzindo-o a um novo tubo com 750µL de PB, posteriormente 

as amostras foram centrifugadas (3000rpm/5min/24°C) e lidas a 630nm no espectrofotômetro. 

Após a primeira leitura foi realizado uma nova diluição. Foi retirado 75µL de cada amostra e 
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novamente ressuspensa em 750µL de PB; estas foram centrifugadas (3000rpm/5min/24°C) e 

lidas no espectrofotômetro em um comprimento de onda de 540nm. O cálculo para avaliar a 

quantidade de hemoglobina que foi oxidada à metahemoglobina permaneceu o mesmo 

adotado para análise da atividade oxidante (Equação #2), bem como, foram mantidos os 

mesmos valores de referência. Todas as amostras foram realizadas em triplicata. 

 

3.7.5 Avaliação da atividade coagulante da peçonha de Bothrops jararacussu e B. 

moojeni sobre o plasma citratado humano 

 

A avaliação da atividade coagulante dos das peçonhas brutas de B. jararacussu e B. 

moojeni nas quantidades (1,25; 2,5; 5; 10μg), solubilizados em PBS (10x, pH 7,4) sobre o 

plasma humano citratado foi realizada de acordo com o método previamente descrito por 

Alvarado e Gutiérrez (1988) com adaptações.  

Para a realização dos experimentos de coagulação, 100 µL de um pool de plasma 

humano citratado foi distribuído em cada tubo de ensaio e mantido em banho-maria à 37°C. 

As diferentes quantidades das peçonhas brutas de Bothrops jararacussu e de B. moojeni 

foram adicionadas, separadamente, em cada tubo e o tempo (em segundos) para a formação 

do coágulo foi anotado. Todos os experimentos para avaliar o tempo de coagulação foram 

realizados em triplicata. 

Os kits de coagulação, comercializados pela Labtest Diagnóstica S.A., PT 

HEMOSTASIS, ref 501 (tempo de protrombina, TP) e APTT HEMOSTASIS, Ref 502, (tempo 

de tromboplastina parcial ativada, TTPA) foram utilizados como controles de referência, 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

3.8 Análise estatística dos dados 

 

Os resultados das análises foram expressos com base à média e o erro padrão da 

média (E.P.M.). A análise estatística utilizada foi One-way ANOVA, seguido de teste de 

Dunnett. Foram consideradas diferenças significativas valores com p<0,05 (ns: não 

signifcante; *: p<0,01; **: p<0,011; ***: p<0,001 e ****: p<<0,0001). Os dados foram analisados 

pelo software Prism for Windows (GraphPad Prism®) versão 6.0 (GraphPad Software Inc., 

San Diego CA, E.U.A.). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização da peçonha bruta de Bothrops jararacussu  

 

A peçonha bruta de Bothrops jararacussu foi separada em dezesseis frações, 

denominadas Fr0-Fr15. A Fr0 foi coletada, antes dos cinco minutos iniciais, quando ainda não 

havia iniciado o gradiente linear (0% de Tampão B) e foi descartada. As frações Fr1, Fr2, Fr3, 

Fr5, Fr6, Fr7, Fr8, Fr9, Fr11, Fr13 e Fr15 foram obtidas, em diferentes quantidades, com 23%, 

30%, 33%, 35%, 37%, 39%, 48%, 52%, 55%, 68% e 94% de Tampão B, respectivamente. A 

Fr4, apresentou, ao menos, 2 picos e foi separada com 35% de Tampão B. A Fr10, apresentou 

o maior pico e sua coleta foi iniciada aos 59 minutos e finalizada com 61 minutos decorridos, 

sendo eluída com 55% de tampão B. A Fr12 apresentou, ao menos, 5 picos superpostos 

recolhidos entre 60% até 65% de Tampão B. Já a Fr14 apresentou, ao menos, 2 picos 

superpostos recolhidos após 72% de Tampão B (Figura 4). 

 

Figura 4: Cromatograma de separação proteica da peçonha de Bothrops jararacussu.  

 

Cromatografia Líquida de Fase Reversa em coluna C18 (250 x 4,6mm, tamanho da partícula: 5µm). As 
condições cromatográficas foram isocraticamente (0% B) durante 5 min., seguida por 0-75% de tampão 
B durante 75 minutos, de 75-100% de B por 10 minutos e 100% de tampão B durante 5 minutos. As 
frações foram coletadas automaticamente, em temperatura constante de 4°C e acima de 25mAU (linha 
azul).  
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Figura 5 – Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das frações, obtidas por cromatografia líquida de fase 

reversa, da peçonha bruta de Bothrops jararacussu.  

 
 

PM: padrão de massa molecular - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, comercializado pela 
Thermo Scientific™, contendo 9 padrões de massa molecular entre 250 e 10kDa (250, 130, 100, 55, 
35 e 15kDa em azul, 70 e 25 kDa em vermelho e 10kDa em verde); Fr1 – Fr15: frações proteicas; PB: 
peçonha bruta.  
 

 

A análise da SDS-PAGE permitiu inferir que não é possível afirmar, através da 

coloração do gel por Azul de Coomassie Brilhante g-250, a presença de proteínas nas frações 

(Fr1-Fr5; Fr7-Fr8). A Fr10 e Fr11 apresentaram apenas uma única banda proteica, formada 

por uma proteína de massa molecular de, aproximadamente, 14 kDa. A análise do perfil 

cromatográfico da Fr12, sugere a presença de, pelo menos, duas proteínas, de massa 

molecular aproximada de 14 kDa e 35 kDa. A Fr13 apresentou duas bandas, com massa 

molecular aproximada de 35 kDa e 70 kDa. A Fr14 também apresentou duas bandas, com 

massa molecular aproximada de 24 kDa e 60 kDa. A Fr15 apresentou apenas uma banda de 

massa molecular aproximada de 70 kDa (Figura 5). 

Uma análise comparativa entre os valores de massa molecular estimados pela SDS-

PAGE e os descritos na literatura, nos possibilitou dizer que a banda proteica referente a 

massa molecular de 14 kDa da Fr10 representa uma fosfolipase A2 (PLA2). As bandas 

proteicas de massa molecular aproximada de 14 kDa, presentes nas frações (Fr10, Fr11) 

condizem com isoformas de fosfolipase A2. Algumas PLA2 já foram isoladas e caracterizadas 
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da peçonha de B. jararacussu como as PLA2 básicas, bothropstoxina–I (BthTX-I) uma Lys49, 

desprovida de atividade enzimática (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988), e a 

bothropstoxina–II (BthTX-II) uma Asp49, com atividade enzimática (ANDRIÃO-ESCARSO et 

al., 2000). Ambas possuem massa molecular de aproximadamente 14 kDa e são miotóxicas. 

Algumas PLA2 ácidas também já foram isoladas, e destacam-se por possuirem pouca ou 

nenhuma atividade miotóxica. A BthA-I, uma Asp49- PLA2 possui atividade antiplaquetária e 

hipotensora (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2002).  

A Fr12 pôde ser relacionada a BJcuL, uma lectina, com massa molecular de 15kDa, 

em condições desnaturantes (CARVALHO, 1997). A banda proteica referente a massa 

molecular de 25 kDa da Fr14 pôde ser relacionada com a BjussuMP-II, uma metaloproteinase 

fibrinogenolítica não hemorrágica de 24 kDa, isolada da peçonha de B. jararacussu 

(MARCUSSI et al., 2007). Já a banda proteica de massa molecular de aproximadamente 30 

kDa observada na Fr12, quando comparada com dados descritos na literatura, pôde ser 

referida a uma serinoproteinase, glicoproteínas com massas moleculares relativas que variam 

entre 28 a 64 kDa, apresentando pI (ponto isoelétrico) ácido, como a Jararacussina-I de B. 

jararacussu com 28 kDa e pI 5,0 (BORTOLETO et al., 2002). 

A Fr13 pôde estar relacionada a uma L-aminoácido oxidase, como a LAAO de B. 

jararacussu descrita por Costa (2012), com massa molecular estimada de 68 kDa (COSTA, 

2012). A Fr14 pôde ser relacionada a BjussuSP-I, uma serinoproteinase de com massa 

molecular de 61 kDa (SANT’ANA et al., 2008).  

A Fr15 está representada no SDS-PAGE por uma banda proteica de 

aproximadamente 70 kDa, a qual pôde ser associada à metaloprotease da peçonha B. 

jararacussu (BjussuMP-I) uma proteína com massa molecular de 60 kDa, com atividade 

hemorrágica (MAZZI et al., 2007).  

 

4.2 Caracterização da peçonha bruta de Bothrops moojeni  

 

A peçonha bruta de Bothrops moojeni foi fracionado, em treze frações, denominadas 

Fr0 a Fr12. A Fr0 foi coletada, automaticamente, antes dos cinco minutos iniciais, quando 

ainda não havia iniciado o gradiente linear (0% de Tampão B) e foi descartada. As Fr1, Fr2, 

Fr4, Fr5, Fr7, Fr10 e Fr11 foram obtidas, com 30%, 32%, 36%, 44%, 59%, 66% e 68% de 

Tampão B, respectivamente. A Fr3 apresentou, ao menos, 2 picos recolhidos após 32% de 

Tampão B e 33% de Tampão B. A coleta da Fr3 foi iniciada com 33 minutos e finalizada com 

35 minutos. A Fr6 apresentou o maior pico recolhido após 55% de Tampão B. A coleta da Fr6 

foi iniciada aos 63 minutos e finalizada com 66 minutos. A Fr8 apresentou 3 picos, recolhidos 

após 61% de Tampão B e sua coleta foi iniciada com 73 minutos e finalizada com 77,5 
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minutos. A Fr9 apresentou, ao menos, 2 picos recolhidos após 63% a 64% de Tampão B e 

sua coleta foi iniciada com 75,5 minutos e finalizada com 80 minutos. A coleta da Fr12 

apresentou 3 picos, recolhidos após 71% a 73% de Tampão B, entre  87,5 minutos e 93 

minutos (Figura 6). 

 

Figura 6 - Cromatograma de separação proteica da peçonha de Bothrops moojeni.  

 

Cromatografia Líquida de Fase Reversa em coluna C18 (250 x 4,6mm, tamanho da partícula: 5µm). As 
condições cromatográficas foram isocraticamente (0% B) durante 5 min., seguida por 0-20% de tampão 
B durante 10 minutos, de 20-75% de B por 80 minutos, de 75-100% de B por 10 minutos e 100% de 
tampão B durante 5 minutos. As frações foram coletadas automaticamente, em temperatura constante 
de 4°C e acima de 25mAU (linha azul).  
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Figura 7 – Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das frações, obtidas por cromatografia líquida de fase 
reversa, da peçonha bruta de Bothrops moojeni.  

 
PB: peçonha bruta. PM: padrão de massa molecular – PageRuler™ Prestained Protein Ladder 
comercializado pela Thermo Scientific™, contendo 10 padrões de massa molecular entre 180 e 10kDa 
(180, 130, 100, 55, 40, 35, 25 e 15kDa em azul, 70kDa em vermelho e 10kDa em verde); Fr0 – Fr15: 
frações proteicas.  

 
A análise da SDS-PAGE permitiu observar, através da coloração do gel por Azul 

de Coomassie Brilhante g-250, a presença de proteínas nas frações Fr0-Fr5. As frações Fr6, 

Fr7, Fr10 e Fr11 apresentaram apenas uma única banda proteica, com massa molecular 

aproximada de 14kDa, 30kDa, 60kDa, 20kDa, respectivamente. A análise do perfil 

cromatográfico das Fr8 e Fr12 sugeriram a presença de, pelo menos, três proteínas em cada 

fração, sendo que, três bandas proteicas, de massa molecular aproximada de 14kDa, 14,5kDa 

e 35kDa da fração (Fr8) e 20kDa, 25kDa e 30kDa da fração (Fr12), estão visíveis na SDS-

PAGE. A Fr9 apresentou, ao menos, duas bandas proteicas de massa molecular aproximada 

de 25 kDa e 65 kDa (Figura 7).  

Uma análise comparativa entre os valores de massa molecular estimados pela SDS-

PAGE e os descritos na literatura, nos possibilitou dizer que a banda proteica referente a 

massa molecular de 14 kDa da Fr6 representa uma fosfolipase A2. Entre elas, a Moojenitoxina-

I (MjTX-I) e Moojenitoxina-II (MjTX-II) são fosfolipases A2 Lys-49, com massa aproximada de 

14 kDa, já descritas (LOMONTE et al., 1990; SOARES et al., 1998; 2000; 2004).  
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A banda proteica referente a massa molecular de 20 kDa da Fr11 pôde ser 

relacionada a uma metaloprotease (BmooMPα-I), dependente de zinco de classe P-I, a qual 

possui massa molecular de 22,6 kDa, apresenta atividades azocaseinolítica, fibrinogenolítica 

e desfibrinante, porém é desprovida de atividades tipo trombina e hemorrágica (BERNARDES 

et al., 2008).  

A Fr7 está representada no SDS-PAGE por uma banda proteica de aproximadamente 

30 kDa, a qual pôde ser associada a BmooSP, uma serinoproteinase de B. moojeni, com 

massa molecular de 30kDa (OLIVEIRA et al., 2016). A Fr8 está representada no SDS-PAGE 

por uma banda proteica de aproximadamente 15 kDa, a qual pôde ser relacionada a BmLec, 

uma lectina tipo C de B. moojeni com massa molecular entre 14-15 kDa (BARBOSA, 2010).  

A banda proteica referente a massa molecular de 60 kDa da Fr10 pôde ser associada 

à uma L-aminoácido oxidase, a BmooLAAO-I de massa molecular de 64,889 kDa, em 

condições desnaturantes (STÁBELI et al., 2007). 

 

4.3 Avaliação da atividade hemolítica da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e 

Bothrops moojeni em eritrócitos humanos 

 

A peçonha bruta de Bothrops jararacussu foi capaz de induzir hemólise em eritrócitos 

humanos pertencentes aos quatro tipos sanguíneos do sistema ABO, com fator Rh+, com 

porcentagem considerável quando utilizado de forma indireta, isto é, na presença de um 

complexo de ácidos graxos e cloreto de cálcio, entretanto, em porcentagens muito baixas 

quando utilizados de forma direta (Figura 8).  

O efeito hemolítico da peçonha bruta de Bothrops jararacussu em eritrócitos lavados 

humanos foi de maneira concentração-dependente, quando utilizado apenas com o ácido 

graxo ou com ácido graxo mais cloreto de cálcio. Apenas o tipo sanguíneo A, quando utilizado 

com a peçonha bruta com ácido graxo mais cálcio não apresentou efeito hemolítico 

considerável (p>0,05). Nos grupos sanguíneos O, AB e B, a hemólise foi significativa (Figura 

8). 
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Figura 8 - Atividade hemolítica da peçonha bruta de B. jararacussu em eritrócitos humanos (grupos 
sanguíneos ABO). 
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% de hemólise direta e indireta sobre eritrócitos dos grupos sanguíneos ABO, provocada pela peçonha 
de B. jararacussu incubados com complexo de ácidos graxos (PB+AG), ácidos graxos mais cálcio 
(PB+AG+CaCl2) e apenas cloreto de cálcio (PB+CaCl2). PB: peçonha bruta; AG: ácido graxo; CaCl2: 
cloreto de cálcio. Controle positivo: 100% de hemólise. Controle negativo: 0% de hemólise. Os 
resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. *: 
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 
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A peçonha bruta de Bothrops moojeni foi capaz de induzir hemólise em eritrócitos 

humanos pertencentes aos quatro tipos sanguíneos do sistema ABO, entretanto em 

porcentagens muito baixas quando utilizados de forma direta e com porcentagem 

considerável quando utilizado de forma indireta, na presença de um complexo de ácidos 

graxos e cloreto de cálcio (p<0,01) (Figura 9).  

 O efeito hemolítico causado pela peçonha bruta de Bothrops moojeni em eritrócitos 

lavados humanos apresentou variação quando utilizado com o ácido graxo mais o cloreto de 

cálcio e apenas com ácido graxo, principalmente nos eritrócitos dos tipos sanguíneos A, B e 

O. No grupo sanguíneo AB, a atividade hemolítica foi de maneira concentração-depentende. 

Nos eritrócitos dos grupos sanguíneos A, B e O, a hemólise foi significativa quando utilizado 

apenas a peçonha bruta com o ácido graxo (p<0,01). Não houve hemólise significativa de 

eritrócitos do grupo sanguíneo AB na presença da peçonha bruta mais o ácido graxo. 

Eritrócitos do grupo sanguíneo A, apresentaram hemólise dose-variando, na presença da 

peçonha bruta mais ácido graxo e do ácido graxo mais cloreto de cálcio (Figura 9). 
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Figura 9 - Atividade hemolítica da peçonha bruta de B. moojeni em eritrócitos humanos (grupos 
sanguíneos ABO). 
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% de hemólise direta e indireta sobre eritrócitos dos grupos sanguíneos ABO, provocada pela peçonha 
de B. moojeni incubados com complexo de ácidos graxos (PB+AG), ácidos graxos mais cloreto de 
cálcio (PB+AG+CaCl2) e apenas cloreto de cálcio (PB+CaCl2). PB: peçonha bruta; AG: ácido graxo; 
CaCl2: cloreto de cálcio. Controle positivo: 100% de hemólise. Controle negativo: 0% de hemólise. Os 
resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. *: 
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 
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Quando comparado as atividades citotóxicas sobre eritrócitos humanos das 

peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, em relação aos grupos sanguíneos e, ainda 

na presença de ácido graxo mais cloreto de cálcio ou na presença apenas de cloreto de cálcio, 

verificou-se que a peçonha bruta de Bothrops jararacussu apresentou efeito hemolítico em 

relação a peçonha bruta de Bothrops moojeni (Figura 10). Já, quando utilizada a peçonha 

bruta mais ácido graxo e cloreto de cálcio, o efeito citotóxico foi mais evidente nas quantidades 

10, 100 e 1000µg, em ambas espécies analisadas (Figura 11). 

 

Figura 10 - Comparação das atividades hemolíticas indiretas causadas pelas peçonhas brutas de B. 
jararacussu e B. moojeni, na presença de ácido graxo. 
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PB: peçonha bruta; AG: ácido graxo. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 
média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 100% de hemólise. Controle negativo: 0% de hemólise. Os 
resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. *: 
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 
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Figura 11 - Comparação das atividades hemolíticas indiretas causadas pelas peçonhas brutas de B. 
jararacussu e B. moojeni, na presença de ácido graxo e cloreto de cálcio. 
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PB: peçonha bruta; AG: ácido graxo e CaCl2: cloreto de cálcio. Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 100% de hemólise. Controle negativo: 
0% de hemólise. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). 
ns: não significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 
 

 

 

O efeito hemolítico indireto, in vitro, apresentado pelas peçonhas brutas de B. 

jararacussu e B. moojeni, pode estar relacionado com a ação das fosfolipases A2 (PLA2) 

presentes nas peçonhas. Ao analisar o perfil proteico da peçonha bruta de B. jararacussu foi 

possível detectar a presença de proteínas dessa classe nas frações Fr10 e Fr11 e em B. 

moojeni na fração Fr6 (Figuras 5 e 7). Estes resultados corroboram outros dados da literatura 

que afirmam que o veneno botrópico causa hemólise in vitro (KELLEN et al., 1962). 

Dentre as proteínas com atividades enzimáticas encontradas em peçonhas de 

serpentes, as fosfolipases A2 são particularmente abundantes nas peçonhas do gênero 

Bothrops. Essas enzimas têm sido muito estudadas devido suas propriedades químicas e 

atividades biológicas, tais como, neurotóxica, miotóxica, hemolítica, anticoagulante e 

edematogênica (VALENTIN & LAMBEAU, 2000). 
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As PLA2 ou fosfatidil-acil-hidrolases, compreendem uma família de enzimas que 

catalisam a hidrólise de ligações acil-éster, na posição sn-2 de fosfolipídeos de membrana. A 

reação de hidrólise é dependente de íons cálcio, sendo a unidade catalítica formada pelos 

aminoácidos His 48, Asp49 e Asp99 uma molécula de água (YU et al., 1990, 1998; DENNIS 

et al., 1994). 

Ao menos três PLA2 já foram isoladas da peçonha de B. jararacussu. A BthTX-I, uma 

PLA2 homóloga (Lys49- PLA2) é completamente destituída de atividade enzimática in vitro, ao 

passo que a BthTX-II, uma PLA2 cataliticamente ativa (Asp49-PLA2), porém apresenta 

atividade fosfolipásica muito baixa e é citotóxica (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; 

CINTRA et al., 1993). Já a BthA-I-PLA2 (B. jararacussu) 13.700 Da (ANDRIÃO-ESCARSO et 

al., 2002).   

A peçonha de B. moojeni também apresenta PLA2 cataliticamente ativas (Asp49- PLA2) 

como a BmooPLA2 de 13.601 Da (SILVEIRA et al., 2013) e a BmooTX-I 15.000 Da (SANTOS-

FILHO et al., 2008). E PLA2 cataliticamente inativas (Lys49-PLA2) como a Moojenitoxina-I 

(MjTX-I) e Moojenitoxina-II (MjTX-II) (LOMONTE et al., 1990; SOARES et al., 1998; 2000; 

2004).  

Geralmente, existe uma tendência em correlacionar a habilidade hidrolítica in vitro das 

PLA2s com seus efeitos farmacológicos. Esta é uma conduta equivocada, pois in vivo a 

atividade catalítica é grandemente influenciada por vários fatores, tais como, a preferência de 

ligação às proteínas específicas, presença de diferentes classes de fosfolipídios nas 

proximidades de proteínas-alvo, e habilidade de penetração das PLA2S (ROSENBERG, 1979, 

1986, 1997). 

Em nossos experimentos, quando foi utilizado apenas as peçonhas brutas de B. 

jararacussu e B. moojeni, sobre os eritrócitos lavados humanos, verificou-se que essas 

peçonhas não induziram hemólise in vitro.  Nos sistemas in vitro, essas enzimas não atuam 

em eritrócitos humanos lavados, pois as porções hidrofóbicas dos lipídeos da membrana, ao 

contrário das lipoproteínas séricas, não são acessíveis. Algumas substâncias como a 

gramicidina S, copolímeros sintéticos básicos de α-aminoácidos, Fator Lítico Direto (FLD), 

entre outros, facilitam a ação das PLA2s com atividade hemolítica. Estes compostos básicos 

atacam a membrana por atração eletrostática e expõem os fosfolipídios das membranas 

celulares às PLA2s (VITAL BRAZIL, 1982). 

A penetrabilidade das PLA2S é particularmente importante, tanto nos efeitos 

farmacológicos dependentes como independentes de sua atividade catalítica. Grande parte 

das PLA2S básicas apresentam maior poder de penetração quando comparadas àquelas 

neutras e ácidas (VERHEIJ et al., 1980), provavelmente devidas à abundância de resíduos 

positivos, o que lhes conferem maior potência na indução de efeitos farmacológicos, como, 
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danos teciduais e toxicidade. No entanto, é importante ter em mente que, a basicidade e 

penetrabilidade, não são as únicas variáveis que determinam a potência farmacológica (KINI, 

2003).  

No presente estudo, foram utilizados um complexo de ácidos graxos (Ácido 

Eicosapentanóico – EPA e Ácido Docosahexaenóico – DHA) e cloreto de cálcio, para verificar 

a o potencial citotóxico da peçonha bruta in vitro, sobre os eritrócitos lavados. A análise da 

hemólise indireta foi significativa quando utilizado um complexo de ácidos graxos com as 

peçonhas brutas. Os ácidos graxos adicionados estão relacionados com a alteração da 

permeabilidade da membrana eritrocitária, expondo os fosfolipídios da membrana. Nos 

empeçonhamentos ofídicos, a fosfolipase A2 está relacioanada com atividade hemolítica, 

através da hidrólise dos fosfolipídeos e liberação de ácidos graxos e lisofosfolipídeos. Os 

fosfolipídeos são compostos tenso-ativos que, mesmo em doses pequenas alteram a 

permeabilidade das membranas celulares, produzindo hemólise indireta (VITAL BRAZIL, 

1982). Dentre os ácidos graxos liberados está o ácido araquidônico, que funciona como um 

segundo mensageiro e como o precursor de eicosanóides, que são potentes mediadores da 

inflamação (NUNES et al., 2011). 

O mecanismo de atuação das Lys49-PLA2s, proposto por Fernandes et al (2014) 

relaciona a entrada de ácido graxo no canal hidrofóbico da proteína com uma ativação 

alostérica dessas proteínas. A interação dessas proteínas na membrana celular ocorre pela 

interação de resíduos proteícos carregados positicamente com os fosfolípideos de 

membranas. A penetração de resíduos hidrofóbicos da proteína, desestabiliza a membrana 

causando a lise celular. Conforme observado em nossos estudos, o uso de ácidos graxos 

pôde facilitar a atuação das fosfolipase A2, presentes nas peçonhas brutas. O uso das 

peçonhas brutas associadas aos ácidos graxos aumentou significativamente o grau de 

hemólise. 

Os dados de atividade hemolítica encontrados na literatura são, em sua grande 

maioria, resultados de experimentos com eritrócitos do tipo O+. Segundo Chaves-Moreira 

(2015), isso se deve ao fato de que normalmente os ensaios avaliaram a hemólise dependente 

de complemento, e nestes casos, o uso de amostra de outro tipo sanguíneo seria inviável, 

pois devido à presença de anticorpos anti-A e/ou anti-B, as proteínas do complemento 

poderiam reconhecer esses anticorpos e desencadear hemólise in vitro. 

Chaves-Moreira (2015) em seu experimento, realizou a avaliação da hemólise direta, 

em que possibilitou avaliar se os antígenos dos sistemas ABO e Rh poderiam apresentar 

algum tipo de interferência na atividade hemolítica da toxina recombinante LiRecDT1, uma 

isoforma de fosfolipase-D, do veneno loxoscélico (Loxosceles intermedia). Nas condições 

experimentais estudadas, não foi observada nenhuma diferença significativa na taxa de 
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hemólise dos eritrócitos A+, B+, AB+, O+ e O- induzida pela presença da LiRecDT1. Esses 

resultados indicaram que as diferenças entre os antígenos A e B do sistema ABO, e o D, do 

sistema Rh não interferiram na atividade hemolítica direta causada pela toxina recombinante 

LiRecDT1. 

Em nossos estudos, o sistema ABO, não influenciou na ação hemolítica das 

peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni. A avaliação do potencial citotóxico das 

peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni demonstrou que essas possuem a 

capacidade de causar danos na membrana eritrocitária (hemólise indireta), in vitro, dos quatro 

tipos sanguíneos do sistema ABO, fator Rh+. 

Não foi encontrado relato de estudos que avaliaram o efeito citotóxico, in vitro, das 

peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, sobre os quatro tipos sanguíneos do sistema 

ABO, fator Rh positivo, sendo esse o primeiro estudo utilizando este tipo de comparação. 

 

4.4 Avaliação da atividade anti-hemolítica das peçonhas brutas de Bothrops 

jararacussu e Bothrops moojeni sobre eritrócitos humanos. 

 

Nas figuras 12 e 13 estão representados os dados referentes aos efeitos da peçonha 

bruta de B. jararacussu e B. moojeni sobre a fragilidade osmótica eritrocitária, dos quatro tipos 

sanguíneos ABO, em relação as concentrações de NaCl testadas. As peçonhas brutas de 

ambas espécies não apresentaram atividade anti-hemólitica, ocorrendo o rompimento dessas 

células, principalmente nas concentrações de NaCl entre 0,15% e 0,30%. No entanto, nas 

quantidades de 100µg e 1000µg da peçonha bruta de B. jararacussu, nos quatro tipos 

sanguíneos ABO, observou-se hemagluitinação eritrocitária, não podendo ser avaliado as 

porcentagens de anti-hemólise nessas quantidades.  
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Figura 12 – Análise da atividade anti-hemolítica da peçonha de Bothrops jararacussu em eritrócitos 
humanos na presença de diferentes quantidades de cloreto de sódio. 
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Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 

100% de hemólise. Controle negativo: 0% de hemólise. Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: 

p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 
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Figura 13 – Análise da atividade anti-hemolítica da peçonha de Bothrops moojeni em eritrócitos 
humanos na presença de diferentes quantidades de cloreto de sódio. 
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Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 

100% de hemólise. Controle negativo: 0% de hemólise. Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: 

p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 

 

Ambas as peçonhas avaliadas não apresentaram atividade anti-hemolítica em 

nenhuma das quantidades avaliadas e em nenhum tipo sanguíneo do sistema ABO (Figuras 

12 e 13). No entanto, na presença das quantidades de 100 e 1000µg da peçonha bruta de B. 

jararacussu foi observado hemaglutinação eritrocitária. A atividade hemaglutinante produzida 

pela peçonha bruta está relacionado com ação das lectinas tipo C. Ao analisar o perfil proteico 

da peçonha bruta de B. jararacussu foi possível observar, na eletroforese (SDS-PAGE), a 

presença de uma banda proteica de aproximadamente 14kDa (Figura 5). Esse resultado 
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corrobora com o estudo de Kayano (2006), no qual a lectina do tipo C de B. jararacussu (Bjcul) 

apresentou elevada capacidade hemaglutinante, tanto sobre eritrócitos de coelho quanto de 

humanos dos tipos A, B, AB e O. 

Na literatura, já foram descritas algumas atividades biológicas das lectinas de 

serpentes, tais como, capacidade de aglutinar eritrócitos in vitro, atividade mitogênica sobre 

linfócitos (DJALDETTI et al., 1980), agregação plaquetária (GARTNER et al., 1980); 

modulação de liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático de músculo esquelético 

(OHKURA et al., 1996; HIRATA et al., 1999) e inibição de proliferação de diversas linhagens 

de célula tumorais (MARCINKIEWICZ et al., 2000).  

As lectinas do tipo C (dependentes de íons cálcio) ligantes de galactose, ou lectinas 

verdadeiras, são proteínas de caráter não enzimático capazes de interagir não 

covalentemente a resíduos específicos de carboidratos através do domínio de 

reconhecimento de carboidrato presente nessa molécula. São proteínas homodiméricas (com 

monômero de aproximadamente 14 kDa) ligadas por pontes dissulfeto, e apresentam 

atividade de interação a glicoconjugados podendo induzir aglutinação de eritrócitos e 

processos inflamatórios (MENDONÇA-FRANQUEIRO et al., 2011). 

 O teste de fragilidade osmótica dos eritrócitos (FOE) foi definido como sendo uma 

das formas de avaliar a resistência dos glóbulos vermelhos à hemólise, quando essas células 

são expostas à ação de soluções salinas hipotônicas. Essas células, quando suspensas em 

meio hipotônico, aumentam até atingir um volume crítico e a hemólise ocorre. Assim sendo, a 

fragilidade celular varia conforme a concentração de sal e segue uma distribuição normal em 

organismos sadios, ocorrendo diferenças entre espécies. A fragilidade osmótica é influenciada 

por fatores como a forma, o volume e o tamanho do eritrócito, o tipo e a quantidade de 

hemoglobina, as diferenças na viscoelasticidade das membranas e na composição química e 

estrutural das mesmas (ELIAS et al., 2004).  

Interação de lectinas com os determinantes de superfície do eritrócito pode alterar as 

propriedades da membrana fragilizando a hemácia ou a impedindo a lise celular quando estas 

são expostas a ambientes hipotônicos (GRUPTA et al., 2006). 

A análise da atividade anti-hemolítica das peçonhas brutas de B. jararacussu e B. 

moojeni demonstrou que, nas quantidades testadas, essas não protegeram dos danos na 

membrana eritrocitária (hemólise), in vitro, causados pela hipotonicidade, nos quatro tipos 

sanguíneos testados do sistema ABO, Fator Rh+.   
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4.5 Avaliação da atividade oxidante e antioxidante da peçonha bruta de Bothrops 

jararacussu e Bothrops moojeni sobre hemoglobina humana. 

 

Na atividade oxidante, a quantidade de metahemoglobina formada na presença da 

peçonha bruta de B. jararacussu em todas as quantidades avaliadas não apresentou diferença 

significativa (p>0,05) (Tabela 1). A peçonha bruta de Bothrops moojeni apresentou efeito 

oxidante, em relação ao controle, na maior quantidade da peçonha testada (1000µg), com 

diferença estatística significativa (p<0,001) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Atividades oxidante da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni sobre a 
hemoglobina em porcentagem. 

Taxa de oxidação (%mHb Formada) 

 Quantidade da peçonha bruta 

Espécies: C- 
 

0,1µg     1µg 10µg 100µg 1000µg 

Bothrops 
jararacussu 

3,71±0,25 4,15±0.07 4,03±0,10 

 

4,12±0,06 

 

4,24±0,19 4,31±0,20 

Bothrops 
moojeni 

3,72±0,14 

 

2,93±0,18 

 

2,93±0,15 2,48±0,11 2,72±0,10 5,24±0,38** 

 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). **: p<0,001; (ANOVA 

e Dunnett). 

 

Na atividade anti-oxidante sobre a hemoglobina, as peçonhas brutas de ambas 

espécies, apresentaram efeito oxidante significativo, quando utilizado a fenilhidrazina (PH) 

(um agente oxidante) (p<0.01). A peçonha bruta de B. jararacussu quando associado com 

fenilhidrazina, em todas a concentrações testadas, apresentou efeito oxidante significativo, 

maior do que a peçonha bruta de B. moojeni (p<0.001) (Figuras 14 e 15). 
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Figura 14 - Atividade anti-oxidante da peçonha bruta de B. jararacussu. 
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Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante.  

***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett). 

. 

Figura 15 - Atividade anti-oxidante da peçonha bruta de B. moojeni. 
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Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3). ns: não significante. 

*: p<0,01; **: p<0,001 (ANOVA e Dunnett). 
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Na atividade oxidante, a peçonha bruta de B. jararacussu não promoveu a formação 

de metahemoglobina após a exposição da hemoglobina contra diferentes quantidades da 

peçonha bruta. A metahemoglobina é a forma oxidada da hemoglobina (oxihemoglobina), cujo 

Fe2+ da porção heme está oxidado ao estado férrico (Fe3+) e, por isso, não consegue se ligar 

ao oxigênio (BARAKA, 2001). A oxihemoglobina pode reagir com a fenilhidrazina, formando 

não somente peróxido de hidrogênio (H2O2) e metahemoglobina, mas também o radical 

fenilhidrozil, o qual pode gerar O2 e radicais intermediários, como fenildiazeno e íon 

benzenodiazônico (GOLDBERG; STERN, 1976; MISRA; FRIDOVICH, 1976; CHAKRABARTI 

et al, 1995). 

A ação oxidante da peçonha bruta de B. moojeni, na quantidade de 1000 µg, pôde 

ser relacionada com a ação das L-aminoácido oxidase. Ao analisar o perfil proteico da 

peçonha bruta de B. moojeni foi possível detectar, na SDS-PAGE, a presença dessa proteína 

na Fr10, com bandas proteicas de aproximadamente de 70 kDa (Figura 7). No perfil proteico 

da peçonha bruta de B. jararacussu também foi possível observar a presença desta proteína, 

na SDS-PAGE, na Fr13 (Figura 5). 

 As LAAOs são flavoenzimas diméricas, glicosiladas, que catalisam a desaminação 

oxidativa estereoespecífica de uma vasta gama de L-aminoácidos, para formar 

alfacetoácidos, peróxido de hidrogênio e amônia. O peróxido de hidrogênio formado já foi 

relacionado à toxicidade do veneno (RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011). 

Em condições desnaturantes, analisadas por SDS-PAGE, ou por espectometria de 

massa (MALDI-TOF), a massa de cada monômero das LAAOs isoladas de peçonhas de 

serpentes, é entre 50 a 70 kDa (DU; CLEMETSON, 2002). Stábelli et al (2007) isolaram e 

caracterizaram uma L-aminoácido oxidase de B. moojeni, denominada BmooLAAO-I com 

massa molecular de 64,889 kDa. 

O papel fisiológico das LAAOs das peçonhas de serpentes, ainda não foi totalmente 

descrito. Especula-se que essa proteína estocada nas glândulas de peçonha, pode estar 

relacionada com a conservação e estabilização da peçonha e das próprias glândulas, em 

virtude de suas propriedades antibacterianas (FOX, 2013). Apesar dos mecanismos de ação 

dessas enzimas serem pouco conhecidos, muitos trabalhos já descreveram uma ampla 

variedade de efeitos farmacológicos, como indução de apoptose, edema, hemólise, 

hemorragia e efeito bactericida, citotóxico, microbicida, antiparasitário, antitumoral, na 

agregação plaquetária, dentre outros (CISCOTTO et al., 2009; DU; CLEMETSON, 2002; GUO 

et al., 2012; IZIDORO et al., 2006; 2014; NAUMANN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2009; 

STÁBELI et al., 2004, 2007; TEMPONE et al., 2001). 
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Muitos desses efeitos farmacológicos podem estar relacionados, ao menos em parte, 

com o peróxido de hidrogênio (H2O2) produzido durante a reação química catalisada pelas 

LAAOs, o qual contribui para a toxicidade do empeçonhamento através do estresse oxidativo 

decorrente (FOX, 2013; GUO et al., 2012; NAUMANN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2009; 

STÁBELI et al., 2007; WEI et al., 2003). 

Na atividade anti-oxidante as peçonhas brutas de ambas espécies, não protegeram a 

oxidação da hemoglobina pela fenilhidrazina (um agente oxidante). Em contrapartida, 

observou-se que, quando adicionado as diferentes quantidades da peçonha bruta após adição 

da fenilhidrazina, o efeito oxidante foi potencializado (Figura 14 e 15). 

A fenilhidrazina é um exemplo clássico de droga que induz dano oxidativo ao 

eritrócito de indivíduos saudáveis. Historicamente, esta droga foi usada no tratamento de 

policitemia vera e foi relacionada, in vivo, com hemólise intravascular associada à 

metahemoglobinemia e formação de corpos de Heinz. Em eritrócitos normais, a fenilhidrazina 

causa, in vitro, a desnaturação oxidativa da hemoglobina e efeitos deletérios sobre as 

proteínas e lipídios da membrana (STERN, 1989).  

A fenilhidrazina age causando degradação do citoesqueleto da membrana, 

principalmente da espectrina, sem afetar as glicoproteínas. Esta degradação pode ser gerada 

pelos radicais intermediários formados da reação entre fenilhidrazina e hemoglobina. A 

proteína banda 3 e a espectrina também podem sofrer agregação causando o aumento da 

rigidez e alterações da forma do eritrócito. Estas alterações podem causar o sequestro e a 

destruição, pelo baço, dos eritrócitos lesados (CHAKRABARTI et al, 1995; HASHMI; 

SALEEMUDDIN, 1996). 

Os eritrócitos podem ser considerados como sequestradores de radicais livres, pois 

eles podem fornecer proteção antioxidante não só para si mas também para outros tecidos e 

órgãos do corpo (MENDIRATTA, 1998; SIEMS, 2000). As atividades antioxidantes 

observadas em eritrócitos não necessariamente refletem as atividades antioxidantes do 

organismo como um todo. Além disso, existem variações genéticas entre os indivíduos que 

resultam em expressão gênica alterada levando a efeitos variados e potencialmente 

indesejados na atividade antioxidante (ARBOS et al., 2008).  
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4.6 Avaliação da atividade coagulante das peçonhas brutas de Bothrops jararacussu e 

Bothrops moojeni sobre o plasma humano. 

 

A atividade coagulante das peçonhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni 

foram avaliados sobre plasma humano citratado e a análise dos resultados permitiu nos inferir 

que, em ambas as espécies, o tempo de coagulação observado foi de forma dose-

dependente, pois quanto maior foi a dose da peçonha bruta utilizada, menor foi o tempo 

observado de formação do coágulo (Figura 16). 

As peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni apresentaram atividade 

coagulante in vitro significativa, sendo que esse efeito farmacológico foi mais evidente na 

peçonha bruta de B. moojeni. Observou-se a diminuição do tempo, em segundos, da formação 

do coágulo do plasma humano citratado, causado pelas presenças das peçonhas brutas de 

B. jararacussu (51, 43, 34, 29s) e B. moojeni (21, 19, 9, 3s) devido à presença de quantidades 

crescentes da peçonha bruta (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) (Figura 16). 

Como controle do tempo de formação do coágulo e, também, para avaliar as vias de 

atuação das peçonhas brutas, foram utilizados os testes de coagulação TP e TTPA. A via 

extrínseca ou comum da coagulação pode ser avaliada utilizando o tempo de protrombina 

(TP), enquanto que a via intrínseca pode ser avaliada utilizando o tempo de tromboplastina 

parcial ativado (TTPA) (SMITH, 2009). 

O teste mais comumente empregado para verificação do mecanismo intrínseco da 

coagulação é o tempo tromboplastina parcial ativado (TTPA) (SWENSON, 1996). Após adição 

de cálcio, fosfolipídios de carga negativa e de uma substância particulada, como caulim 

(silicato de alumínio), os fatores XII e XI são ativados por essas substâncias, há formação do 

coágulo e, o TTPA pode ser determinado (MAJERUS, 2003). Já o TP fornece indicação sobre 

a quantidade total de protrombina presente no sangue. Esse teste é usado para identificar as 

anormalidades dos fatores envolvidos no sistema no sistema extrínseco, (protrombina e 

fatores V, VII e X) (GUYTON; HALL, 2002). 

Os tempos dos testes TP (Tempo de Protrombina - 28s) e TTPA (Tempo 

Tromblopastina Parcial Ativada - 47s) foram avaliados sobre um pool de plasma humano e, 

quando comparados com o tempo de formação de coágulo na presença da peçonha bruta de 

B. jararacussu, o tempo para formar os coágulos pela presença da peçonha bruta de B. 

moojeni foi menor em relação ao teste TP (Figura 16). 

  



51 

 

 

 
 

Figura 16 – Avaliação da atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presença da peçonha 
bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni e pelos testes de coagulação PT HEMOSTASIS e 
APTT HEMOSTASIS. 
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Tempo de coagulação induzido pelas peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni. PB: peçonha 
bruta, TP (Tempo de Protrombina) e TTPA (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada). Resultados 
expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n=3). ns: não significante. * : p<0,01; ** ou ++: 
p<0,001; *** ou +++: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (*: TP e +: TTPA). 

 

A visualização do coágulo formado na presença das peçonhas brutas de B. 

jararacussu e B. moojeni, apresentaram características macroscópicas semelhantes, 

descritas como um coágulo de aspecto turvo, textura flexível e estável (Figura 17).  
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Figura 17– Aspecto físico comparativo entre o plasma citratado humano e os coágulos formados na 
presença da peçonha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni, e na presença dos reagentes 
dos testes de coagulação (PT HEMOSTASIS e APTT HEMOSTASIS). 

  

Em (a) plasma citratado humano e os coágulos formados na presença de 10µg da peçonha bruta de 
(b) Bothrops jararacussu e (c) Bothrops moojeni, na presença dos reagentes dos testes de coagulação 
(d) PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #5005) e (e) APTT HEMOSTASIS Ref. 502 comercializado pelo 
Labtest Diagnóstica S.A. Fonte: Pesquisa direta, 2017. 

 

 

O aspecto físico dos coágulos formados na presença das peçonhas brutas de B. 

jararacussu e B. moojeni foram comparados com o plasma humano citratado,  com os 

coágulos formados na presença do teste de coagulação PT HEMOSTASIS e APTT 

HEMOSTASIS, comercializados pela Labtest Diagnóstica S/A. A aparência física do coágulo 

formado na presença do teste de coagulação PT HEMOSTASIS pôde ser descrita como um 

coágulo turvo, rígido e estável; características visualmente parecidas com as observadas na 

presença da peçonha bruta de B. jararacussu e B. moojeni. Já, a aparência física do coágulo 

formado na presença do teste de coagulação APTT HEMOSTASIS pôde ser descrita como 

um coágulo hialino e instável; características visualmente distintas das observadas nos 

coágulos formados na presença das peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni (Figura 

17). 

Na maioria das peçonhas do gênero Bothrops, a ação coagulante ocorre devido à 

ação de enzimas capazes de hidrolisar o fator X (metaloproteases), a protrombina 

(metaloproteases) e/ou o fibrinogênio (serinoproteases) (SANO-MARTINS; SANTORO, 

2003). A peçonha botrópica ativa a hemostasia, provocando coagulopatia e trombopatia 

(TANJONI et al., 2003). Os acidentes botrópicos provocam incoagulabilidade sanguínea, 

a 
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hipofibrinogenemia, aumento dos produtos de degradação da fibrina e fibrinogênio (PDFs) e 

redução da antiplasmina; prolongamentos dos tempos de protrombina (TP), de tromboplastina 

parcial ativada (TTPA) e de coagulação (TC), além do consumo dos fatores de coagulação V 

e VIII (BOGARIN et al., 2000, JÁCOME et al., 2002). 

A peçonha bruta de B. moojeni apresentou tempo de formação do coágulo, menor 

do que a peçonha de B. jararacussu, que pôde ser relacionada com a via de atuação das 

proteínas coagulantes presentes em cada peçonha. 

As enzimas trombina-like, pertencentes à uma classe de serinoproteinases, estão 

presentes na peçonha de serpentes da família Viperidae. In vitro, causam coagulação do 

sangue, porém, in vivo, tornam o sangue incoagulável, pois, esgota o fibrinogênio 

(MAGALHÃES et al., 2007). Ao analisar o perfil proteico da peçonha bruta de B. jararacussu 

foi possível detectar, na SDS-PAGE, a presença dessa classe de proteína na fração Fr12, 

com banda proteica de aproximadamente de 28 kDa, que pode ser associada a Jararacussina-

I (BORTOLETO et al., 2002). (Figura 5). Já, no perfil proteico de B. moojeni foi possível 

observar, na SDS-PAGE, a presença dessa proteína na fração Fr12, com banda proteica de 

aproximadamente de 30 kDa, a qual pôde ser associada a BmooSP, uma serinoproteinase 

(OLIVEIRA et al., 2016) (Figura 7).  

Serrano e colaboradores (1993) descreveram uma toxina da peçonha de Bothrops 

moojeni, a serinoproteinase 2 (MSP2), com massa molecular de 38 kDa; com atividade 

proteolítica e sobre a coagulação. Uma enzima semelhante à trombina (trombina-like), 

chamada BjussuSP-I, isolada da peçonha de B. jararacussu, foi caracterizada como uma 

glicoproteína de cadeia única ácida com massa molecular de 61 kDa, (pI ~3,8). A BjussuSP-I 

apresentou elevada atividade proteolítica sobre substratos sintéticos e mostrou atividade 

procoagulante semelhante à calicreína, mas foi incapaz de atuar sobre plaquetas e plasmina 

(SANT’ANA et al., 2008).  

Já foram descritos, na literatura, metaloprotease ativadoras de protrombina e do fator 

X. Uma proteína isolada da peçonha de Bothrops atrox com massa molecular de 70 kDa e 

outra proteína isolada de Bothrops neuwiedi de 60 kDa são exemplos de metaloprotease 

ativadora de protrombina. Metaloproteases ativadoras do Fator X, já foram isoladas das 

peçonhas de B. atrox (65 kDa), B. erythromelas e B. jararaca e todas foram descritas como 

sendo dependentes de íon cálcio (SANO-MARTINS; SANTORO, 2003). Ao analisar o perfil 

proteico da peçonha bruta de B. jararacussu é possível detectar a presença desta proteína na 

fração Fr11, com bandas proteicas de aproximadamente de 20 kDa, que pode ser relacionada 

a uma metaloprotease (BmooMPα-I), dependente de zinco de classe P-I, possui massa 

molecular de 22,6 kDa (BERNARDES et al., 2008) (Figura 5). Já no perfil proteico da peçonha 

bruta de B. moojeni é possível detectar a presença desta proteína na fração Fr14, com bandas 
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proteicas de aproximadamente de 25 kDa, pode ser relacionada com a à metaloprotease da 

peçonha B. jararacussu (BjussuMP-II), uma metaloproteinase fibrinogenolítica não 

hemorrágica de 24 kDa (MARCUSSI et al., 2007) (Figura 7). Já na fração Fr15 a peçonha 

bruta de B. moojeni é possível detectar a presença desta proteína, que pode ser associada à 

metaloprotease da peçonha B. jararacussu (BjussuMP-I), caracterizada como metaloprotease 

hemorrágica de classe P-III, de 60 kDa (MAZZI et al., 2007). 

Suntravat e colaboradores (2010) realizaram um estudo com 28 peçonhas de 

serpentes da família Viperidae e Elapidae, onde analisaram a capacidade pró coagulante 

dessas peçonhas. Dentre os resultados obtidos, a peçonha bruta de Bothrops moojeni foi 

capaz de induzir não apenas uma atividade pró coagulante sobre plasma humano, mas 

também foi capaz de ativar fator X, gerando fator X ativado. 

A moojenactivase (MooA) é uma metaloprotease do veneno de B. moojeni, de 

85,746.22 Da, que possui ação pró-coagulante, por induzir a formação da rede de fibrina no 

plasma pela ativação dos fatores de coagulação II e X e protrombina. Isso leva a ativação do 

fator Xa e, consequentemente, trombina, sendo a última responsável pela formação da rede 

de fibrina (SARTIM, 2016).  

A análise comparativa entre os tempos de coagulação do plasma citratado humano 

na presença das peçonhas brutas avaliadas (B. jararacussu e B. moojeni) e os tempos de 

formação dos coágulos formados pelos testes comerciais de coagulação TP e TTPA 

possibilitou inferir que ambas as peçonhas atuam na cascata de coagulação pela via 

extrínseca (fatores do complexo protrombínico) e via comum (fibrinogênio e fibrina).  
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5. CONCLUSÕES 

 

 A composição das peçonhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni mostraram 

perfis proteicos similares. Na eletroforese, foram observadas bandas proteicas comum as 

duas espécies, relacionados com as proteínas de massas moleculares das classes, 

fosfolipases A2, lectinas, LAAOs, serinoproteases e metaloproteases.  

 O efeito hemolítico indireto (na presença de ácido graxo e ácido graxo mais cloreto 

de cálcio) sobre eritrócitos humanos do sistema ABO, fator Rh+, causado pela presença das 

peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni foram estatisticamente significativos. Quando 

comparados, a peçonha bruta de B. jararacussu apresentou maior potencial citotóxico do que 

a peçonha bruta de B. moojeni. 

 A fragilidade osmótica dos eritrócitos humanos dos grupos sanguíneos A, B, O e 

AB na presença das peçonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, foram avaliados em 

diferentes concentrações de cloreto de sódio e, foi observado que não apresentou efeito anti-

hemolítico.  

 Durante a realização dos experimentos para avaliar a atividade anti-hemolítica 

causada pela peçonha B. jararacussu sobre os eritrócitos de todos os grupos sanguíneos do 

sistema ABO foi observada hemaglutinação eritrocitária causada na presença das 

quantidades 100 e 1000µg, da peçonha. 

 O efeito oxidante, sobre a hemoglobina humana, da peçonha bruta de B. jararacussu 

não apresentou diferença estatisticamente significativa e, portanto, não apresentou atividade 

oxidante das concentrações testadas. A peçonha bruta de B. moojeni, apresentou diferença 

estatisticamente significativa, promovendo a formação de metahemoglobina, apenas na última 

quantidade testada 1000µg.  

 Na atividade anti-oxidante, em ambas espécies exibiram diferenças significativas, o 

efeito oxidante apresentado foi potencializado quando utilizados as peçonhas brutas 

concomitantemente a fenilhidrazina, não apresentando atividade anti-oxidante.  

 As peçonhas utilizadas proporcionaram a formação de coágulos plasmáticos de 

forma dose-dependente e foram indiretamente proporcionais à quantidade utilizadas. Pôde-

se verificar que a peçonha bruta de B. moojeni apresentou maior potencial coagulante em 

relação a peçonha de B. jararacussu.  
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ANEXO 02  

 Termo de Procedência de Venenos Ofídicos 
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MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE 

 
Prezado (a) Senhor (a) 

 

 Esta pesquisa é sobre Estudos toxinológicos, bioquímicos e farmacológicos comparativos 

do veneno bruto de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni e está sendo desenvolvida por 

Otacílio Benício da Paixão Júnior, do Curso de Pós-graduação em Biologia Molecular e Celular 

da Universidade Federal da Paraíba, sob a orientação da Profa Dra Daniela Priscila Marchi Salvador. 

  Os objetivos do estudo são avaliar os efeitos bioquímicos, tóxicos e farmacológicos do 

veneno bruto extraído das serpentes brasileiras da espécie Bothrops jararacussu e Bothrops 

moojeni, bem como correlacionar com os efeitos biológicos desencadeados por este veneno. A 

finalidade deste trabalho é contribuir para uma melhor compreensão dos possíveis mecanismos de 

ação destes compostos químicos. 

 Solicitamos a sua colaboração para doar 10mL de amostras de sangue venoso para a realização 

da atividade coagulante que será realizada com um pool de plasma humano citratado, essa 

coleta de amostra de sanguínea será por sistema de coleta a vácuo na região na parte anterior 

do braço, próximo à dobra do cotovelo, como também sua autorização para apresentar os resultados 

deste estudo em eventos da área de saúde e publicar em revista científica nacional e/ou internacional. 

Por ocasião da publicação dos resultados, seu nome será mantido em sigilo absoluto. Informamos que 

essa pesquisa poderá trazer eventual desconforto, como uma leve dor ao ser coletado o sangue, 

jejum de no mínimo 4 horas e não fazer uso de medicamentos nos últimos 10 dias anteriores à 

coleta. Tais riscos serão minimizados mediante o manuseio e coleta correta seguindo todas as 

normas de biossegurança, afim de minimizar/excluir a possibilidade de contaminação das 

amostras após a coleta. Diante de qualquer desconforto ou que sejam detectadas alterações 

que necessitem de assistência imediata ou tardia eu, Otacílio Benício da Paixão Júnior, o 

encaminharei para a Unidade de Pronto Atendimento (UPA) mais próxima, em João Pessoa/PB.  

  Esclarecemos que sua participação (ou a participação do menor ou outro participante pelo qual 

ele é responsável) no estudo é voluntária e, portanto, o(a) senhor(a) não é obrigado(a) a fornecer as 

informações e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida não 

participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, não sofrerá nenhum dano, 

nem haverá modificação na assistência que vem recebendo na Instituição (se for o caso). Os 

pesquisadores estarão a sua disposição para qualquer esclarecimento que considere necessário em 

qualquer etapa da pesquisa.  

 

______________________________________ 

Assinatura do pesquisador responsável 

 

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevância do estudo proposto, de como 

será minha participação, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o meu 

consentimento em participar da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na 

investigação sejam utilizados para fins científicos (divulgação em eventos e publicações). Estou ciente 

que receberei uma via desse documento. 

 

 

João Pessoa , ____de _________de _________                                                    Impressão dactiloscópica  

 

_____________________________________________ 

Assinatura do participante ou responsável legal                                                                                

 
Contato com o Pesquisador Responsável:  

Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para o pesquisador Otacílio Benício 

da Paixão Júnior Telefone: 083 99621-6781 ou para o Comitê de Ética do Hospital Universitário Lauro Wanderley 

-Endereço: Hospital Universitário Lauro Wanderley-HULW – 2º andar. Cidade Universitária. Bairro: Castelo Branco 

– João Pessoa - PB. CEP: 58059-900. E-mail: comitedeetica@hulw.ufpb.br Campus I – Fone: 32167964 


