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RESUMO 

 

 

Em estudos prévios, o extrato seco de cascas da planta Dipteryx alata Vogel 

impediu o bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno de Bothrops jararacussu 

(VBjssu), mas não de Crotalus durissus terrificus (VCdt). Posteriormente, foram 

isolados e elucidados estruturalmente 18 fitoquímicos da planta.  Neste estudo, 

foram biomonitorados 8 desses fitoquímicos, classificados como triterpenóides, 

ácidos fenólicos e flavonóides,  contra a irreversível paralisia nervo-músculo induzida 

pelos venenos VBjssu e VCdt. Os registros miográficos dos diferentes protocolos 

experimentais foram obtidos através de técnica miográfica convencional, utilizando-

se preparações nervo frênico-diafragma de camundongos (ex vivo) ou preparações 

nervo ciático poplíteo externo-tibial anterior de ratos (in situ). Assumiu-se que o 

protocolo experimental resultante de ensaios ex vivo de neutralização (incubação 

prévia de veneno e fitoquímico) de maior eficácia, comparativamente à neutralização 

dos venenos pelo antiveneno botrópico comercial (AVB), seria posteriormente 

ensaiado in situ com o veneno mais sensível aos fitoquímicos. Os ensaios in situ 

tiveram como referência o antiveneno botrópico administrado intravenosamente.  A 

miotoxicidade foi avaliada através de microscopia óptica de preparações resultantes 

dos bioensaios ex vivo. Os resultados ex vivo obtidos mostraram que o bloqueio 

característico induzido por VBjssu foi impedido: a) quando pré-incubado com os 

triterpenóides: Lupeol, Betulina, Lupenona e 28-OH-Lupenona, que ao final de 120 

minutos tiveram a resposta aumentada para 70,1% ± 7,9 (n=5); 68,3% ± 7,0 (n=11); 

45,2% ± 9,4 (n=7); 54,3% ± 5,4 (n=4), respectivamente; b) quando pré-incubado com 

os ácidos fenólicos: Ácido Vanílico, Vanilina e Ácido Protocatecuico para 53,9% ± 

3,1 (n=4); 27,9% ± 1,8  (n=4); 23,6% ± 3,6 (n=4), respectivamente;  c) quando pré-

incubado com 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxiisoflavona para 83,8% ± 5,0 (n=4);  e d) 

comparativamente ao AVB 72,6%  ± 3,4 (n=4), não havendo diferença significativa 

do tratamento com a Betulina em relação ao AVB.  Para o bloqueio característico 

induzido por VCdt,  a resposta foi aumentada significativamente (p<0,05) e ao final 

de 120 min. encontraram-se 39,5% ± 8,9 (n=9) e 49,5% ± 8,1 (n=4) de fibras que 

respondiam ao estímulo indireto quando pré-incubadas com Betulina e Lupenona, 

respectivamente, mas não quando incubadas com  Lupeol (n = 6) e 28-OH-
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Lupenona (n = 4). A média da quantificação do dano morfológico (n=3, cada 

protocolo) mostrou que o VBjssu provocou lesões de 50,27% ± 5,4, que passaram 

para níveis de 18% ± 2,4 e 24% ± 3,7 quando tratadas com Betulina e Lupeol, sendo 

que estes sozinhos induziram  danos de  16% ± 1 e 13,0% ± 2,6, respectivamente. 

Já os níveis de lesões ocasionados por VCdt  foram de 43,9% ± 4,1, que passaram 

para níveis de 13,0% ± 2,6  e 27% ± 3,2, quando tratadas com a Betulina e a 

Lupenona, sendo que estes sozinhos induziram  danos de  16% ± 1 e 22% ± 3, 

respectivamente.  Os resultados da resposta contrátil obtidos in situ frente à 

incubação com VBjssu (40 μg/mL, 120 min) foram de 73,25% ± 1,68 (n=4) e 

aumentada para 92,23% ± 0,45 (n=4), com AVB administrado intravenosamente. 

Conclui-se que em modelo ex vivo, dentre os ácidos fenólicos, o Ácido Vanílico foi o 

que apresentou melhor capacidade neutralizante contra o efeito bloqueador induzido 

pelo veneno VBjssu, assim como o flavonóide - 3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona 

e o  triterpenóide Betulina. Este fitoquímico foi o mais investigado neste estudo, pois 

protegeu contra os efeitos miotóxicos e neurotóxicos de ambos os venenos, sendo 

indicado para estudos futuros em modelo in situ, administrado intraperitoneal ou 

intravenosamente após a injeção intramuscular dos venenos, em modelo simulado 

de acidente ofídico. 

    

Palavras chave: Betulina. Bothrops jararacussu. Crotalus durissus terrificus. 

Dipteryx alata Vogel. 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona. 
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ABSTRACT 

 

 

          Previously, the dry extract from Dipteryx alata Vogel barks prevented against 

the neuromuscular blockade induced by Bothrops jararacussu (VBjssu), but not 

against Crotalus durissus terrificus (VCdt). Later, 18 phytochemicals from 

hydroalcoholic extract were isolated and structurally elucidated. In this study, 8 of 

them classified as triterpenoids, flavonoids and phenolic acids were biomonitored 

against nerve-muscle paralysis induced by VBjssu and VCdt venoms. The 

miographic registers were obtained by a conventional myoghraphic technique using 

mouse phrenic nerve-diaphragm preparations (ex vivo) or rat popliteal external 

nerve/ anterior tibialis muscle (in situ). It was assumed that the more efficacious 

experimental protocol resulting from ex vivo neutralization assays (preincubation of 

venom plus phytochemical) comparatively to commercial bothropic antivenom (BAV), 

it would be, later, assayed in situ with the most sensitive venom to the 

phytochemicals. The in situ assays had BAV administered intravenously as 

reference.   The myotoxicity was evaluated by light microscopy in preparations 

submitted to ex vivo bioassays.  The ex vivo results showed that the characteristic 

paralysis induced by VBjssu was stopped and at the end of 120 minutes the 

response was increased to: a) 70.1% ± 7.9 (n=5) 68.3% ± 7.0 (n=11); 45.2% ± 9.4 

(n=7) 54.3% ± 5.4 (n=4), when preincubated with triterpenoids: Lupeol, Betulin, 

Lupenone and 28-OH-Lupenone respectively; b) to 53, 9% ± 3.1 (n=4) 27.9% ± 1.8 

(n=4) 23.6%± 3.6 (n=4), when preincubated with the phenolic acids: Acid Vanillinic, 

Vanillin and Protocatechuic Acid, respectively; c) to 83.8% ± 5.0 (n=4) when 

preincubated with 3',7,8-Trihydroxy-4'-methoxyisoflavone; and d) comparatively to 

BAV 72.6% ± 3.4 (n=4), with no statistically difference with betulin treatment. When 

preparations were submitted to VCdt, which also causes irreversible paralysis, the 

response was significantly increased (p<0.05) and at the end of 120 min were found 

39.5% ± 8.9 (n=9) and 49.5% ± 8 1 (n=4) of functioning fibers when preincubated 

with Betulin and Lupenone, respectively, but not with Lupeol (n=6) and 28-OH-

Lupenone (n=4). The average measurement of morphological damage (n=3, each 

protocol) showed that the lesions caused VBjssu 50.27% ± 5.4 decreased to 18% ± 

2.4 and 24% ± 3.7 levels, when treated with Betulin and Lupeol, and these alone 
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induced damages of 16% ± 1 and 13.0% ± 2.6, respectively. VCdt caused 43.9% ± 

4.1 of cell damage, which decreased to 13.0% ± 2.6 and 27% ± 3.2 when treated with 

Betulin and Lupenone, which in turn induced damages of 16% ± 1 and 22% ± 3, 

respectively. The in situ incubation with Bjssu (40 µg/mL, 120 min) resulted in 

73.25% ± 1.68 (n=4) of operational fibers and increased to 92.23% ± 0.45 (n=4) with 

BAV intravenously administered. It is concluded that among the phenolic acids, the 

Vanillinic Acid was the better phytochemical in neutralizing the blocking effect 

induced by Bothrops jararacussu in ex vivo model, whereas among the flavonoids 

and triterpenoids were, respectively,  3',7,8-Trihydroxy-4'-Dimethoxyisoflavone and 

Betulin. This phytochemical was the most investigated in this study since it protected 

against neurotoxic and myotoxic effects of VBjssu and VCdt exposed to ex vivo 

neuromuscular preparations, being indicated to future studies in situ, intraperitoneous 

or intravenously administered after intramuscular injection of the venoms, in a 

simulated model of ophidian accident.  

 

Key-words: Betulin. Bothrops jararacussu. Crotalus durissus terrificus. Dipteryx alata 

Vogel. 3',7,8-Trihydroxy-4'-methoxyisoflavone. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é um dos países megadiversos do mundo (BARTHLOTT; LAUER; 

PLACKE, 1996; LEWINSOHN; PRADO, 2005; OVERBECK et al., 2007). É 

contemplado por seis biomas: Amazônia, Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata 

Atlântica e Pampa (IBGE, 2004), sendo um dos países mais ricos em diversidade 

biológica e cultural (SOUZA; FELFILI, 2006). Em termos globais, este é um momento 

de plena valorização do naturalismo. Desta forma, o Brasil vem buscando a avançar 

em políticas de longo prazo para a utilização dos recursos naturais de forma efetiva, 

responsável e consciente, garantindo o desenvolvimento futuro (EMBRAPA, 2010). 

As serpentes sempre estiveram presentes na vida do homem e o ofidismo 

continua sendo um grave problema de saúde pública pela sua grande intensidade e 

gravidade (NUNES, 2007; CARDOSO; WEN, 2003) essencialmente em países 

tropicais, pela assiduidade que os acidentes ofídicos ocorrem e pelas morbi-

mortalidade que ocasionam (PINHO; PEREIRA, 2001). No Brasil, somente no ano 

de 2010 foram notificados 29.635 casos de acidentes ofídicos (BRASIL, 2011).  

Investigações de espécies vegetais de utilização medicinal empírica 

resultaram em alguns avanços terapêuticos e se encontram disponíveis atualmente 

(DI STASI, 1996; CALIXTO, 2005). Neste sentido, o uso de extratos vegetais e 

compostos quimicamente isolados (fitoquímicos) como antídotos para o 

envenenamento é uma prática comum e representa o único recurso terapêutico de 

muitas comunidades e grupos étnicos, que não dispõem da soroterapia (SOARES et 

al., 2005). Estudos farmacológicos têm demonstrado que extratos, frações e 

compostos isolados (fitoquímicos) obtidos de plantas medicinais e utilizados na 

medicina tradicional possuem diversas propriedades entre elas a antiofídica (MORS 

et al., 2000; JANUÁRIO et al., 2004; FERRAZ, et al., 2012) sendo conveniente sua 

exploração científica.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Acidentes ofídicos 

 

O envenenamento por animais peçonhentos tem recebido pequena atenção 

das autoridades de saúde, da indústria farmacêutica e mesmo das agências de 

fomento nas diversas partes do mundo. Entretanto, o ofidismo foi inserido como 

doença negligenciada (OMS, 2007) e os programas de saúde instituídos pelas 

autoridades, por entidades produtoras de soro antiofídico e por grupos de pesquisa, 

foram motivados na busca de soluções para essa temática.  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) ocorrem por ano no mundo 

cerca 421.000 acidentes, sendo que destes casos 21.000 levam à morte e cerca do 

triplo de casos, ou seja, 63.000 evoluem para amputação e invalidez permanente 

(OMS, 2011). As regiões mais atingidas são o sudeste da Ásia e a América Tropical. 

Dentre os países sul-americanos, o Brasil é o que apresenta maior número de 

acidentes por ano (CARVALHO; NOGUEIRA, 1998). 

Os acidentes ofídicos no Brasil são observados desde o período pré-colonial. 

Os primeiros registros sobre serpentes peçonhentas com interessantes observações 

clínico-epidemiológicas foram feitas por José de Anchieta, em 1560 na carta de São 

Vicente. 

 

“... Até aqui tenho falado dos animais que vivem na água; tratarei agora dos 

terrestres, alguns dos quais são desconhecidos dessa parte do mundo. Primeiramente 

direi das diversas espécies de cobras venenosas. Algumas, chamadas jararacas, 

abundam nos campos, nas matas e até mesmo nas casas, onde muitas vezes as 

encontramos: a sua mordedura mata no espaço de vinte e quatro horas, posto que se 

lhe possa aplicar remédio e evitar algumas vezes a morte. Isto acontece com certeza 

entre os índios: se forem mordidos uma só vez e escapam à morte, mordidos daí por 

diante, não só não correm risco de vida, como sentem até menos dor, o que tivemos 

mais de uma vez ocasião de observar. A outra variedade denominam de boicininga, 

que quer dizer, “cobra que tine”, porque tem na cauda uma espécie de chocalho, com 

o qual soa quando assalta alguém. Vivem nos campos, em buracos subterrâneos; 

quando estão ocupadas na procriação atacam a gente; andam pela grama em saltos 
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de tal modo apressados, que os índios dizem que elas voam; uma só vez que mordam, 

não há mais remédio: paralisam a vista, o ouvido, o andar e todas as ações do corpo, 

ficando somente a dor e o sentimento do veneno espalhados pelo corpo todo, até que 

no fim de vinte e quatro horas se expira...” (CARTA DE SÃO VICENTE, 1560). 

 

 

Os primeiros estudos epidemiológicos sobre acidentes ofídicos começaram a 

ser realizados por Vital Brazil em 1901 (BRASIL, 1901). A partir daí deu-se início à 

produção dos primeiros tubos de soros antipeçonhentos para o consumo (VAZ, 

1950). Logo em seguida, foram introduzidos os “Boletins para observação de 

accidentes ophidicos”. Estes eram enviados juntamente com as ampolas de soro, 

devendo ser preenchidos pelo usuário e devolvidos ao laboratório produtor. Esta 

estratégia foi adotada pelo Instituto Serumtherapico (atual Instituto Butantan) e 

posteriormente pelo Instituto Vital Brazil (CARDOSO; WEN, 2003).  Os dados 

relatados destas notificações tornaram possível inúmeras publicações sobre 

ofidismo no Brasil, como o do próprio Vital Brazil (1911), Penteado (1918), Amaral 

(1930), Barroso (1944), Fonseca (1949) e Magalhães (1958) (BOCHNER; 

STRUCHINER, 2003).  

O Sistema Nacional de Informações Tóxico – Farmacológicas registrou em 

2004 a segunda principal causa de intoxicações em humanos que foram originadas 

por envenenamento de animais peçonhentos onde as estatísticas apontam um 

percentual de 24,75% perdendo apenas para as intoxicações provocadas por 

medicamentos com percentual 28,95% dos casos notificados (SINITOX, 2007). 

O número de notificações de ofidismo no Brasil vem aumentando com os anos 

(Gráfico 1),  sendo as serpentes peçonhentas as maiores responsáveis pelos 

números de casos, alcançando em 2010 uma porcentagem de 85% de acidentes 

(BRASIL, 2011). No entanto, os relatos de acidentes graves em humanos por 

serpentes não peçonhentas também vêm sendo descritos (ROCHA, 2005). Alguns 

casos foram ocasionados por espécies não peçonhentas denominadas de 

colubrídeos (BERNARDE, 2011) que estão atualmente classificadas na família 

Dipsadidae (ZAHER et al., 2009). A correta identificação dos gêneros de serpentes 

não peçonhentas também se faz importante para que seja poupado o uso 

desnecessário de soroterapia e complicações como choque anafilático em pacientes 
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que receberem soroterapia inadequada (SALOMÃO; ALBOLEA; ALMEIDA-

SANTOS, 2003). 

 

Gráfico 1 - Notificações dos casos de acidentes por serpentes no Brasil. 

 

Fonte: Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Sinan) / Vigilância Sanitária/Ministério da 

Saúde - atualizado em 01/04/2011. Disponível 

em:<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/tabela_casos_por_mes_2010.pdf>. Acesso em: 22. 

jan. 2012. 

 

 

2.2. Serpentes peçonhentas 

 

Há, atualmente, cerca de 2900 espécies de serpentes, distribuídas em 465 

gêneros e 20 famílias (FRANCO, 2003). Estas serpentes são frequentemente 

encontradas nas regiões tropicais e em proximidades da linha do Equador, mas 

podem ser encontradas em todas as regiões do planeta, com exceção da Antártida 

(WHO, 2007).  

A fauna de serpentes do Brasil é considerada uma das mais ricas do planeta 

com 366 espécies (BÉRNILS, 2009), sendo que 15% (55 espécies) dessas são 

peçonhentas e pertencentes às famílias Elapidae e Viperidae. As serpentes 

alocadas na família Viperidae são responsáveis pelos acidentes: botrópico, crotálico 

e laquético; e as serpentes presentes na família Elapidae são responsáveis pelo 

acidente elapídico (ARAÚJO; SANTALÚCIA; CABRAL, 2003). 
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2.3. O veneno ofídico 

 

Segundo Frye (1991), as serpentes chamadas peçonhentas apresentam uma 

glândula salivar modificada e dentes especializados para a inoculação de suas 

substâncias tóxicas. 

 Os venenos de serpentes são considerados uma mistura de toxinas e 

enzimas que estão envolvidas na captura e digestão das presas, bem como defesa 

contra predadores (HODGSON; WICKRAMARATNA, 2002). Sua composição 

química e atividade biológica variam entre as famílias e os gêneros das serpentes 

(DOS-SANTOS, 2005). De maneira geral, os venenos ofídicos apresentam-se como 

misturas complexas de substâncias iônicas simples como o cálcio, que é um 

importante cofator de ação de algumas enzimas proteolíticas e das fosfolipases A2; o 

magnésio, o zinco e substâncias como as proteínas incluindo as fosfolipases, 

miotoxinas, metaloproteases hemorrágicas e outras enzimas; neurotoxinas, 

citotoxinas, cardiotoxinas, entre outros. Estes componentes possuem efeitos 

farmacológicos como neurotoxidade, miotoxidade, cardiotoxicidade, edema, efeito 

anticoagulante, inibição da agregação plaquetária e, por fim, a letalidade (JIA et al., 

1966; TU, 1977; BORGES et al., 2000). 

Um dos maiores alvos dos venenos de serpentes é o sistema nervoso 

somático, em particular a junção neuromuscular. A inibição do neurotransmissor 

neste sítio resulta na paralisia dos músculos bulbares e oculares, assim como 

paralisia dos músculos respiratórios (LALLOO et al., 1996), resultando em morte.  

As neurotoxinas dos venenos de serpentes que alteram a transmissão no 

nervo motor terminal tem sido de considerável importância clínica e objeto de 

inúmeras pesquisas, com a elucidação de suas estruturas proteicas e modo de 

ação. Devido aos avanços nas técnicas da química de proteínas, as neurotoxinas 

são continuamente isoladas do veneno de diversas espécies de serpentes (TU, 

1996). Elas são as responsáveis pela paralisia neuromuscular e podem agir na 

junção pré-sináptica, através do bloqueio da liberação de acetilcolina, como na 

junção pós-sináptica, bloqueando os receptores nicotínicos (DAMICO et al., 2005). 

Já as miotoxinas são geralmente definidas como componentes naturais dos 

venenos, que induzem danos irreversíveis às fibras do músculo esquelético 

(mionecrose) após injeção em animais superiores. Algumas miotoxinas atuam 
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localmente, danificando as fibras musculares no local e em áreas próximas da 

injeção do veneno, entretanto, outras atuam sistemicamente, causando danos 

musculares em locais distantes à injeção do veneno (LOMONTE; ANGULO; 

CALDERÓN, 2003). 

 

 

2.4. Gênero Bothrops Wagler  

 

A nomenclatura zoológica sempre alternou períodos de estabilidade e 

instabilidade, resultantes de estudos taxonômicos que modificam o entendimento 

das relações filogenéticas (evolutivas) entre os táxons. A classificação das serpentes 

se torna necessária para o reconhecimento das espécies de importância médica, 

base para os estudos toxinológicos e de importância crítica para as estratégias de 

formulação do antiveneno no tratamento dos pacientes (WÜSTER; GOLAY; 

WARRELL, 1997; 1998; 1999). A importância e necessidade dessas mudanças na 

classificação estão no fato de apresentarem as relações de parentesco entre as 

espécies e isso implica nas similaridades e diferenças entre a complexa variação 

dos venenos (MACKESSY, 2009). Recentemente, o gênero Bothrops cujos 

acidentes são denominados botrópicos (FRANÇA; MALAQUE, 2003) passou por 

mudanças em sua nomenclatura, sendo este gênero distribuído em outros cinco 

(Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis) (FENWICK et 

al., 2009). No entanto, depois da avaliação taxonômica feita por Carrasco et al., 

(2012), foi sugerida uma retificação e um rearranjo demonstrando que o gênero 

Bothrops se mostra como monofilético e suporta cinco sinapomorfias. Desta forma, 

este gênero foi restabelecido e aceito pela sociedade brasileira de herpetologia, 

responsável pela produção e atualização da lista brasileira de répteis.  

O gênero Bothrops é um dos grupos mais importantes de serpentes 

peçonhentas do Brasil. É representado por mais de 60 espécies encontradas em 

todo o território brasileiro. As principais espécies são: Bothrops atrox, o ofídio mais 

encontrado na Amazônia, principalmente em beiras de rios e igarapés; Bothrops 

erythromelas, abundante nas áreas litorâneas e úmidas da região Nordeste; 

Bothrops jararaca, que possui grande capacidade adaptativa, ocupa e coloniza tanto 

áreas silvestres como agrícolas e periurbanas, sendo a espécie mais comum da 

região Sudeste; Bothrops moojeni, a principal espécie dos cerrados, capaz de se 

http://www.cbif.gc.ca/pls/itisca/taxauthor?p_auth=Wagler,+1824&king=Animalia&p_advance=authors&p_auth_id=30208&p_select=exactly+for&p_ifx=cria&p_lang=pt
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adaptar aos ambientes modificados, com comportamento agressivo e porte 

avantajado; Bothrops jararacussu, a espécie que pode alcançar o maior 

comprimento e que produz a maior quantidade de veneno dentre as serpentes do 

gênero, predominante nas regiões Sul e Sudeste; e Bothrops alternatus, que vive em 

campos e outras áreas abertas, da região Centro-Oeste a Sul (BRASIL, 2005). 

Apresentam fosseta loreal, cauda lisa e presa inoculadora de veneno. 

Possuem hábitos variados, podendo ser encontradas penduradas em árvores, 

enterradas, entocadas, à beira dos rios ou dentro da água (BOCHNER, 1999).  São 

geralmente encontradas em áreas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo 

ambientes úmidos e ou regiões próximas à vegetação densa, pois elas buscam 

alimentos como os roedores. Podem apresentar comportamento agressivo quando 

se sentem ameaçadas, desferindo botes sem produzir ruído (MELGAREJO, 2003). 

Os venenos botrópicos possuem enzimas proteolíticas que degradam 

diversos substratos naturais como caseína, hemoglobina, elastina e colágeno. De 

maneira geral, o envenenamento por Bothrops causa dor intensa, inflamação 

(edema e eritema), equimose, bolhas e necrose (ação proteolítica) na região da 

picada e, sistemicamente, ativa a cascata da coagulação podendo induzir a 

incoagulabilidade sanguínea por consumo de fibrinogênio (ação coagulante) e ação 

hemorrágica atuando no endotélio vascular na região da picada e em locais 

distantes. A necrose local frequentemente afeta a pele e as camadas musculares 

mais profundas. Em casos mais severos pode haver a completa destruição do 

tecido, perda do membro, choques e insuficiência renal, podendo levar ao óbito (TU, 

1977; JORGE; RIBEIRO, 1990; SILVA et al., 1991; JORGE et al., 1995; RIBEIRO; 

JORGE, 1997).  

 

 

2.4.1. Bothrops jararacussu  

 

A Bothrops jararacussu (B. jararacussu - Figura 1) é uma serpente de grande 

porte, podendo atingir até 1,8 m de comprimento. Possui cabeça grande, negra e 

estrias amarelas pós-oculares, exibindo no dorso de tom aveludado, o contraste 

entre o negro e o amarelo – dourado. Está distribuída geograficamente pelo território 

sul-americano: Bolívia, Paraguai, Uruguai, Argentina e no Brasil, principalmente nas 

regiões Sul e Sudeste. Têm hábitos predominantemente noturnos ou crepusculares. 
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Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameaçadas, 

desferindo botes sem produzir ruído (MELGAREJO, 2003).  

 

Figura 1 - Bothrops jararacussu (jararacuçu). 

 

Fonte: Silvia Cardoso 

 

O veneno da B. jararacussu (VBjssu) tem sido estudado desde 1900 (BRASIL, 

1903) e esta serpente é a responsável por produzir a maior quantidade de veneno 

dentre as serpentes de seu gênero (MELGAREJO, 2003) sendo possível obter cerca 

de 2 mL por extração, o que em média significa 500 mg de veneno seco 

(BELLUOMINI 1964). 

O VBjssu possui propriedades miotóxicas e neurotóxicas (HOMSI-

BRANDEBURGO et al., 1988; HELUANY et al., 1992; RODRIGUES-SIMIONI et al., 

1995; SOARES et al., 2002; OSHIMA-FRANCO et al., 2000; 2001; 2002; 2004) e os 

efeitos produzidos por ele passaram a ser descritos a partir de estudos em 

preparações neuromusculares de rã (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983), onde 

autores observaram que o veneno inibia as contrações musculares evocadas direta 

e indiretamente e abolia o potencial de ação composto do nervo e do músculo. Após 

o fracionamento do veneno, estas atividades foram reproduzidas por uma subfração, 

denominada Pool IV, composta de dois polipeptídios com um peso molecular de 

aproximadamente 14 kDa, que continha 30% do conteúdo protéico do veneno total. 

A fração ativa apresentava baixos níveis de atividade fosfolipásica A2 (PLA2), era 

desprovida de atividade proteolítica e induzia um rápido e pronunciado efeito 

despolarizante. Este último foi considerado o responsável pelo bloqueio do potencial 

de ação do composto. Mais tarde, o Pool IV foi purificado e caracterizado como uma 



33 
 

miotoxina, a Bothropstoxina-I (BthTX-I), com estrutura PLA2, desprovida de atividade 

catalítica, componente responsável pela atividade miotóxica do veneno bruto 

(HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; CINTRA et al., 1993). A miotoxicidade é uma 

ação específica do VBjssu sobre o músculo esquelético, causado por miotoxinas que 

levam à degeneração e morte celular (mionecrose). Essa ação direta diferencia as 

miotoxinas de outros componentes tóxicos, como as hemorraginas, que podem, 

indiretamente, destruir o músculo esquelético e outros tecidos (MEBS; OWNBY, 

1990). A neurotoxicidade foi avaliada pela capacidade do VBjssu causar bloqueio 

neuromuscular (OSHIMA-FRANCO et al., 2000). 

 

 

2.5. Gênero Crotalus Linnaeus 

 

          As cascavéis (gênero Crotalus) são espécies de serpentes robustas, ágeis e 

de hábitos terrestres. Estas serpentes são facilmente identificadas por apresentarem 

na extremidade caudal um guizo ou chocalho (MELGAREJO, 2003).  

          O acidente com essas serpentes é denominado crotálico (ARAÚJO; 

SANTALÚCIA; CABRAL; 2003; AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 2003) 

sendo considerado o acidente de maior letalidade entre os ofídicos (PINHO; 

OLIVEIRA; FALEIROS, 2004; BARRAVIERA; PEREIRA, 1999). Apresenta índices 

com elevada mortalidade. No ano 2010, dos 29.635 acidentes ocorridos 10,2% eram 

crotálicos (BRASIL, 2010). 

A representação deste gênero no Brasil se dá por uma única espécie, a 

Crotalus durissus, a qual apresenta uma vasta distribuição geográfica. Este gênero 

de serpente está distribuído por todo território brasileiro, podendo ser encontrado 

desde os cerrados do Brasil central, até as regiões áridas e semi-áridas do 

Nordeste, seguindo pelo extremo Sul e Norte do país. Essa espécie é subdividida 

em cinco subespécies: a Crotalus durissus terrificus, predominante das regiões 

Sudeste e Sul; a Crotalus durissus collilineatus, comum da região centro-oeste até o 

estado de Rondônia; a Crotalus durissus cascavella, a cascavel nordestina, a 

Crotalus durissus ruruima e a Crotalus durissus marajoensis, restritas às regiões das 

savanas do estado de Roraima e da Ilha de Marajó, respectivamente (MELGAREJO, 

2003). 

 

http://www.cbif.gc.ca/pls/itisca/taxauthor?p_auth=Linnaeus,+1758&king=Animalia&p_advance=authors&p_auth_id=21823&p_select=exactly+for&p_ifx=cria&p_lang=pt
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2.5.1. Crotalus durissus terrificus 

 

A subespécie Crotalus durissus terrificus (Figura 2) é a principal responsável 

pelos acidentes notificados no país e responsável por quase todos os casos que 

ocorrem do gênero crotálico. Possui ampla distribuição geográfica, desde os 

cerrados do Brasil central, regiões áridas e semi-áridas do Nordeste, até os campos 

e áreas abertas do Sul, Sudeste e Norte. Estas serpentes possuem um eficiente 

aparelho inoculador de peçonha. Portanto, provavelmente inocula o veneno por via 

intramuscular e/ou subcutânea (RIBEIRO et al., 1993; BRASIL 2005).  

 

Figura 2 - Crotalus durissus terrificus (cascavel). 

 

Fonte: Silvia Cardoso 

 

 

As toxinas presentes no veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) segundo 

VARANDA; GIANNINI, (1994) são a crotamina, crotapotina, crotoxina, fosfolipase A2, 

giroxina e convulxina. A crotapotina e a fosfolipase A2, formam uma fração do 

veneno chamada crotoxina (ctx) que provoca alterações anatomopatológicas após 

quatro a seis horas da inoculação e causam paralisia neuromuscular semelhante ao 

efeito causado pelos curares (BARRAVIERA, 1990). A interação entre as duas 

subunidades, fosfolipase A2 e crotapotina, confere ao componente ctx sua alta 

toxicidade (HABERMANN; BREITHAUPT, 1978), e representa cerca de 60% do 
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veneno total, além de ser a principal responsável pela neurotoxicidade deste veneno 

(SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938; BREITHAUPT, 1976).  

O envenenamento humano causado por Crotalus durissus terrificus, 

caracteriza-se por manifestações sistêmicas, decorrentes da ação neurotóxica do 

veneno, tais como: ptose palpebral, paralisia flácida dos músculos esqueléticos e 

diminuição da motricidade ocular e acuidade visual (ROSENFELD, 1971). Ainda 

decorrente da atividade neurotóxica do veneno, pode ser observado quadro de 

insuficiência respiratória, uma manifestação importante presente em casos graves 

(AMARAL; MAGALHÃES; REZENDE, 1991). Além disso, devido à atividade 

miotóxica do VCdt, os pacientes apresentam quadro de rabdomiólise generalizada e 

consequente mioglobinúria (MAGALHÃES et al., 1986; AZEVEDO-MARQUES et al., 

1987; SANTORO et al., 1999). Esses efeitos, associados a outros fatores como 

desidratação e hipotensão, podem provocar insuficiência renal aguda com 

comprometimento de néfrons (AMORIM; FRANCO DE MELLO; SALIBA, 1969), 

principal causa de óbito nesses envenenamentos (AMARAL et al., 1986). 

Apesar dos efeitos sistêmicos marcantes, nos acidentes causados pela 

subespécie Crotalus durissus terrificus, não são observados sinais inflamatórios 

significativos no local da picada, (AMORIM; FRANCO DE MELLO; SALIBA, 1951; 

ROSENFELD, 1971) diferente do que é observado em acidentes causados por 

outros gêneros de serpentes, entre eles, o gênero Bothrops (ROSENFELD, 1971; 

GUTIERREZ; LOMONTE, 1989). 

 

 

2.6. Tratamento Soroterápico 

 

A soroterapia constitui o tratamento específico em casos de acidentes com 

animais peçonhentos, desde que administrada em tempo, dose e via adequados, 

sendo considerado o tratamento mais apropriado em casos de acidentes com 

serpentes. A produção nacional do soro cabe às entidades governamentais: Instituto 

Butantan em São Paulo, Fundação Ezequiel Dias em Minas Gerais, Instituto Vital 

Brazil no Rio de Janeiro e o Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiologia 

(CPPI) no Paraná (BRASIL, 2001). 

Apesar da eficiência na neutralização dos efeitos sistêmicos, a soroterapia tem 

ação limitada para a melhoria do quadro local devido à elevada ação proteolítica dos 
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venenos de serpentes (BRASIL, 2001; ZAMUNER et al., 2004), resultando no 

aparecimento de sequelas graves e perda tecidual. A efetividade da soroterapia em 

prevenir o dano tecidual local é limitada, pelo menos em parte, pela rápida ação das 

toxinas comparada com a distribuição lenta de anticorpos (LOMONTE; LEON; 

HANSON, 1996). 

        O soro é caracterizado como neutralizador do veneno, não determinando a 

regeneração das hemácias, do endotélio e dos tecidos em geral, apenas evitando a 

progressão destes fenômenos, fazendo-se necessário instituir medidas de suporte 

como a elevação do membro afetado, uso de analgésicos, hidratação e 

antibioticoterapia (ARAÚJO et al., 2003). Sgarbi et al. (1995) afirmam que o 

tratamento com soro antiofídico será mais eficiente quando administrado o quanto 

antes, melhorando assim, o prognóstico do paciente.  

Algumas alternativas como o uso de extratos de plantas medicinais, têm sido 

propostas como coadjuvantes dos antivenenos, devido a várias plantas já 

apresentarem atividade antiofídica (MORS et al., 2000). No entanto, é função da 

pesquisa investigar e comprovar cientificamente se uma planta é realmente dotada 

de ações farmacológicas. 

 

 

2.7. Importância do estudo com plantas medicinais 

 

A utilização de plantas medicinais para tratamento, cura e prevenção de 

doenças, é uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade 

(VEIGA-JÚNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Essa tendência pode ser explicada por 

diferentes fatores, destacando-se entre eles o custo elevado e os efeitos 

indesejáveis dos fármacos sintéticos, preferência dos consumidores por “produtos 

naturais”, a certificação científica das propriedades farmacológicas de espécies 

vegetais, o desenvolvimento de novos métodos analíticos colocados à disposição do 

Controle de Qualidade, o desenvolvimento de novas formas de preparação e 

administração de produtos fitoterápicos, um melhor conhecimento químico, 

farmacológico e clínico das drogas vegetais e seus derivados (DI STASI, 1996; 

CAÑIGUERAL; DELLACASSA; BANDONI, 2003; VIEIRA, 2001). 

Os autores Teske; Trentini (2001) trazem diversos aspectos históricos sobre o 

descobrimento das propriedades curativas das plantas. Segundo estudos de 
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arqueologia, ainda em épocas a.C. os homens buscavam nas ervas a cura para 

suas afecções, de forma meramente intuitiva. Os Egípcios tiveram seus 

conhecimentos difundidos mais tarde para a Mesopotâmia, mas foram, os gregos, e 

em seguida os romanos, que herdaram e aperfeiçoaram os conhecimentos egípcios. 

Hipócrates reuniu a totalidade dos conhecimentos médicos de seu tempo no 

conjunto de tratados conhecidos pelo nome de Corpus Hipocraticum, onde, para 

cada enfermidade, descreve um remédio vegetal e o tratamento correspondente. Já 

no início da era cristã, Dioscórides, descreve minuciosamente em seu tratado De 

Materia Medica (ao pé da letra, matéria medicinal), mais de 500 drogas de origem 

vegetal, mineral ou animal. Este tratado foi à última palavra no assunto durante 

cerca de quinze séculos (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; TESKE; TRENTINI, 

2001). Finalmente, o grego Galeno, ligou o seu nome ao que ainda se denomina 

"farmácia galênica", onde as plantas não eram mais utilizadas na forma de pó e sim 

em preparações, feitas utilizando-se solventes como álcool, água ou vinagre, que 

serviam para conservar e concentrar os componentes ativos das plantas, 

empregados para preparar unguentos, emplastros e outras formas galênicas.  No 

período histórico conhecido como Idade Moderna (século XV) houve uma 

preocupação em catalogar um grande número de vegetais, identificando-os e 

classificando-os de acordo com a procedência, e características dos princípios 

ativos. Finalmente, os esforços de classificação culminaram, em 1735, com a 

publicação de Systema Naturae, de Lineu (TESKE; TRENTINI, 2001). 

Gradualmente, à medida que crescia o conhecimento sobre medicamentos, 

surgiu à necessidade de criar disciplinas especializadas. No início do século XIX, a 

Matéria Médica começou a ser dividida em farmacologia (estudo da ação dos 

medicamentos) e em farmacognosia (estudo de todos os aspectos dos 

medicamentos, com menor ênfase na ação).  No fim do século XIX, os químicos 

começaram, cada vez mais, a sintetizar um grande número de compostos orgânicos 

com estruturas complexas, alguns dos quais úteis terapeuticamente. Com isso, os 

estudos dos medicamentos ganham uma nova ciência, a química farmacêutica. Mas, 

foi nas últimas décadas do século XX, que ocorreram três fatos importantes que 

produziram mudanças fundamentais.   

Em primeiro lugar, a insatisfação com a eficácia e o custo da medicina moderna 

aliada à admiração pelas coisas “naturais” e “orgânicas”, levou milhões de pessoas 

no mundo todo a apreciar melhor o uso de medicamentos naturais clássicos para o 
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tratamento de muitas doenças. A revolução “verde” em termos de medicina natural 

atingiu incrível popularidade nos Estados Unidos, e não há dúvidas de que a 

demanda dos consumidores fará crescer cada vez mais o interesse pelas plantas 

medicinais clássicas, usando-as na forma dos tradicionais medicamentos de origem 

vegetal. Além disso, as principais indústrias farmacêuticas reconheceram que 

determinadas plantas utilizadas na medicina popular provavelmente eram as 

melhores fontes de componentes para novos medicamentos. Diversas indústrias 

farmacêuticas já assinaram acordos de cooperação com pessoas físicas ou órgãos 

públicos, para a investigação de plantas medicinais em alguns países entre os quais, 

Costa Rica, China, México, Bornéu, Samoa e o Brasil (ROBBERS; SPEEDIE; 

TYLER, 1997). 

Contando com uma abundante flora e despertando o interesse de 

comunidades científicas, o Brasil vem se destacando pela sua diversidade biológica, 

que pode ser explorada para o estudo, conservação e utilização racional dos 

recursos naturais (SOUZA; FELFILI, 2006). A diversidade vegetal brasileira conta 

com mais de 60 mil espécies catalogadas de um total de 350.000 a 550.000 

(SIMÕES, 2000; IBAMA, 2001). O surgimento de uma medicina popular com uso 

das plantas deveu-se aos índios, com contribuições dos negros e europeus. Esse 

processo de miscigenação gerou uma diversificada bagagem de usos para as 

plantas e seus aspectos medicinais, que sobreviveram de modo marginal até a 

atualidade (ARAÚJO, 1979). 

Acidentes ofídicos podem causar sequelas, muitas vezes incapacitantes e, 

por isso, a investigação de substâncias que atenuem os efeitos tóxicos locais dos 

venenos é extremamente desejável. As plantas, por sua vez, representam uma 

interessante alternativa, pois estão presentes de forma abundante na natureza e são 

de fácil acesso. Elas têm sido frequentemente usadas pelos humanos contra 

numerosas doenças causadas por diversos agentes patológicos (MORS et al., 2000; 

MAISTRO; CARVALHO; MANTOVANI, 2004).  

A aplicabilidade de plantas medicinais com poder antiofídico vem sendo 

registrada em diversos estudos e acredita-se que isso se deve a presença dos 

inúmeros compostos ativos presentes nas mesmas (SOARES et al., 2005), 

podendo-se citar como exemplo a Casearia sylvestris Swartz (RUPPELT et al., 1991; 

BORGES et al., 2000; CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2008b) a Casearia 

gossypiosperma Briquet (CAMARGO et al., 2010; SILVA, 2012), a Diospyros kaki 
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(CHILPA; ESTRADA, 1995), a Plathymenia reticulata Benth (FARRAPO, 2010), a 

Mikania glomerata (MAIORANO et al., 2005) e a Mikania laevigata (COLLAÇO et al., 

2012).  

 

 

2.8 Dipteryx alata Vogel  

 

O bioma cerrado possui mais de 6.000 plantas vasculares (MENDONÇA et 

al., 1998), muitas dessas plantas possuem valor alimentício e medicinal. A 

biodiversidade e o potencial econômico do cerrado brasileiro, desde 1886, já eram 

descritos em inventários (ALMEIDA et al., 1998), testemunhando a sua riqueza em 

plantas produtoras de frutos alimentares, resinas, óleos, gomas, aromas, tintas, 

cordoaria, lixas, substâncias tóxicas, têxteis, forragem e ornamentação. 

O potencial deste bioma também pode ser salientado citando-se a espécie 

Dipteryx alata Vogel (D. alata), popularmente conhecida como Baru, árvore da 

família Leguminosae que faz parte do grupo das espécies nativas usadas pela 

população regional como fonte de renda familiar. É uma das espécies mais 

promissoras para cultivo, devido a seu uso múltiplo, alta taxa de germinação de 

sementes e de estabelecimento de mudas (SANO; RIBEIRO; BRITO, 2004). 

No Brasil, a D. alata tem ocorrência em 84 localidades (Figura 3), em 8 

estados da federação (RATTER et al., 2003). Além disso, essa espécie pode ser 

encontrada também no Paraguai e nas cercanias do complexo do Pantanal 

(RATTER et al., 2000). A ocorrência foi esparsa nos Estados de Tocantins, Goiás e 

Mato Grosso do Sul, enquanto em Mato Grosso, concentrou-se ao sul e a leste do 

Estado (SANO; RIBEIRO; BRITO, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 

Figura 3 - Distribuição geográfica do baru em 84 localidades 

entre 316 levantamentos no Bioma Cerrado. 

 

Fonte: Ratter et al., (2000). 

 

O nome popular varia de acordo com o local, os mais conhecidos são baru nos 

Estados de Goiás, Tocantins, Minas Gerais e Distrito Federal, e, cumaru ou cumbaru 

em São Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Os outros nomes que incluem 

diferentes espécies são: barujó, castanha-de-burro, castanha-de-ferro, coco-feijão, 

cumaru-da-folha-grande, cumarurana, cumaru-roxo, cumaru verdadeiro, cumbary, 

emburena-brava, feijão-coco, fruta-de-macaco, meriparagé, pau-cumaru. No exterior, 

o baru é conhecido como tonka beans (PIO CORRÊA, 1984; SANO; RIBEIRO; 

BRITO, 2004).  

A planta D. alata, é uma espécie nativa e apresenta, também, grande 

importância ecológica, podendo ser classificada como espécie-chave do Cerrado, 

uma vez que seu fruto amadurece na época seca e alimenta várias espécies da 

fauna dessa região, incluindo o gado.  As espécies nativas, em oposição às plantas 

exóticas, raramente são cultivadas, sendo obtidas na quase totalidade das 

formações vegetais brasileiras por processos de extrativismo (SCHEFFER; MING; 

ARAUJO, 2002), entretanto, há de se pensar que o extrativismo quando excessivo 

pode provocar desequilíbrio para várias espécies da fauna nativa. Seu uso 
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sustentável pode contribuir na conservação da biodiversidade desse bioma, 

podendo ser valorizado como produto que contribui para a conservação da natureza 

e aplicado em diversas formas, desde alimentar, forrageiro, madeireiro, industrial, 

paisagismo e medicinal (SANO; RIBEIRO; BRITO 2004). 

A D. alata (Figura 4) é uma árvore reta com altura média de 15 m, podendo 

alcançar mais de 25 m em solos mais férteis. A copa pode ser alongada ou larga, de 

6 a 11 m de diâmetro. As folhas são alternas, compostas e pecioladas. Possuem 

nervuras medianas planas na fase ventral e nervuras secundárias numerosas, 

ascendentes, igualmente salientes nas duas faces (ALMEIDA et al., 1998; SANO; 

RIBEIRO; BRITO, 2004). 

A inflorescência do tipo panícula é formada na parte terminal dos ramos e nas 

axilas das folhas superiores, com cerca de 200 a 1000 flores. As flores são 

hermafroditas com aproximadamente 0,8 cm de comprimento (ALMEIDA et al., 

1998). 

 

Figura 4 - Dipteryx alata Vogel (Baru). 

 

Fonte: Márcia Aparecida de Brito. 

 

Os frutos da D. alata são descritos como sendo drupas tendo por volta de 1,5 a 

5 cm de comprimento, com polpa rica em proteína, aromática, muito consumida pelo 
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gado, animais silvestres (LORENZI, 1992) e pelo homem, na forma de doces 

(TOGASHI, 1995). 

As propriedades medicinais descritas a respeito da D. alata tratam do óleo 

extraído da semente, que também é comestível e nutritiva. Produz um óleo muito 

fino com 81% de insaturação, comparável ao de oliva (RIZZINI, 1976; PIO CORRÊA, 

1984; LORENZI, 1992), podendo ser empregado como antirreumático (FERREIRA, 

1980; BARROS, 1982), além de apresentar propriedades sudoríferas, tônicas e 

reguladoras da menstruação (CORRÊA, 1931). Fonteles et al. (1988) e Matos et al. 

(1988) isolaram o betafarneseno que apresenta ação inibidora sobre atividades 

mediadas por acetilcolina em animais. Da casca do tronco, usada na cura de dores 

na coluna, foram extraídos três triterpenos pentacíclicos: Lupeol, Lupen-3-ona e 

Betulina (KAPLAN et al., 1966). A Ichimaru Pharcos Inc. solicitou patente, em 2002, 

ao obter uma substância que inibe a formação de melanina, a partir de extrato 

etanólico, não divulgando qual parte da planta foi utilizada (SANO; RIBEIRO; BRITO, 

2004). 

 

 

2.9. Fitoquímicos 

 

As plantas apresentam substâncias ativas que são classificadas em 

substâncias do metabolismo primário e substâncias do metabolismo secundário. Os 

compostos denominados metabólitos primários, são substâncias indispensáveis à 

vida do vegetal tais como carboidratos, aminoácidos e lipídios. Os metabólitos 

secundários são compostos elaborados a partir da síntese dos metabólitos primários 

(SIMÕES, 2000; LÓPEZ, 2006). Para os aspectos funcionais da vida vegetal os 

metabólitos secundários são substâncias que garantem vantagens para 

sobrevivência e perpetuação da espécie.  De acordo com HARBORNE (1988) a 

riqueza dos metabólitos secundários nas plantas é explicável pelo simples fato delas 

estarem enraizadas no solo, não poderem se deslocar e responder ao meio 

ambiente pelas vias possíveis aos animais. Os metabólitos secundários incluem 

papéis estruturais em apoio a diferentes tecidos de proteção, envolvimento em 

estratégias de defesa, e propriedades de sinalização, em especial, nas interações 

entre as plantas e seu ambiente (ALAIN-MICHEL, 2007). 
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Os metabólitos secundários são denominados fitoquímicos. O termo 

“fitoquímico” refere-se a um grupo amplo de compostos produzidos e acumulados 

nas plantas (PIOVACARI, 2009), eles compreendem um grupo numerosíssimo de 

substâncias tais como: alcalóides, taninos, mucilagens, saponinas, cumarinas, 

flavonóides, antraderivados, óleos essenciais, resinas, gomas, glicosídeos, etc 

(GÜNTZEL, 2008). Estes constituintes vêm sendo considerados como potências 

terapêuticas quando isolados de plantas medicinais representando uma ajuda 

adicional na terapia sérica tradicional, sendo úteis como modelos moleculares para 

novos fármacos de baixo preço, poucos efeitos colaterais e facilmente distribuídos 

nas comunidades de longe acesso ao medicamento (SOARES et al., 2005; 

MARCUSSI et al., 2007).  

O estudo fitoquímico tem por objetivo conhecer os constituintes químicos de 

espécies vegetais ou avaliar a sua presença. Quando não se dispõe de estudos 

químicos sobre a espécie de interesse, a análise fitoquímica preliminar pode indicar 

os grupos de metabólitos secundários relevantes (SIMÕES et al., 2004). 

A avaliação do potencial terapêutico de plantas medicinais e dos fitoquímicos, 

tem sido objeto de incessantes estudos, visto que muitos desses constituintes têm 

grande possibilidade de futuramente virem a ser aprovados como agentes 

medicinais, (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998) com isso tais espécies têm grande 

potencial para serem preservadas. 

Estudos prévios com extrato etanólico de cascas da planta Dipteryx alata, 

demonstraram grande capacidade em impedir o bloqueio neuromuscular induzido 

pelo veneno de Bothrops jararacussu, mas não de Crotalus durissus terrificus 

(NAZATO et al., 2010), mostrando que o efeito protetor depende do tipo de veneno. 

Desta forma, a partir da identificação estrutural dos constituintes da planta, é 

possível estabelecer os possíveis mecanismos de ação do veneno, da planta, da 

interação veneno-planta e avançar para possíveis terapias alternativas e inovadoras. 

Sendo assim, frações de diferentes polaridades (hexano, diclorometano, acetato de 

etila e metanol) obtidas do extrato etanólico de Dipteryx alata Vogel foram 

purificadas até obtenção de compostos isolados (fitoquímicos) que resultaram em 18 

compostos fitoquímicos (PUEBLA et al., 2010). Neste sentido, a premissa deste 

trabalho foi avaliar farmacologicamente a ação de três grupos de fitoquímicos 

(triterpenóides, ácidos fenólicos e flavonóides) frente aos venenos de Bothrops 

jararacussu e Crotalus durissus terrificus. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. GERAIS 

 

Realizar o estudo biomonitorado com os fitoquímicos isolados da planta 

Dipteryx alata Vogel contra o bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos 

Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus. 

 

3.2. ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar farmacologicamente, contra o bloqueio neuromuscular induzido pelos 

venenos de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus em 

preparações ex vivo (nervo frênico-diafragma de camundongos), os 

triterpenóides (Lupeol, Betulina, 28-Hidroxilupenona e Lupenona) obtidos das 

frações hexano e diclorometano do extrato de Dipteryx alata.  

o Realizar estudos morfológicos com os músculos diafragmas 

resultantes do tratamento acima com melhor ação neutralizante contra 

os venenos.  

 

 Eleger dentre os triterpernóides, o fitoquímico com melhor ação neutralizante 

contra o veneno de Bothrops jararacussu, e: 

o  Conduzir ensaios de neutralização em preparações ex vivo em 

comparação com o antiveneno botrópico comercial;  

o Formular um fitoquímico injetável e avaliar sua osmolaridade em 

comparação ao soro fisiológico injetável. 

 

 Realizar ensaios em preparações in situ (nervo ciático-poplíteo externo-

músculo tibial anterior de rato) com salina, Polietilenoglicol 400, antiveneno 

botrópico comercial, veneno de Bothrops jararacussu e ensaios com 

administração do veneno de Bothrops jararacussu seguido de injeção 

intravenosa de antiveneno botrópico comercial. 
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 Avaliar farmacologicamente, contra o bloqueio neuromuscular induzido pelo 

veneno bruto de Bothrops jararacussu, os ácidos fenólicos (Ácido 

Protocatecuico, Ácido Vanílico e Vanilina) comerciais, pois os mesmos foram 

isolados da fração diclorometano da Dipteryx alata, em pequena quantidade.  

 

 Avaliar farmacologicamente, contra o bloqueio neuromuscular induzido pelo 

veneno de Bothrops jararacussu a atividade do flavonóide (3’,7,8-Trihidroxi-

4’-metoxi-isoflavona) obtido da fração diclorometano da Dipteryx alata.  

o Realizar estudos morfológicos dos músculos diafragmas resultantes do 

tratamento acima.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Material botânico 

 

As frações hexano e diclorometano obtidas do extrato etanólico de Dipteryx 

alata Vogel foram cromatografadas exaustivamente até obtenção de compostos 

elucidados (fitoquímicos), na Universidade de Salamanca (Processo Fapesp 

2007/53883-6 e 2009/11005-5), resultando em 18 fitoquímicos. Em seguida, 8 

fitoquímicos foram doados pela Profa. Dra. Yoko Oshima Franco e ensaiados 

farmacologicamente.  

Todos os triterpenóides (Figura 5): Lupeol (1500 mg), Betulina (216 mg), 28-

Hidroxilupenona (180 mg) e Lupenona (330 mg), foram obtidos em maior 

rendimento. Também foi adquirido comercialmente o fitoquímico Betulina para 

formulação do injetável.  

 

Figura 5 - Estrutura química dos triterpenóides. 

 

 Fonte: OSHIMA-FRANCO, 2009. 

 

O flavonóide (Figura 6): 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona (19 mg) obtido 

apresentou pequeno rendimento não estando disponível comercialmente. 

 

        Figura 6 - Estrutura química do flavonóide.  

 

Fonte: OSHIMA-FRANCO, 2009. 



47 
 

 

E os ácidos fenólicos (Figura 7): Ácido Protocatecuico (200 mg),  Ácido 

Vanílico (8 mg) e Vanilina (12 mg), todos encontrados em frações do extrato de 

Dipteryx alata Vogel e disponíveis comercialmente. Neste trabalho todos os ensaios 

foram realizados com os ácidos fenólicos comerciais. 

  

Figura 7 - Estrutura química dos ácidos fenólicos. 

  

Fonte: OSHIMA-FRANCO, 2009. 

 

4.1.1. Solubilização dos Fitoquímicos 

 

De acordo com Cintra-Francischinelli et al., (2008a) Dimetil Sulfóxido (DMSO, 

F. Maia®) e Polietilenoglicol 400 (PEG 400, Synth®) são os melhores veículos para 

solubilização de compostos em experiências com animais uma vez que agentes de 

solubilização geralmente têm efeitos farmacológicos que podem interferir com a 

substância em estudo.  

Para solubilização levaram-se em consideração as características apolares ou 

polares dos três grupos de fitoquímicos sendo realizados testes de solubilização 

para identificação do melhor agente solubilizante (DMSO ou PEG 400). Em todos os 

ensaios farmacológicos os fitoquímicos foram solubilizados com 30 μL de DMSO ou 

com 15 μL de PEG 400 (concentração utilizada que não apresenta interferência na 

resposta basal da preparação). 

 

 4.2. Veneno 

 

Os venenos brutos foram obtidos a partir de dois exemplares adultos de 

Bothrops jararacussu e dezoito exemplares adultos Crotalus durissus terrificus, 

mantidos “in natura” no Serpentário do Centro de Estudos da Natureza (CEN) - 
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Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento (IP&D) – Universidade do Vale do Paraíba 

– UNIVAP, São José dos Campos, SP. Em seguida os venenos foram liofilizados, 

certificados e doados pelo Prof. Dr. José Carlos Cogo. 

 

4.3. Antiveneno Botrópico Comercial (AVB) 

 

 O antiveneno botrópico (AVB) que já exibia prazo de validade excedido, foi 

doado pela Vigilância Epidemiológica de Piracicaba sendo proveniente do Instituto 

Butantan (Lote: 0911259/C - 04 frascos). Os experimentos realizados neste trabalho 

seguem as doses recomendadas na bula do AVB (1,0 mL de AVB para 5,0 mg de 

veneno de Bothrops jararaca).  

 

4.4. Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, pesando de 25 a 

30 g, e ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 300 a 400 g, adquiridos da 

Anilab, (Paulínia, SP). Os animais foram ambientados no Biotério de Farmacologia 

da Universidade de Sorocaba recebendo ração industrial (Labina) adquirida de 

fornecedor qualificado (Pet Shop Canino's) e água ad libitum. Em um sistema 

fechado e com o ambiente padronizado, foram controlados e registrados a 

temperatura (22 °C ± 2), e a umidade (45% ± 15).  

Foram colocados 04 camundongos por gaiola (microambiente livre de 

contaminação externa, com exaustão apropriada e ventilação individual diretamente 

no interior da gaiola).  

Foi colocado 01 rato por gaiola (microambiente livre de contaminação externa, 

com exaustão apropriada e ventilação individual diretamente no interior da gaiola).  

A maravalha utilizada como cama para os camundongos e ratos é livre de 

substâncias químicas, sendo a madeira macia e absorvente. As gaiolas são 

devidamente protegidas da ação direta da luz (lâmpadas frias) com ciclos de 12/12 h 

de luz e escuridão.  

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEAA) (Protocolo nº A013 / CEUA/ 2011), da Universidade Federal de São Carlos 

(UFSCAR). 
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4.5. Preparação nervo frênico-diafragma de camundongo (NFD) – Modelo ex 

vivo 

 

Os camundongos foram anestesiados com halotano, por via inalatória e 

posteriormente exsanguinados pela secção e sangria dos vasos cervicais.  A 

preparação nervo frênico-diafragma (Figura 8) foi retirada conforme o protocolo 

proposto por Bülbring (1946) adaptado para camundongos e colocada em cuba com 

capacidade para 5 mL contendo solução de Tyrode (solução nutritiva: pH 7,0; 

composição em mM: NaCl 137; KCl 2,7; CaCl2 1,8; MgCl2 0,49; NaH2PO4 0,42; 

NaHCO3 11,9 e Glicose 11,1) e, presa através dos músculos da costela por ganchos 

existentes na base da cuba. A temperatura foi mantida a 37C e a preparação 

aerada com carbogênio (mistura de 95% O2 e 5% CO2). Uma tensão de 5 g/cm foi 

aplicada por meio de um fio preso a porção tendinosa. O nervo frênico ficou 

sobreposto a um eletrodo que se manteve em contato com a superfície da solução 

nutritiva. O registro da contração muscular foi alcançado através do transdutor 

isométrico cat. 7003, acoplado a um fisiógrafo 2-Channel Recorder Gemini cat. 

7070, contendo amplificadores Basic Preamplifiers cat. 7080 (Ugo Basile®). Em 

seguida, a preparação, foi estimulada indiretamente, através do nervo frênico 

(estimulador fisiológico duplo ESF-15D), usando-se estímulos supraximais e 

frequência de 0,1 hertz com duração de 0,2 milisegundos.  
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Figura 8 - Esquematização do isolamento da preparação nervo frênico-diafragma. 

 

 

Fonte: Rita de Cássia Collaço e Lourdita Fazano Moraes, adaptado. 
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Após o registro em condições controle durante 15 a 20 minutos de 

estabilização da preparação, foram realizados protocolos farmacológicos. 

Realizaram-se experimentos controles com solução nutritiva de Tyrode. Em todos os 

experimentos foram utilizadas concentrações de 40 μg/mL do veneno de Bjssu e 10 

μg/mL para o veneno de Cdt, por apresentarem nestas concentrações bloqueio 

neuromuscular irreversível. A escolha destas doses foi feita após a realização de 

experimentos em estudos anteriores. 

 

 

4.5.1. Controles Experimentais dos Fitoquímicos  

 

Realizaram-se experimentos controles com os diversos fitoquímicos 

ensaiados farmacologicamente (Lupeol, Betulina, 28-Hidroxilupenona, Lupenona, 

Ácido Vanílico, Vanilina, Ácido Protocatecuico, 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona).  

Estabeleceu-se que a concentração dos fitoquímicos a ser estudada fosse de 200 

g/mL (1 mg/ 5 mL – volume da cuba donde se encontra a preparação), só devendo-

se buscar outras concentrações quando a eleita apresentasse como alteração na 

resposta basal, o bloqueio neuromuscular. 

 

 

4.5.2. Ensaios de neutralização da atividade bloqueadora do VBjssu – NFD 

 

Para os ensaios de neutralização com o veneno de Bjssu (40 μg/mL) os 

fitoquímicos utilizados na concentração de 200 g/mL foram os seguintes: Lupeol, 

Betulina, 28-Hidroxilupenona, Lupenona, Ácido Vanílico, Ácido Protocatecuico e 

3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona.  O fitoquímico Vanilina apresentou bloqueio 

neuromuscular na concentração 200 g/mL e por isto foram testadas as 

concentrações de 100 g/mL, 50 g/mL e 25 g/mL. A concentração eleita para os 

ensaios de neutralização foi a de 50 g/mL. 

Misturas do VBjssu-Fitoquímicos e VBjssu-AVB foram pré-incubadas a 37°C, 

por 30 minutos e, posteriormente adicionados à preparação, para determinar a 

capacidade neutralizante dos fitoquímicos e do antiveneno botrópico. 
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4.5.3. Ensaios de neutralização da atividade bloqueadora do VCdt – NFD 

 

Para os ensaios de neutralização com o veneno de Cdt (10 μg/mL) foram 

selecionados os fitoquímicos que melhor neutralizaram (apresentaram maior 

atividade) o veneno de Cdt. Desta forma os fitoquímicos utilizados na concentração 

de 200 g/mL foram: Lupeol, Betulina, 28-Hidroxilupenona e Lupenona. Misturas do 

VCdt-Fitoquímicos foram pré-incubados a 37°C, por 30 minutos e, posteriormente 

adicionados à preparação, para determinar a capacidade neutralizante dos 

fitoquímicos. 

 

 

4.6. Análise Morfológica  

 

Após a exposição aos diferentes tratamentos farmacológicos por 120 minutos, 

as preparações neuromusculares foram pré-fixadas em Bouin, por 24 horas. Para 

este procedimento foi utilizado n=3 para cada protocolo. Apenas os fitoquímicos com 

que apresentaram maior significância contra os venenos de Bjssu e Cdt foram 

analisados morfologicamente. 

 

 

4.6.1. Microscopia de luz 

 

Foram confeccionadas lâminas histológicas para a análise de microscopia de 

luz das estruturas anatômicas do músculo diafragma. O tecido muscular recebeu 

fixação em solução Bouin por 24 horas e em seguida, lavado com 2 mL de hidróxido 

de sódio- NaOH- 6M (Ecibra®) diluído em aproximadamente 400 mL de água, 

executando-se trocas em intervalos de 20 minutos. Para o processo de desidratação 

é utilizado diferentes graduações alcoólicas (70%, 85%, 96% e absoluto), iniciando 

com álcool 70% onde o tecido permaneceu por no mínimo dois dias e não tendo um 

tempo máximo pré-determinado. Após esse armazenamento a desidratação foi 

iniciada, não podendo mais ser interrompida. As lavagens do tecido muscular 

seguiram-se de hora em hora com álcool etílico. A última graduação alcoólica deve 

atingir seis trocas, sendo a quinta troca overnight e a sexta feita no dia seguinte.  
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Após a desidratação do tecido muscular, deu-se início a etapa de 

diafanização, onde as preparações nervo frênico-diafragma foram colocadas em 

duas trocas de Xilol (Synth®) ficando em contato por 1 hora em cada xilol. Ao 

término, o tecido recebeu cortes em três partes aproximadamente iguais (começo, 

meio e fim).  

Logo após a divisão do tecido muscular deu-se início a etapa de inclusão. Os 

músculos diafragmas foram adicionados em diferentes frascos contendo Paraplast® 

Plus (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) mantido em estufa na temperatura de 56ºC ± 3ºC. 

Realizou-se três trocas de Paraplast® Plus de 3 em 3 horas sendo a última 

overnight. 

No dia seguinte, os tecidos musculares inclusos foram despejados em uma 

bandeja plástica deixada em superfície plana para o processo de secagem e 

solidificação do Paraplast® Plus, permanecendo nesta bandeja até a etapa da 

microtomia. Os blocos em estado sólido foram retirados da bandeja plástica e 

modelados em formato retangular e fixados em bloco de madeira. Após a fixação, 

adicionou-se um bloco ao micrótomo (Criostato 300 Ancap®) sendo desbastado em 

secções de cortes de 30 μm até atingir o músculo diafragma. Logo após segue-se 

com cortes transversais e ultrafinos de 5 µm (cortes seriados)  sendo dispostos em 

banho histológico (Ancap®) na temperatura de 39º C  3º C. Em seguida, os cortes 

foram colocados sobre uma lâmina de vidro.  

Para a etapa de desparafinização, segue-se com as lâminas organizadas em 

suportes e levadas a estufa na temperatura de 100º C por 5 minutos. Em seguida as 

lâminas foram mergulhadas em três cubas contendo xilol com quantidade suficiente 

para cobri-las, permanecendo por 5 minutos na primeira cuba e por 10 segundos na 

segunda e terceira. Segue-se com a hidratação dos cortes sendo realizada na 

sequência, mergulhando as lâminas em cubas contendo álcool etílico em 

concentrações decrescentes, iniciando com o absoluto, passando para 96%, 85%, 

70% por 10 segundos e finalizando com água corrente por 5 minutos. 

A coloração dos cortes finaliza o processo, mergulhando as lâminas em uma 

cuba contendo Hematoxilina de Harris Modificada (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) por 1 

minuto, passando por água corrente por 5 minutos e em álcool 70% por 10 

segundos. Em seguida as lâminas são passadas em outra cuba contendo Eosina em 

solução alcóolica (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) por 2 minutos e novamente por água 

corrente por 5 minutos. Após a coloração foi realizado novamente a desidratação e a 
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diafanização. Cubas contendo álcool 70%, 85%, 96%, absoluto e xilol em duas 

trocas, com o tempo de permanência de 1 minuto em cada cuba. Uma lamínula foi 

fixada sobre os cortes com Entellan (Merck®). 

Após a montagem, segue-se com análise das lâminas em microscópio óptico. 

Para realizar a contagem das células foram definidas três linhas aleatórias (Figura 

9). Após análise quantitativa do material histológico, o melhor corte da lâmina foi 

selecionado e a documentação dos resultados obtidos processada através do 

fotomicroscópio Zeiss AXIOSTAR Plus. As fotos foram retiradas em um aumento de 

400x (objetiva de 40x, onde uma barra de 1 cm=50 µm) com a câmera fotográfica 

digital Canon PowerShot A620 7.1 mega pixels. 

 

Figura 9 - Foto pronta para contagem. Corte transversal de preparação em controle Tyrode, corada 

com Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40x. 

 

 

As contagens (duplo cego) das células foram realizadas por quatro 

examinadores, seguindo critérios estabelecidos. Foram definidos os padrões de 

células normais, apresentando estrutura poligonal integra e núcleo periférico, ambos 

bem evidenciados e as lesões caracterizadas como: lesões “delta” (semelhante ao 

símbolo Δ vindo do grego), edema, células ghost ou fantasmas, representado por 

restos de membranas celulares e a condensação das miofibrilas (Figura 10). Todos 

esses tipos de células foram utilizados como parâmetro para as análises.  
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Figura 10 - Caracterização do padrão utilizado para a contagem e tipos de células normais, edema, 
condensação de miofibrilas, células ghost e lesões delta. Objetiva: 40x. 

    

       Células normais          Edema                 Condensação das miofibrilas 

    

Células ghost                     Lesão delta 

 

 

4.7. Escolha do fitoquímico para formulação de injetável e ensaios 

farmacológicos em preparação ex vivo e in situ  

 

 A partir da etapa ex vivo e análise morfológica das preparações NFD, foi 

escolhido um fitoquímico para os ensaios posteriores. Os critérios pré-estabelecidos 

foram os seguintes: 

 O fitoquímico eleito deveria apresentar maior capacidade neutralizante 

contra os efeitos de miotoxicidade e neurotoxicidade para o VBjssu em 

relação aos demais fitoquímicos; 

 Apresentar a maior capacidade neutralizante contra os efeitos de 

miotoxicidade e neurotoxicidade para o VCdt em relação aos demais 

fitoquímicos; 

 Não apresentar diferença significativa em relação ao controle Tyrode nos 

estudos morfológicos; 

 Ser disponível comercialmente.  
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4.7.1. Comparação dos efeitos de neutralização do AVB e da Betulina - NFD 

 

Estudos prévios em preparação NFD (ex vivo) foram feitos com fitoquímico 

eleito para formulação do injetável em comparação com antiveneno botrópico 

comercial. Realizaram-se experimentos controles com o fitoquímico na concentração 

de 200 g/mL (1 mg/ 5 mL) e para os experimentos controle com o antiveneno 

botrópico (AVB) a concentração empregada foi de 4 L/mL (20 L / 5mL).  

 Para os ensaios de neutralização com o soro antibotrópico a concentração 

empregada em todos os experimentos de Bjssu:AVB foram de 5:1, conforme 

descrito na bula do antiveneno botrópico do Instituto Butantan. Misturas do VBjssu-

Fitoquímico e VBjssu-AVB foram pré-incubadas a 37°C, por 30 minutos e, 

posteriormente adicionadas à preparação NFD, para determinar a capacidade 

neutralizante do fitoquímico em comparação com a do antiveneno botrópico. 

 

 

4.7.2. Preparação nervo ciático poplíteo externo-músculo tibial anterior de rato 

(NPE) 

 

 Ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg de peso 

corporal). O animal foi fixado em uma plataforma de madeira e isopor. Em seguida 

submetido à traqueostomia para possibilitar o uso do ventilador mecânico (Ugo 

Basile 7025). A ventilação empregada foi controlada e padronizada para manter um 

volume corrente de 1,2 mL/kg de peso corporal e frequência respiratória de 70 

movimentos por minuto.  Após a tricotomia e secção do tendão do músculo tibial 

anterior e do nervo ciático-poplíteo externo foi realizada a trepanação da tíbia para a 

fixação do membro a uma base de cortiça.  Pele e tecidos adjacentes foram 

divulsionados e o tendão do músculo tibial anterior esquerdo foi exposto na sua 

porção distal, seccionado, amarrado a uma linha e conectado a um transdutor 

isométrico (cat. 7003) acoplado ao fisiógrafo 2-Channel Recorder Gemini cat. 7070. 

O nervo ciático-poplíteo externo (Figura 11) foi estimulado indiretamente 

(estimulador fisiológico duplo ESF-15D), utilizando-se estímulos supramaximais e 

frequência de 0,5 hertz com duração de 0,2 milisegundos.  
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Figura 11 - Esquematização do isolamento da preparação nervo ciático-poplíteo externo-músculo 

tibial anterior de rato. 

 

Fonte: Jhones Luis Oliveira. 

 

Após o registro em condições controle durante 15 a 20 minutos de estabilização 

da preparação foram realizados protocolos farmacológicos.  

 

 

4.7.2.1. Controles Experimentais 

 

As concentrações do VBjssu foram calculadas de acordo com o peso dos 

animais. O estudo de Doin-Silva (2003) foi utilizado como referencial onde para cada 

300 g de peso corporal aplicam-se 180 μg VBjssu para cada 20 μL de solução 

salina. Desta forma, cada 1 μL de solução salina solubilizou 9 μg VBjssu. Em 

seguida, foi estabelecido o volume fixo de 120 uL devendo-se calcular de acordo 

com o peso do rato a concentração de veneno a ser administrada. Também foram 

realizados experimentos controles com solução salina. Os controles: controle-salina, 

controle-VBjssu e controle do polietilenoglicol 400 (PEG 400) foram injetados no 

músculo tibial da coxa esquerda do animal. O antiveneno botrópico (AVB) foi 

injetado intravenosamente e utilizado como controle. 
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4.7.2.2. Ensaios de neutralização da atividade bloqueadora do veneno de Bjssu 

– NPE 

 

Diferentemente do modelo ex vivo (NFD), nos experimentos do modelo in situ 

(NPE), o veneno não foi pré-incubado com o neutralizante. Para os protocolos de 

neutralização, após 15 minutos da aplicação do VBjssu no músculo tibial da coxa 

esquerda do animal, o AVB foi administrado intravenosamente (i.v.), sendo a 

concentração indicada pelo fabricante (Instituto Butantan), ou seja, na proporção de 

1:5 de AVB para o VBjssu 

 

 4.7.3. Elaboração e produção do Fitoquímico Injetável  

  

A formulação de um fitoquímico injetável (tabela 1) foi proposta pelos Profs. Dr. 

Humberto Ferraz e Dra. Helena Onishi Ferraz através de uma parceria entre a 

Universidade de São Paulo (USP) e a Universidade de Sorocaba (Uniso), sendo sua 

produção realizada na Uniso. Para a administração intravenosa deve-se garantir a 

isotonicidade da solução e estar de acordo com procedimentos preconizados nas 

farmacopéias. Desta forma através do osmômetro (Fiske Associates) a pressão 

osmótica do fitoquímico injetável foi mensurada e comparada com a pressão 

osmótica do soro fisiológico, na Universidade Estadual de Campinas.  

 

Tabela 1 - Formulação do fitoquímico injetável. 

Betulina ------------------------------ 20 mg 

PEG 400 ----------------------------- 0,3 mL 

Soro fisiológico -----qsp ---------- 1 m L 

 

  

4.8. Análise Estatística 

 

Para a avaliação estatística dos resultados farmacológicos, histológicos e 

bioquímicos utilizou-se o teste não pareado t-student, com valor p<0,05 considerado 

como significante.  Os resultados foram expressos como média + erro padrão da 

média.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Atividade neuromuscular de preparações nervo frênico diafragma de 

camundongos (NFD) - Controles Experimentais 

 

Ensaios farmacológicos foram realizados com a solução nutritiva de Tyrode 

(Figura 12), que mantém as condições fisiológicas da preparação biológica. Durante 

o protocolo experimental de 120 minutos a preparação recebeu aeração de 

carbogênio e foi mantida em banho-maria na temperatura de 37°C, sustentando a 

contração muscular. 

 

  

Figura 12 - Registro miográfico de preparação nervo frênico-diafragma de camundongo, sob estímulo 

indireto. Seta: Adição da solução nutritiva de Tyrode. L: Lavagem. Barra=tensão. 

 

 

Os venenos de Bothrops jararacussu (VBjssu) na concentração de 40 µg/mL 

(n=19) e de Crotalus durissus terrificus (VCdt) na concentração de 10 µg/mL (n =10) 

utilizados na preparação do nervo frênico-diafragma (Figura 13) causaram bloqueio 

irreversível.  

 

Figura 13 - Registros miográficos de preparações nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto, sendo (A): veneno de Bothrops jararacussu (VBjssu) com marcante contratura; seta: 

indicando adição do VBjssu; (B) veneno de Crotalus durissus. L: Lavagem. Barra=tensão. 

 

 

 

A 

B 
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5.2. Atividade neuromuscular de preparações NFD submetidas aos controles 

dos triterpenóides 

 

 A Figura 14 ilustra o efeito farmacológico dos triterpenóides, nas preparações 

neuromusculares, comparados ao controle (Tyrode). Observe o efeito facilitatório 

(aumento da amplitude da resposta contrátil) nos tempos iniciais induzidos pela 

Betulina (10–30 min.) e Lupenona (10-20min.) significativamente diferente do 

controle Tyrode (p<0,05). 

 

Figura 14 - Efeito farmacológico dos triterpenóides. Cada ponto representa a média ± erro padrão da 

média, do número de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, em relação ao 

controle Tyrode. 
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5.2.1. Neutralização do efeito bloqueador neuromuscular do VBjssu pelos 

triterpenóides - NFD 

 

Os ensaios de neutralização (Figura 15) mostraram que o efeito neurotóxico 

induzido pelo veneno de Bjssu foi neutralizado significativamente pelo tratamento 

com os triterpenóides: Lupeol, Betulina, Lupenona e 28-Hidroxilupenona, produzindo 

uma proteção ao final de 120 minutos de experimento em: 70,1% ± 7,9 (n=5); 68,3% 

± 7,0 (n=11); 45,2% ± 9,4 (n=7); 54,3% ± 5,4 (n=4), respectivamente, todos com 

p<0,05. 

 

Figura 15 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Neutralização do VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu) com os triterpenóides. 

Cada ponto representa a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados 

na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno. 
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5.2.2. Neutralização do efeito bloqueador neuromuscular do VCdt pelos 

triterpenóides - NFD  
 

Os ensaios de neutralização (Figura 16) com o veneno de Crotalus durissus 

terrificus (VCdt) foi neutralizado significativamente pelo tratamento com os 

triterpenóides: Betulina e Lupenona, produzindo uma proteção ao final de 120 

minutos de experimento em: 39,5%  ± 8,9 (n=9); 49,5% ± 8,1 (n=4), 

respectivamente. Os triterpenóides, Lupeol (n = 6) e 28-Hidroxilupenona (n = 4) não 

apresentaram proteção contra o veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt).  

 

Figura 16 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Neutralização do veneno de Cdt (Crotalus durissus terrificus) exercida por Betulina 

e Lupenona. Os triterpenóides: Lupeol e 28-Hidroxilupenona não protegeram. Cada ponto representa 

a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, 

p<0,05, comparado ao veneno.  
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5.2.3. Análise morfológica em preparações NFD incubadas com os venenos de 

Bjssu e Cdt e neutralizações com os triterpenóides 

 

Os resultados foram expressos (tabela 2) através da análise estatística t-

student com um p<0,05 considerado significativo, sendo que os índices de danos 

morfológicos (IDMs) foram: Controle Tyrode (9,7% ± 1,6; n=3), Betulina (16% ± 1; 

n=3), Lupeol (13% ± 2,6; n=3), Lupenona (22% ± 3; n=3), Bjssu (50,27% ± 5,4; n=3) 

e Cdt (43,9% ± 4,1; n=3). Nos ensaios de neutralização do VBjssu pelos 

triterpenóides Betulina e Lupeol, os IDMs foram de (18% ± 2,4; n=3) e (24% ± 3,7; 

n=3). Nos ensaios de neutralização do VCdt pelos triterpenóides Betulina e 

Lupenona os IDMs foram de (13% ± 2,6;  n=3) e (27% ± 3,2; n=3), respectivamente. 

 

Tabela 2 - Índices de danos morfológicos em preparações NFD. 

                     Protocolos                                                                      Alterações (%) 

                        Tyrode (n=3)                                                 9,7 % ± 1,6  

               Betulina (n=3)                                                 16% ± 1 

                        Lupeol (n=3)                                                 13% ± 2,6  

                     Lupenona (n=3)                                                 22% ± 3* 

                        VBjssu (n=3)                                                 50,27% ± 5,4* 

                          VCdt (n=3)                                                 43,9% ± 4,1* 

        Betulina:VBjssu (n=3)                         18% ± 2,4**   

                Betulina:VCdt (n=3)               13% ± 2,6** 

                Lupeol:VBjssu (n=3)             24% ± 3,7** 

             Lupenona:VCdt (n=3)                       27% ± 3,2**  

(n=número de experimentos realizados) 

(*Apresentam diferença significativa em relação ao controle Tyrode - p< 0,05);  

(** Apresentam diferença significativa em relação ao VBjssu ou VCdt  - p< 0,05). 

 

 

A seguir (Figuras 17, 18 e 19) mostram-se secções transversais das 

preparações NFD após 120 minutos de incubação sob condições controle (Tyrode, 

Triterpenóides, VBjssu e VCdt) e ensaios de neutralização (triterterpenóides : VBjssu 

e triterterpenóides : VCdt). 
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Figura 17 - Fotomicrografias de cortes transversais de preparações NFD, sendo: (A) Controle Tyrode, 

(B) Betulina, (C) Lupeol, (D) Lupenona, apresentando os danos morfológicos: e (edema), CM 

(condensação das miofibrilas) e LD (lesão delta). 
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Figura 18 - Fotomicrografias de cortes transversais de preparações NFD, sendo: (E) VBjssu (veneno 

de Bothrops jararacussu), (F) VBjssu + Betulina, (G) VBjssu + Lupeol, apresentando os danos 

morfológicos: e (edema), LD (lesão delta), CG (células ghost), CM (condensação das miofibrilas) e  

RN (região necrótica).  

 

 

 

 

 

O veneno de Bjssu produz lesões nas fibras musculares como edema, lesão 

delta, células ghost, condensação das miofibrilas e mionecrose, apresentando 

diferença significativa em relação aos controles Tyrode, Lupeol e Betulina (p<0,05). 

Para os ensaios de neutralização, utilizando Betulina e Lupeol, ambos mostraram 

proteção contra a miotoxicidade induzida pelo VBjssu. A porcentagem de fibras com 

lesões tiveram diferença significativa em relação ao controle Tyrode. A neutralização 
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da Betulina não apresentou diferença significativa em relação ao seu próprio 

controle, diferentemente da neutralização do Lupeol, onde houve diferença 

significativa em relação ao controle. 

  

Figura 19 - Fotomicrografias de cortes transversais de preparações NFD, sendo: (H) Crotalus 

durissus terrificus (Cdt), (I) Cdt + Betulina, (J) Cdt + Lupenona, apresentando os danos morfológicos: 

e (edema), LD (lesão delta) e CM (condensação das miofibrilas).  
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diferença significativa em relação aos controles Tyrode, Betulina e Lupenona 

(p<0,05). Para os ensaios de neutralização, utilizando Betulina e Lupenona, ambos 

mostraram proteção contra a miotoxicidade induzida pelo VCdt. A porcentagem de 

fibras com lesões para a neutralização com Betulina não tiveram diferença 

significativa em relação ao controle Tyrode e ao seu próprio controle, diferentemente 

da neutralização com Lupenona onde houve diferença significativa em relação ao 

controle Tyrode, mas não em relação ao seu próprio controle. 
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5.3. Atividade neuromuscular de preparações NFD submetidas aos controles 

dos ácidos fenólicos 

 

 A Figura 20 ilustra o efeito farmacológico dos ácidos fenólicos (Ácido Vanílico, 

Vanilina e Ácido Protocatecuico), nas preparações neuromusculares, comparados 

ao controle (Tyrode). Observe o efeito facilitatório (aumento da amplitude da 

resposta contrátil) nos tempos iniciais induzidos pela Vanilina (10–40 min.) 

significativamente diferente do controle Tyrode (p<0,05). 

 

Figura 20 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Controle dos ácidos fenólicos. Cada ponto representa a média ± erro padrão da 

média, do número de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, em relação ao 

controle Tyrode.  
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Conforme preconizado, a concentração dos fitoquímicos a ser estudada foi de 

200 g/mL. Dos ácidos fenólicos apenas a vanilina apresentou bloqueio 

neuromuscular nesta concentração, desta forma a dose de 50 g/mL é que foi 

utilizada para os ensaios de neutralização. 
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5.3.1. Neutralização do efeito bloqueador neuromuscular do VBjssu pelos 

ácidos fenólicos - NFD 

 

Os ensaios de neutralização (Figura 21) mostraram que o efeito neurotóxico 

induzido pelo VBjssu foram hostilizados parcialmente e significativamente pelo 

tratamento com os ácidos fenólicos: Ácido Vanílico, Vanilina e Ácido Protocatecuico, 

produzindo uma proteção ao final de 120 minutos de experimento em: 53,9% ± 3,1 

(n=4); 27,9% ± 1,8 (n=4); 23,6% ± 3,6 (n=4), respectivamente. Dos ácidos fenólicos 

o Ácido Vanílico demonstrou ser o melhor agente neutralizante contra os efeitos 

induzidos pelo VBjssu. 

 

Figura 21 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Neutralização do VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu) com ácidos fenólicos.  

Cada ponto representa a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados 

na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno.  
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 5.4. Atividade neuromuscular de preparações NFD submetidas ao controle do 

flavonóide (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona) 

 

A Figura 22 ilustra o efeito farmacológico do flavonóide 3',7,8-Trihidroxi-4'-

metoxi-isoflavona nas preparações neuromusculares, comparado ao controle 

(Tyrode). Observe o tênue bloqueio neuromuscular produzido pelo flavonóide 

significativamente diferente do controle Tyrode (p<0,05).  

 

Figura 22 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Controle do flavonóide (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona). Cada ponto 

representa a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados na legenda da 

figura. *, p<0,05, em relação ao controle Tyrode.  
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Apesar de tênue o bloqueio produzido pelo 3',7,8- Trihidroxi-4'-metoxi-

isoflavona a concentração de 200 µg/mL foi mantida para os ensaios 

farmacológicos.  
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5.4.1. Neutralização do efeito bloqueador neuromuscular do VBjssu pelo 

flavonóide (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona) - NFD 

 

Os ensaios de neutralização (Figura 23) mostraram que o efeito neurotóxico 

induzido pelo VBjssu foi neutralizado significativamente pelo tratamento com o 

flavonóide: 3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona, produzindo uma proteção ao final 

de 120 minutos de experimento em: 83,8% ± 5,0 (n=4).  

 

Figura 23 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Neutralização do VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu) com o flavonóide. Cada 

ponto representa a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados na 

legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno.  
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5.4.2. Análise morfológica em preparações NFD com o VBjssu e neutralização 

com o flavonóide (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona) 

 

Os resultados foram expressos através da análise estatística t-student com 

um p<0,05 considerado significativo, sendo que os índices de danos morfológicos 

(IDMs) foram: Controle Tyrode (9,7% ± 1,6; n=3) 3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona 

(9,2% ± 1,7; n=3). Não houve diferença significativa do tratamento com o flavonóide 

em relação ao controle Tyrode. O veneno Bjssu (50,27% ± 5,4; n=3) apresentou 

diferença significativa em relação ao controle Tyrode e 3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-

isoflavona. Nos ensaios de neutralização do VBjssu com o flavonóide 3’,7,8-

Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona , os IDMs foram de (17,9% ± 2,4; n=3). 

 

Tabela 3 - Índices de danos morfológicos em preparações NFD. 

                     Protocolos                                                                      Alterações (%) 

                Controle Tyrode (n=3)                                     9,7 % ± 1,6  

    3',7,8-Trihidroxi-4'- metoxi-isoflavona (n=3)                    9,2 % ± 1,7  

                Veneno de Bjssu (n=3)                                   50,27% ± 5,4* 

    3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona + Bjssu (n=3)                         17,0 % ± 3,4** 

(n=número de experimentos realizados) 

(*Apresentam diferença significativa em relação ao controle Tyrode - p< 0,05);  

(** Apresentam diferença significativa em relação ao VBjssu - p< 0,05). 

 

O veneno de Bjssu produz lesões nas fibras musculares como edema, lesão 

delta, células ghost, condensação das miofibrilas e mionecrose, apresentando 

diferença significativa em relação aos controles Tyrode e 3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-

isoflavona (p<0,05). Nos ensaios de neutralização, o flavonóide Trihidroxi-4'-

Dimetoxiisoflavona demonstrou proteção contra a miotoxicidade induzida pelo 

VBjssu. A porcentagem de fibras com lesões tiveram diferença significativa em 

relação ao controle Tyrode e em relação ao seu próprio controle (3',7,8-Trihidroxi-4'- 

metoxi-isoflavona).  

A seguir (Figura 24) mostram-se secções transversais das preparações NFD 

após 120 minutos de incubação sob condições controle (Tyrode, 3',7,8-Trihidroxi-4'- 

metoxi-isoflavona e VBjssu) e ensaios de neutralização (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-

isoflavona:VBjssu). 
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Figura 24 - Fotomicrografias de cortes transversais de preparações NFD,  sendo: (A) Controle 

Tyrode, (B) VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu), (C) 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona , (D) 

VBjssu + 3',7,8-Trihidroxi-4-metoxi-isoflavona, apresentando os danos morfológicos: e (edema), LD 

(lesão delta), CG (células ghost), CM (condensação das miofibrilas), CG (células ghost) e  RN (região 

necrótica).  
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5.5. Atividade neuromuscular em preparações NFD submetidas aos controles 

do antiveneno botrópico (AVB) e do triterpenóide (Betulina) 

 

A Figura 25 ilustra o efeito farmacológico do triterpenóide comparado ao 

controle (Tyrode) e antiveneno botrópico comercial (AVB). Observe o efeito 

facilitatório (aumento da amplitude da resposta contrátil) nos tempos iniciais 

induzidos pela Betulina (10–30 min.) significativamente diferente do controle Tyrode 

e do AVB (p<0,05). 

  

Figura 25 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Controle da Betulina e do antiveneno botrópico comercial (AVB). Cada ponto 

representa a média ± erro padrão da média, do número de experimentos (n) mostrados na legenda da 

figura. *, p<0,05, em relação ao controle Tyrode.  
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5.5.1. Neutralização do efeito bloqueador neuromuscular do VBjssu pelo 

antiveneno botrópico e pelo triterpenóide (Betulina) 

 

Os ensaios de neutralização (Figura 26) mostraram que o efeito neurotóxico 

induzido pelo VBjssu foram hostilizados significativamente pelo triterpenóide Betulina 

e  AVB, produzindo uma proteção ao final de 120 minutos de experimento em: 

68,3% ± 7,0 (n=11); 72,6%  ± 3,4 (n=4) respectivamente. Observe o efeito 

facilitatório (aumento da amplitude da resposta contrátil) nos tempos iniciais 

induzidos pela Betulina (10–30 min.) significativamente diferente do controle Tyrode 

(p<0,05). Não houve diferença significativa do tratamento com a Betulina em relação 

ao AVB.   

 

Figura 26 - Efeito farmacológico em preparação nervo frênico-diafragma de camundongos, sob 

estímulo indireto. Neutralização do VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu) com a Betulina e 

antiveneno botrópico comercial (AVB).  Cada ponto representa a média ± erro padrão da média, do 

número de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno.  
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5.6. Screening Farmacológico em preparações nervo ciático poplíteo externo-

músculo tibial anterior de rato (NPE), submetidas aos controles salina, 

antiveneno botrópico e do agente solubilizante polietilenoglicol 400 

 

  O efeito farmacológico do AVB é comparado ao controle salina (Figura 27 A e 

B) na preparação NPE durante 120 min. de experimento. Foi observado que o 

controle salina produz um tênue efeito facilitatório durante todo o protocolo e sendo 

significativamente diferente (p<0,05) do controle do AVB que apresenta uma 

resposta contrátil estável em 100% até o final do protocolo (120 min.).  

Para a formulação da Betulina Injetável, o PEG 400 foi adicionado para 

solubilização deste fitoquímico, sendo realizado um screening (Figura 27 C) para 

observação de seu efeito farmacológico. Foram injetados 150 µL de PEG 400 no 

músculo tibial da coxa esquerda do animal que produziu ao longo dos 120 min. uma 

resposta contrátil de 91,67% sendo significativamente diferente (p<0,05) do controle 

salina. 

 

Figura 27 - Registro miográfico da preparação nervo ciático poplíteo externo-músculo tibial anterior 
de rato (NPE), sob estímulo indireto. (A) Controle salina; (B) Controle de antiveneno botrópico (AVB); 
(C) Controle de polietilenoglicol 400 (PEG 400). Seta: indicando o momento da adição. Barra=tensão. 
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5.6.1. Resposta da atividade neuromuscular de preparações NPE submetidas 

aoa controle salina, VBjssu e neutralização com antiveneno botrópico (AVB) 

 

Observe na Figura 28 que a preparação submetida ao controle salina, apesar 

de apresentar um tênue efeito facilitatório (102,7% ± 3,9 – n=4), mantém 

estabilidade nas respostas contráteis na preparação NPE de rato. Os animais que 

receberam a injeção de Bjssu apresentaram uma diminuição significativa da 

resposta contrátil a partir dos 10 min. permanecendo até o final do experimento 

(120min.). 

Para os ensaios de neutralização do VBjssu, o AVB foi administrado 

intravenosamente sendo infundido em 30 minutos. Foram seguidos protocolos 

preconizados de soroterapia (BRASIL, 2001). O resultado mostrou que o efeito 

neurotóxico induzido pelo VBjssu foi neutralizado significativamente pelo AVB, 

produzindo uma proteção ao final de 120 min. de experimento em: 92,2% ± 0,45 

(n=4).  

 

Figura 28 - Efeito farmacológico da preparação nervo ciático poplíteo externo-músculo tibial anterior 
de rato (NPE), sob estímulo indireto. Resposta contrátil do controle salina, ação neuromuscular do 
VBjssu e neutralização do VBjssu (veneno de Bothrops jararacussu) com antiveneno botrópico 
comercial (AVB). Cada ponto representa a média ± erro padrão da média, do número de 
experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno.  
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5.7. Elaboração e produção do Fitoquímico Injetável de Betulina  

 

  A formulação do fitoquímico injetável de Betulina (Figura 29) foi preparada em 

balão volumétrico. Após, a solução foi filtrada com membrana de 0,22 µM. Em 

seguida, a formulação foi diretamente transferida para uma ampola estéril. A 

isotonicidade da solução de Betulina injetável foi avaliada através da mensuração da 

pressão osmótica em comparação com a pressão osmótica do soro fisiológico.  

 

Figura 29 - Desenho experimental demonstrando as etapas de formulação do fitoquímico injetável de 

Betulina. 

 

 

Utilizando o osmômetro (Fiske Associates) às leituras da pressão osmótica do 

soro fisiológico e do fitoquímico injetável de Betulina obtidas foram às seguintes: 

Soro Fisiológico - 281 miliosmol por litro (mOsm/L); 

Soro Fisiológico - 283 mOsm/L; 

Betulina Injetável - 3162 mOsm/L; 

Betulina Injetável - 3134 mOsm/L. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Os venenos de serpentes contêm mais de 20 componentes orgânicos e 

inorgânicos, sendo que cerca de 90% são proteínas enzimáticas ou não 

enzimáticas, como as fosfolipases, metaloproteases hemorrágicas e outras enzimas, 

além de carboidratos, lipídios, aminas biogênicas, nucleotídeos, aminoácidos e 

peptídeos (DEUTSCH; DINIZ, 1955; IWANAGA; SUZUKI, 1979; BJARNASON; FOX, 

1988/89). 

O veneno da Bothrops jararacussu apresenta em sua composição 

componentes tais como fosfolipases A2 miotóxicas, metaloproteinases e sua 

principal fração, a Bothropstoxina-I (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; 

GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000). As metaloproteinases são uma família numerosa 

de enzimas proteolíticas dependentes de zinco que exercem múltiplos efeitos 

deletérios, em nível local, como hemorragias (BORKOW, GUTIÉRREZ; OVADIA, 

1993; FRANCESCHI et al., 2000), mionecrose (RUCAVADO et al., 1995), edema 

(GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995), formação de bolhas (RUCAVADO, NÚÑEZ; 

GUTIÉRREZ, 1998), dermonecrose (GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000), e atividades 

pró-inflamatórias (RUCAVADO et al., 2002). As metaloproteinases também atuam no 

nível sistêmico, provocando hemorragia, coagulação, defibrinogenação, e inibição da 

agregação plaquetária (KAMIGUTI et al., 1996). Apesar deste veneno não conter em 

sua composição neurotoxinas que provoquem efeitos neurotóxicos, exibe um 

importante bloqueio neuromuscular em preparações nervo-frênico diafragma de 

camundongo (HELUANY et al., 1992). 

Diferentemente, o veneno de Crotalus durissus terrificus apresenta em sua 

composição toxinas, enzimas e peptídeos, sendo os componentes mais abundantes 

as fosfolipases e as neurotoxinas (NOGUEIRA; SAKATE, 2004). Quatro diferentes 

grupos de toxinas compõem este veneno sendo elas: crotoxina, crotamina, giroxina 

e convulxina (AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 2009). Estes componentes 

conferem a este veneno três ações principais: neurotoxicidade, miotoxicidade e 

coagulabilidade. A crotoxina é o componente mais abundante do veneno do gênero 

Crotalus. Trata-se de um composto neurotóxico composto por duas subunidades, a 

Crotoxina A (uma crotapotina) e a Crotoxina B (uma fosfolipase A2) (BANCHER; 

ROSA; FURLANETO et al., 1973), sendo o principal efeito desta PLA2, o bloqueio da 

neurotransmissão pré e pós-sinapse (LAGO et al., 2004). A crotamina é uma 
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miotoxina caracterizada pela sua ação sobre células musculares esqueléticas, 

causando danos ou morte destas células (OWNBY, 1998). A giroxina é um 

componente pouco estudado do veneno de cascavel; os principais efeitos da ação 

desta toxina são a hipoatividade seguida de arreflexia e imobilidade (TORRENT et 

al., 2007). A convulxina recebeu este nome, pois, acreditava-se ser a responsável 

pelas convulsões e distúrbios respiratórios apresentadas nos pacientes (PRADO-

FRANCESCHI; VITAL BRAZIL, 1981). 

Neste trabalho 4 fitoquímicos denominados triterpenóides, foram extraídos 

das frações hexano e diclorometano da D. alata e ensaiados com os venenos de 

Bothrops jararacussu e de Crotalus durissus terrificus. Todos exibiram habilidade em 

neutralizar os efeitos do VBjssu, assim como Lupenona e Betulina para o VCdt. Na 

literatura, os triterpenóides também são descritos como saponinas triterpênicas. As 

saponinas mais frequentemente encontradas na natureza possuem 30 átomos de 

carbono e núcleo triterpênico, podendo ser originado dependendo do rearranjo, 

triterpenos tetracíclicos e os triterpenos pentacíclicos (ABE; ROHMER; 

PRESTWICH, 1993). O comportamento anfifílico das saponinas e a capacidade de 

formar complexos com fosfolipídeos de membranas, esteróides e proteínas 

determinam um número variado de propriedades biológicas para essas substâncias 

(JENTSCH; SPIEGL; FUCHS, 1961).  Desta forma, supõe-se neste estudo que o 

efeito protetor dos triterpenóides contra o VBjssu e  VCdt, se dê através da formação 

de complexos com as proteínas presentes nos venenos, no entanto, deve ser levado 

em consideração as características bioquímicas de ambos os venenos, assim como 

as características químicas de cada um dos triterpenóides estudados.  

Até agora, poucos triterpenóides apresentaram propriedades antiofídicas. O 

acetato de lupeol demonstrou neutralizar significativamente a letalidade, hemorragia, 

edema e fosfolipase A2 induzidos pelo veneno de Daboia russelii. Também 

demonstrou habilidade em neutralizar a letalidade, cardiotoxicidade, neurotoxicidade 

e alterações respiratórias induzidas pelo veneno de Naja kaouthia em modelos 

animais (CHATTERJEE; CHAKRAVARTY; GOMES, 2006). O ácido betulínico foi 

relatado por ter diversos efeitos farmacológicos, incluindo atividades antitumorais e 

ações antiinflamatórias, além de exibir potencial para inibir a fosfolipase A2 do 

veneno de Naja nigricollis (TSENG; LIU, 2006). Os triterpenóides extraídos da 

Baccharis uncinella DC. (Asteraceae) popularmente conhecida como vassoura, 
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exibiram efeitos antiinflamatórios contra reações inflamatórias induzidas por 

fosfolipase A2 do veneno de Crotalus durissus terrificus (ZALEWSKI et al., 2011).  

A Betulina, segundo SOUZA; FELFILI (2006) apresenta atividade 

antiinflamatória e mostra ser um potente inibidor da fosfolipase A2. Partindo-se de 

premissas que substâncias com ação antiinflamatória tem elevado potencial 

antiofídico (SOARES et al., 2005), pressupõe-se sua potencial capacidade de 

proteção contra os efeitos dos venenos de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus 

terrificus, aqui demonstrados. Além disso, através da análise morfológica foi 

verificado que a Betulina é o triterpenóide que melhor protege contra os efeitos de 

miotoxicidade e neurotoxicidade em preparações neuromusculares ex vivo para 

ambos os venenos. A Betulina também apresentou ação facilitadora na junção 

neuromuscular. Fitoquímicos que induzem efeitos facilitadores na junção 

neuromuscular são pouco relatados na literatura, provavelmente porque suas 

propriedades medicinais estão focadas em outras áreas de interesse. BASU et al., 

(2005) foram os pioneiros no estudo da ação facilitadora de fitoquímicos. Eles 

mostraram que a fração teaflavina de chá preto foi responsável por este efeito na 

junção mioneural esquelética, pelo mecanismo envolvendo cálcio e óxido nítrico 

como fatores moduladores da resposta contrátil.  Assim, o mecanismo de facilitação 

exibido pela Betulina merece esclarecimentos em estudos posteriores.  

Neste trabalho a Betulina foi eleita para formulação de um injetável. No 

entanto, a formulação obtida apresentou alta osmolaridade, não podendo ser 

administrada intravenosamente. Os líquidos (soluções)  injetados pela via 

intravenosa devem sempre ser isosmóticos e neste caso a bibliografia assume 

valores que estão em torno de 285-310 mOsm/L. Soluções hiperosmóticas quando 

infundidas intravenosamente levam à lesões vasculares, podendo ocorrer perda de 

células do endotélio venoso, reação inflamatória local, edema ou trombose, 

ocasionando uma flebite que também poderá levar a coágulos sanguíneos 

dificultando a circulação do sangue. Neste sentido, para minimizar ou evitar danos 

vasculares, a Infusion Nurses Society (INS) estadia o risco de se desenvolver flebite 

atendendo à osmolaridade da solução. Soluções com uma osmolaridade menor que 

450 mOsm/L apresentam baixo risco; entre 450-600 mOsm/L apresentam risco 

moderado e acima de 600 mOsm/L apresentam alto risco (STRANZ; KASTANGO, 

2002). Como a formulação da Betulina injetável apresentou uma pressão osmótica 
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acima de 3000 mOsm/L tornou-se claro que a solução não poderia ser administrada 

intravenosamente, pelo elevado risco de causar dano vascular. 

Ainda assim, ensaios de neutralização em modelo in situ com o VBjssu e com 

o antiveneno botrópico foram conduzidos. Os resultados obtidos deixaram claro que 

a via intravenosa também se mostra uma eficaz via de administração para 

experimentação. Neste sentido, observou-se que a eficácia da neutralização do 

veneno está relacionada ao tempo em que o soro antibotrópico é administrado. 

Quando infundido em 30 minutos, conforme os protocolos preconizados de 

soroterapia (BRASIL, 2001), obteve-se sucesso em todos os ensaios realizados.  

Os compostos fenólicos estão amplamente distribuídos no reino vegetal. São 

definidos como substâncias que possuem um anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais (SERAFINI; MAIANI; 

FERRO-LUZZI, 1997). Podem ser formados a partir de duas rotas biogenéticas: pela 

via do ácido chiquímico a partir de carboidratos ou pela via do acetato-polimalato a 

partir da acetil-coenzima A ou malonil-coenzima A. A origem biogenética determina o 

padrão de substituição do composto fenólico resultante. Desta forma, pela via do 

ácido chiquímico obtêm-se compostos com grupos hidroxilas em posição orto, que 

se formam a partir do ácido cinâmico ou benzóico, dando origem aos ácidos 

fenólicos. Por outro lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos 

hidroxilas dispostos em meta, como é o caso dos flavonóides (SIMÕES, 2000). 

Diversos flavonóides exibem ação antiofídica. Eles são descritos por terem a 

habilidade de ligar-se aos polímeros biológicos, e têm mostrado inibir PLA2 (MORS 

et al., 2000).  O efeito inibitório da rutina que foi isolada da planta Phyllanthus 

klotzchianus demonstrou eficiência contra os venenos de Vipera russelli e Crotalus 

atrox (CHIPPAUX et al., 1997). Segundo CINTRA-FRANCISCHINELLI et al. (2008b) 

o extrato metanólico de Casearia sylvestris demonstrou habilidade contra o veneno 

de Bothrops jararacussu e foi sugerido que esta proteção deveria ocorrer através de 

um fitocomplexo contendo rutina. Outro exemplo são os constituintes de Primula 

denticulata sendo eles: primetina, quercetina, hesperidina, quercitrina, isoquercitrina, 

luteolina, canferol, e apigenina. Todos estes flavonóides mencionados mostram a 

característica estrutural da proximidade do grupo hidroxila fenólica no átomo de 

carbono 5 e a carbonila pirônica (MORS et al., 2000).  

O flavonóide 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona, estudado neste trabalho, 

também exibiu atividade antiofídica contra o veneno de Bothrops jararacussu, 
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corroborando com estudos retroativos executados por Puebla et al. (2010) que 

descreveram que a subfração F7 da D. alata era a que exibia maior atividade contra 

os efeitos do VBjssu. Nesta fração estavam presentes os fitoquímicos, Ácido 

Vanílico, 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona e 3 ', 4', 6-trihydroxyaurona. A 

pequena quantidade do 3’,7,8-Trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona obtida pelo 

fracionamento da D. alata e sua não disponibilidade comercial nos levaram a não 

investir neste fitoquímico em testes contra o veneno de Crotalus durissus terrificus. 

Uma diversidade de compostos fenólicos vem sendo descritos por suas 

atividades farmacológicas podendo-se citar: ação bactericida, fungicida, antiviral, 

inibição da peroxidação de lipídeos e sequestrador de radicais livres e ação 

antitumoral (SIMÕES et al., 2007). 

Eles também vêm sendo estudados como potenciais antiofídicos. Isoladas de 

uma planta popularmente chamada “cabeça-de-negro” a cabenegrina A-I e A-II são 

os principais ingredientes do “Específico Pessoa”, um remédio usado popularmente 

no Nordeste do Brasil contra envenenamento por picada de serpente (NAKAGAWA 

et al., 1982). O edunol foi isolado de Harpalyce brasiliana, uma planta também 

encontrada no Nordeste Brasileiro e usada contra picada de serpente. Este 

composto apresenta atividade antimiotóxica e antiproteolítica contra peçonha de 

Bothrops jararacussu, além de expressiva propriedade inibitória de PLA2 (DA SILVA 

et al., 2004).  

A wedelolactona um tipo de cumestano, foi encontrada por ser ativa contra 

peçonhas da Crotalus durissus terrificus, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e 

Lachesis muta, além de serpentes da América do Norte, como Crotalus viridis viridis 

e Agkistrodon contortrix (MELO et al., 1994; MORS et al., 2000). Estes cumestanos, 

isolados de Eclipta prostrata, e alguns de seus derivados sintéticos estão entre os 

produtos mais ativos. A concentração 30 μM de wedelolactona antagonizou a 

liberação de creatinoquinase (CK) induzida pela peçonha de Bothrops jararacussu 

no músculo esquelético (DA SILVA et al., 2001). 

O ácido 2-hidroxi-4-metoxibenzóico isolado e purificado do extrato metanólico 

da raiz de Hemidesmus indicus neutralizou a inflamação induzida pela peçonha de 

Vipera russelli. Este composto puro potencializou a neutralização do efeito letal da 

peçonha pelo antissoro comercial equino polivalente em modelos experimentais 

(ALAM; GOMES, 1998). O ácido elágico isolado do extrato aquoso de C. sylvestris 
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inibiu os efeitos miotóxicos e edematogênicos provocados pela PLA2, Asp49 BthTX-

II, isolada do VBjssu (DA SILVA, 2008). 

Os ácidos fenólicos estudados neste trabalho (Ácido Vanílico, Vanilina e 

Ácido Protocatecuico) foram obtidos comercialmente, mas estão disponíveis em 

pequena quantidade na D. alata. Mors et al. (2000) afirmam que dos derivados do 

Ácido Benzóico, o Ácido 2,4-dihidroxibenzoico e 3,4 - Ácido Di-hidroxibenzóico ou o 

Ácido Protocatecuico foram os mais ativos desta categoria contra os efeitos do 

veneno de Bothrops jararacussu. Nos experimentos realizados neste trabalho o 

Ácido Protocatecuico, exibiu pouca ou baixa atividade antibotrópica. Essas 

diferenças podem ser consideradas como decorrentes de modelos experimentais 

diferentes. Em experimentos in vivo, podem ocorrer reações do organismo do animal 

que tem condições de utilizar mecanismos de defesa para neutralizar agressões ao 

seu organismo, enquanto no modelo ex vivo, a interação se dá apenas entre o 

veneno e o músculo isolado (ROSTELATO-FERREIRA, 2007).  

O mecanismo de ação de todos os compostos fenólicos estudados 

(flavonóides e ácidos fenólicos) não é claro e exige maiores investigações. No 

entanto todos os fitoquímicos ensaiados neste trabalho são tidos como polifenóis, ou 

seja, substâncias caracterizadas por possuírem uma ou mais hidroxilas ligadas a um 

anel aromático. Além disso, os compostos fenólicos vêm sendo relatados como 

substâncias antioxidantes, por possuírem uma estrutura ideal para o sequestro de 

radicais. Atribui-se o efeito antioxidante das plantas aromáticas devido a presença 

de grupamentos hidroxilas em seus compostos fenólicos (SCHAHIDI; JANITHA; 

WANASUNDRA, 1992). A atividade antioxidante dos compostos fenólicos depende 

da sua estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: reatividade como agente 

doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade em 

frente a outros antioxidantes, solubilidade e interação com as membranas e 

capacidade de quelar metais de transição (BARREIROS et al, 2000). Os 

componentes inorgânicos mais comuns em venenos de serpentes são: Ca, Cu, Fe, 

K, Mg, Mn, Na, P, Co e Zn. Alguns destes componentes exercem função de 

mantenedores de estabilidade estrutural de certas proteínas, como as 

metaloproteinases, que são fatores hemorrágicos e outros funcionam como 

catalisadores em funções enzimáticas específicas (FRIEDERICH; TU, 1971; 

BJARNASON; FOX, 1988/89). Neste sentido supõem-se, através deste trabalho, 

que um possível mecanismo de ação dos compostos fenólicos ocorre pela 
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capacidade que estes fitoquímicos possuem em quelar os metais de transição 

disponíveis no veneno aqui estudado (VBjssu). 

A busca por plantas que concentrem os principais fitoquímicos (nas folhas, 

cascas, raízes, caules, etc.), capazes de neutralizar os efeitos de venenos ofídicos, 

tem recebido atenção especial (MORS et al., 2000) pois, além de reconhecer o 

potencial antiofídico do vegetal, agregam valor medicinal à planta e contribuem para 

a sua preservação. Nas últimas décadas, diversos estudos demonstraram que a 

flora brasileira possui uma ampla variedade de plantas medicinais com potencial 

antiofídico que podem ser utilizadas no futuro como drogas ou como modelo para 

drogas de interesse médico científico (COSTA, 2010).  

 Por fim, este trabalho traz contribuição para a ciência e também para a saúde 

pública, uma vez que os fitoquímicos estudados neste modelo experimental que 

exibiram atividade antiofídica poderão futuramente ser utilizados para complementar 

a soroterapia em acidentes ofídicos. Neste sentido ensaios futuros em outros 

modelos experimentais bem como, o interesse de outras especialidades como a 

tecnologia farmacêutica, devem ser despertados para que seja possível avançar em 

novas terapias alternativas e inovadoras, tanto na área clínica como na veterinária 

(LANS et al., 2001).   
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7. CONCLUSÃO 
 

Os triterpenóides estudados (Lupeol, Betulina, 28-OH-Lupenona e Lupenona) 

exibem diferentes graus de proteção para o VBjssu, sendo Lupeol e Betulina os que 

apresentam maior habilidade contra este veneno. Para o VCdt, os melhores agentes 

neutralizantes foram Lupenona e Betulina. Porém, através da análise morfológica 

verificou-se ser a Betulina o triterpenóide que melhor protege contra os efeitos de 

miotoxicidade e neurotoxicidade em preparações neuromusculares ex vivo para 

ambos os venenos. 

Nos ensaios de neutralização contra o VBjssu em modelo ex vivo, ficou 

demonstrado não haver diferença significativa do tratamento com a Betulina em 

relação ao AVB.  

 A formulação do fitoquímico injetável de Betulina apresentou alta 

osmolaridade, não podendo ser administrada pela via intravenosa, na formulação 

estudada. 

Os ensaios de neutralização em modelo in situ com o VBjssu e com o 

antiveneno botrópico injetado pela via intravenosa é eficaz quando infundido 

segundo os protocolos preconizados de soroterapia.  

Todos os ácidos fenólicos (Ácido Vanílico, Vanilina e Ácido Protocatecuico) 

neutralizam de forma parcial e significativa os efeitos induzidos pelo VBjssu em 

modelo ex vivo, sendo o Ácido Vanílico o fitoquímico que melhor exibe atividade 

contra os efeitos deste veneno.  

O flavonóide ensaiado neste estudo (3',7,8-Trihidroxi-4'-metoxi-isoflavona), 

neutraliza os efeitos induzidos pelo VBjssu  em modelo ex vivo. 
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