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RESUMO 

 

Os venenos de serpentes peçonhentas vêm chamando atenção de pesquisadores por 

apresentarem substâncias ativas no desenvolvimento de fármacos contra diversas 

enfermidades. Possuem em sua maioria proteínas e peptídeos que decorrem de um 

contínuo processo evolutivo. No Brasil, apenas as famílias Viperidae e Elapidae são 

consideradas peçonhentas. Os gêneros Crotalus e Bothrops derivados da família 

Viperidae possuem uma grande variedade de compostos que já são usados em 

tratamentos médicos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in vitro dos venenos 

totais das serpentes Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus terrificus e 

Bothrops jararaca em promastigotas e amastigotas de Leishmania chagasi, 

tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi. Estes venenos foram testados em 

diversas concentrações. Para determinar a concentração inibitória de 50% dos parasitas 

(IC50) foi realizado o teste do MTT sobre células RAW 264.7 e LLC-MK2, 

promastigotas de L. chagasi e tripomastigotas de T. cruzi. Em amastigotas de L. chagasi 

e T. cruzi foi realizado o teste de ELISA in situ. Os venenos na concentração de 500 

µg/mL apresentaram 100% de letalidade sobre as células estudadas. Já a concentração 

de 250 µg/mL obteve menos de 50% de citotoxicidade. Os venenos apresentaram alta 

toxicidade em tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. A melhor IC50 em 

tripomastigotas foram de 81.5 à 213.0 µg/mL e 77.9 à 293.8  µg/mL em amastigotas de 

T. cruzi  obtidos pelo veneno de C. d. terrificus. Em promastigotas, o veneno da C. d. 

terrificus provocou 71.1% de mortalidade na concentração de 250 µg/mL e a IC50 entre 
63.5 a 155.0 µg/mL. Em amastigotas de L. chagasi, 250 µg/mL do veneno da B. 

jararaca causou 96% de mortalidade e o melhor valor de IC50 com o intervalo entre 

55.6 a 90.9 µg/mL. Os resultados realçam que as concentrações de 250 µg/mL dos 

venenos da C. d. terrificus e da B. jararaca podem ser dados continuidade em estudos 

in vivo por apresentarem maior letalidade nos protozoários estudados revelando baixa 

citotóxicidade. Portanto, estudos mais aprofundados dos venenos dessas serpentes 

podem contribuir para novas pesquisas contra a leishmaniose visceral e doença de 

Chagas em humanos e animais domésticos. 

Palavras-chave: Crotalus. Bothrops. Citotoxicidade. Leishmania chagasi. 

Trypanosoma cruzi. 



 

 

BSTRACT 

 

The venoms of poisonous snakes come calling special attention of researchers for 

presenting active substances in the development of drugs against various diseases. Have 

mostly proteins and peptides that result from an ongoing evolutionary process. In 

Brazil, only Viperidae and Elapidae families are considered poisonous. The Bothrops 

and Crotalus genera derivatives of the Viperidae family have a wide variety of 

compounds which are already used in medical treatment. The aim of this study was to 

evaluate the in vitro effects of venom total of Crotalus durissus cascavella, Crotalus 

durissus terrificus and Bothrops jararaca in promastigotes and amastigotes Leishmania 

chagasi, amastigotes and trypomastigotes of Trypanosoma cruzi. These venoms were 

tested at various concentrations. To determine the inhibitory concentration 50% of 

parasites (IC50) the MTT test was performed on promastigotes RAW 264.7 and LLC - 

MK2 cells of L. chagasi and trypomastigotes of T. cruzi. In amastigotes of L. chagasi 

and T. cruzi an ELISA assay was performed in situ. The venoms in the concentration of 

500 mg/mL showed 100% lethality on the cells studied. Have a concentration of 250 

mg/mL obtained less than 50% cytotoxicity. They presented high toxicity in 

trypomastigotes and amastigotes of T. cruzi. The best IC50 trypomastigotes were 81.5 to 

213.0 mg/mL and 77.9 to 293.8 mg/mL in amastigotes of T. cruzi obtained by venom of 

C. d. terrificus. In promastigotes, the venom of C. d. terrificus caused 71.1% mortality 

at a concentration of 250 mg/mL and IC50 from 63.5 to 155.0 mg/mL. In amastigotes of 

L. chagasi, 250 mg/mL of the venom of B. jararaca caused 96% mortality and the best 

IC50 value with the range of 55.6 to 90.9 mg/mL. The results highlight the concentration 

of 250 mg/mL of the venom C. d. terrificus and B. jararaca continuity can be given for 

in vivo studies show higher mortality in protozoa studied revealing low cytotoxicity. 

Therefore, further studies of the venoms of these snakes can contribute to new research 

against visceral leishmaniasis and Chagas disease in humans and domestic animals. 

 

Keywords: Crotalus. Bothrops. Cytotoxicity. Leishmania chagasi. Trypanosoma cruzi. 
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1  INTRODUÇÃO  
 

Acidentes por ataques de serpentes peçonhentas constituem um grande risco aos 

animais domésticos e ao homem em muitas regiões do mundo (NADUR-ANDRADE et 

al., 2012). Nas serpentes, a produção de veneno é uma adaptação evolutiva com a 

função principal de imobilizar suas presas e auxiliar na digestão. Secundariamente a 

esta função, o veneno também é utilizado na auto-defesa (MURARI et al., 2005). Eles 

possuem misturas complexas de toxinas e enzimas que mostram diferentes atividades 

nos diversos sistemas biológicos, tais como: citotóxica, hemorrágica, liberação de 

bradicinina, trombina-like, hemólise, efeitos cardiovasculares e hipotensores, necrose do 

tecido e efeitos neurotóxicos (PATIÑO, et al., 2013). 

Analisando-se os animais peçonhentos, as serpentes possuem as substâncias 

mais complexas, pois contêm vinte ou mais componentes diferentes em seus venenos, 

sendo mais de 90% de seu peso seco constituído por enzimas, toxinas não enzimáticas, 

proteínas e proteínas não tóxicas. As frações não protéicas são representadas por 

carboidratos, lipídios, aminas biogênicas, nucleotídeos e aminoácidos livres (FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2003). Por possuirem um verdadeiro coquetel de substâncias 

farmacológicas, são consideradas uma verdadeira “farmácia viva”. Seus venenos vêm 

sendo utilizados por inúmeros pesquisadores para o desenvolvimento de novos 

fármacos com potente ação contra microorganismos (MAINERI, 2012). 

O Brasil apresenta diversas famílias de serpentes. Dentre elas, somente duas 

abrangem as serpentes consideradas peçonhentas: a família Viperidae, destacando-se a 

subfamília Crotalinae, à qual pertencem os gêneros Crotalus (Cascavel), Bothrops 

(Jararaca) e Lachesis (Surucucu); e a família Elapidae, que engloba o gênero Micrurus 

(Corais verdadeiras) (MELGAREJO, 2003).  

Os venenos das serpentes da família Viperidae, contêm um grande número de 

proteínas farmacológica e bioquimicamente ativas, além de serem mais complexos que 

os pertencentes a de outras famílias (DAL PAI e SANTO NETO, 1994). As análises 

bioquímicas dos venenos das serpentes são úteis no auxílio ao diagnóstico, no 

acompanhamento clínico e no prognóstico de diversas moléstias que acometem os 

animais (SILVA et al., 2010). 

Existem vários motivos para estudar e pesquisar venenos de serpentes. Os 

principais são: isolamento de uma ou mais substâncias ativas no veneno que em baixas 
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concentrações podem apresentar efeitos farmacológicos de grande interesse para a 

pesquisa de medicamentos; melhor compreensão da função das substâncias isoladas do 

veneno de serpentes no envenenamento e verificar se existe algum princípio ativo, 

sintético ou natural que possa inibir a ação do veneno e de algumas proteínas isoladas 

do mesmo (TICLI, 2006). 

A enzima L-amino oxydase extraída do veneno da Bothrops jararacussu, 

apresentou ação antitumoral, bactericida e antiparasitária. Em relação sua atividade 

antiparasitária, atuou como leishmanicida em todas as espécies de leishmanias 

estudadas, com principal ação sobre a espécie Leishmania braziliensis onde a menor 

concentração apresentou lise de aproximadamente 80% dos parasitas (TICLI, 2006). 

O veneno total da espécie B. leucurus, extraído por Torres et al. (2010), inibiu o 

crescimento de Staphylococcus aureus, de formas promastigotas de L. chagasi e 

L.amazonensis e Trypanosoma cruzi, além de obter baixa toxicidade contra macrófagos. 

No entanto, sua enzima L-amino oxydase não inibiu o crescimento destes 

microrganismos e também não se mostrou tóxica para macrófagos.  

O veneno bruto de Crotalus durissus collilineata apresentou alta toxicidade 

sobre células mononucleares de sangue periférico humano. A sua citotoxicidade varia 

de forma proporcional à concentração, onde 0,0005µg/mL do veneno bruto apresentou 

uma baixa atividade citotóxica (MAINERI, 2012). 

Passero et al. (2007) realizaram experimentos comparativos da atividade anti-

Leishmania do veneno de três Crotalus durissus ssp. sobre a espécie L. amazonensis, 

causadora da leishmaniose tegumentar. Como resultado, obteve que o veneno da C. d. 

terrificus possui maior atividade anti-Leishmania em relação a C. d. cascavella e a C. d. 

collilineatus, demonstrando ainda que possuia três frações principais com atividade 

anti-Leishmania. A serpente C. d. collilineatus apresentou menor atividade em relação 

as demais espécies estudadas. 

O veneno da Crotalus viridis viridis mostrou eficácia contra todas as formas do 

T. cruzi. O parasita apresentou, após o tratamento com o veneno, uma redução de 76 a 

93% no número de amastigotas por célula infectada. Com 96 horas de infecção, essa 

porcentagem aumentou para 94 a 97.4% a redução do número de parasitas 

intracelulares. Formas tripomastigotas também tratadas com o veneno da C. v. viridis 

tornaram-se incapazes de iniciar um novo ciclo de infecção (ADADE et al., 2011). 
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Os venenos das serpentes dos gêneros Crotalus e Bothrops possuem uma 

grande variedade de compostos que já são usados em vários tratamentos médicos. 

Alguns estudos relataram com sucesso o uso dos venenos bruto de serpentes bem como 

dos seus compostos purificados contra protozoários causadores de doenças em humanos 

e em animais domésticos.  O tratamento terapêutico das leishmanioses e da doença de 

Chagas é baseado em medicamentos que possuem efeitos tóxicos e eficácia limitada. 

Por conseguinte, é necessário desenvolver novos agentes quimioterapêuticos no 

combate as Leishmania spp. e o Trypanosoma cruzi. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1  AS SERPENTES E SUAS PEÇONHAS  

As serpentes ou ofídios são animais vertebrados, carnívoros, ectotérmicos e 

pertencem ao grupo dos répteis. (INSTITUTO BUTANTAN, 2013). Elas estão 

agrupadas dentro da subordem Serpentes e ordem Squamata, sendo o grupo de réptil 

mais numeroso e mais estudado (Classe: Reptilia; subclasse: Diapsida; infraclasse: 

Lepidosauria). São encontradas em quase todo o mundo, mas habitam principalmente as 

regiões temperadas e tropicais em razão de sua dependência do calor externo para 

efetuar a termorregulação. Já foram descritas aproximadamente 2.300 espécies de 

serpentes (MELGAREJO-GIMÉNEZ, 2002). 

A produção de substâncias tóxicas dos animais se dá por meio da bioacumulação 

de toxinas nos tecido através da alimentação ou pela produção própria por meio das 

glândulas produtoras de toxinas. Quando essa mistura é usada com a presença de 

aparato inoculador passa a ser chamada de peçonha e na sua ausência é chamada de 

veneno (OLIVEIRA e PIRES JR., 2011).  

As serpentes que conseguem inocular seu veneno no corpo de uma presa ou 

vítima são classificadas como peçonhentas e aquelas que não possuem essa habilidade 

são chamadas de não peçonhentas. No Brasil podemos encontrar ambas as categorias 

inclusive em ambientes urbanos (INSTITUTO BUTANTAN, 2013). 

Alguns critérios básicos são usados para identificar uma serpente peçonhenta. 

Elas podem possuir chocalho na ponta da cauda (Figura 1), a presença de um orificio 

entre os olhos e a narina denominado de fosseta loreal (Figura 2), onde a única exceção 

é a cobra-coral (Micrurus) (Figura 3) que chama atenção pela sua coloração, e a 

dentição de duas formas distintas. No primeiro tipo de dentição, os dentes inoculadores 

de venenos são pequenos e semicanaliculados chamados de dentição proteróglifa 

(Figura 4A). No segundo tipo, dentição solenóglifa, os dentes que injetam o veneno são 

longos, completamente canaliculados e curvos para trás movimentamdo-se para frente 

no momento do bote (Figura 4B) (INSTITUTO BUTANTAN, 2013).  



19 

 

 
Figura 1 - Chocalho na ponta da cauda da serpente Crotalus durissus (cascavel). Fonte: http://www.nosso 

diaonline.com.br/?id=159-3793. 

 

 
Figura 2 - Imagem mostrando a localização da fosseta loreal. Fonte: http://objetoseducacionais2.mec.gov 

.br/handle/mec/6594. 

 
Figura 3 - Serpente do gênero Micrurus, conhecida como cobra-coral. Única serpente peçonhenta ausente 

de fosseta loreal. Fonte: http://www.brasilescola.com/biologia/serpentes.htm. 
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Figura 4 - Tipos de dentição das serpentes peçonhentas. Dentição proteóglifa (A) e dentição solenóglifa 

(B). Fonte: http://petsebichosbr.blogspot.com.br/2013/01/exoticas-e-poderosas-assim-sao-as-cobras.html. 

 

As peçonhas das serpentes apresentam uma mistura complexa de toxinas que 

causam modificações fisiológicas nas presas e foram desenvolvidas evolutivamente 

como estratégia de imobilizar e capturar seu alimento, ajudando na pré-digestão do seu 

alimento. Os acidentes ofídicos de um modo geral ocorrem nas zonas rurais quando as 

serpentes estão à procura de suas presas para se alimentarem. As vítimas são geralmente 

homens que trabalham em plantações (SINITOX, 2013). 

O potencial biotecnológico dos animais está bem distribuído nos filos, que são 

amplamente representados por espécies venenosas ou peçonhentas no Brasil 

(OLIVEIRA e PIRES JR., 2011). O Brasil tem uma rica fauna de serpentes, composta 

por cerca de 265 espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 gêneros, 

reunidos em 9 famílias. Dentro dessas famílias apenas a Viperidae e a Elapidae 

congregam as espécies que chamamos de peçonhentas, isto é, aquelas que produzem 

toxinas em glândulas especializadas e têm aparelhos apropriados para inoculá-las, 

ocasionando intoxicações sérias no homem e em animais domésticos (MELGAREJO-

GIMÉNEZ, 2002). 

Existem quatro gêneros de serpentes peçonhentas clinicamente relevantes no 

Brasil. Os gêneros Bothrops (Figura 5), Crotalus (Figura 6) e Lachesis (Figura 7), 

pertencentes à família Viperidae e o gênero Micrurus (Figura 8), pertencente à família 

Elapidae. Bothrops e Crotalus são os que apresentam mais alto grau de especialização 

no aparelho venenífero, portanto apresentam um complexo sistema de produção e 

estocagem de veneno (PINHO et al., 2008). As serpentes destes gêneros são as mais 

relevantes estudadas no país por serem responsáveis pela maioria dos acidentes ofídicos 

no Brasil e apresentarem grande diversidade na composição dos seus venenos. As 

serpentes do gênero Bothrops causam a maior porcentagem dos acidentes ofídicos 
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representando cerca de 90% devido à sua vasta distribuição geográfica e 

comportamento agressivo quando se sente ameaçada. O gênero Crotalus se destaca 

como o segundo maior caso de ofidismo representando 8%. As serpentes deste gênero 

costumam viver em áreas abertas, campos, regiões secas e pedregosas (SGRINOLLI et 

al., 2011; FUNDAÇÃO EZEQUIEL DIAS, 2009). 

 
Figura 5 - Serpente Bothrops jararaca. Fonte: http://zoologia.comunidades.net/index.php?pagina=125893 

0390_10. 

 
Figura 6 - Serpente Crotalus durissus terrificus. Fonte: http://www.sicaeonline.com/both.html. 

 



22 

 

 
Figura 7 - Serpente Lachesis muta. Fonte: http://www.sicaeonline.com/both.html. 

 

 
Figura 8 - Serpente Micrurus lemniscatus. Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br/galeria_micrurus/micrurus_4. 

html. 

 

2.1.1  Componentes dos venenos das serpentes dos Gêneros Crotalus e Bothrops 

Os venenos de serpentes possuem moléculas que compreendem cerca de 90%  a 

95% do seu peso seco, incluindo muitas proteínas toxicas e não tóxicas. Os principais 

componentes químicos presentes no veneno do gênero Crotalus são as crotoxinas, 

crotaminas, convulxinas, e giroxinas. Já no gênero Bothrops, os principais componentes 

químicos são as metaloproteinases, serinoproteases, fosfolipases, desintegrinas, 

miotoxinas e neurotoxinas (CUNHA e MARTINS, 2012). 

A crotoxina é uma β-neurotoxina responsável pelo efeito neurotóxico do veneno 

das serpentes da espécie Crotalus durissus por conta de sua potente atividade de 

bloqueio da transmissão neuromuscular. A crotoxina é formada por duas subunidades, 

uma ácida, não tóxica e desprovida de ação enzimática conhecida como crotoxina A ou 
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crotapotina; e uma básica, tóxica com atividade enzimática, conhecida como crotoxina 

B ou fosfolipase A2 (PLA2) (TEIXEIRA, 2012). 

A crotamina pode variar significativamente sua expressão em termos de 

atividade e concentração de proteína em animais originários da mesma espécie e região 

(LOURENÇO JR et al., 2013). Ela causa efeito miotóxico e  apresenta atividade 

sinérgica à da crotoxina, atuando principalmente nas contrações musculares, 

dependentes da despolarização da membrana das células musculares estriadas  

esqueléticas.  Esta ação provavelmente é exercida sobre os canais de sódio, pela indução 

do influxo de cálcio (LOMONTE et al., 2003). 

A convulxina é uma proteína não-enzimática que pertence  à  família das lectinas 

do tipo C, induz a ativação e a agregação plaquetária (POLGAR et al., 1997). É a toxina 

responsável por apresentar um quadro clínico de perda de equilíbrio, distúrbios 

respiratórios e circulatórios, alterações gastrintestinais, convulsões e alterações visuais 

logo após sua inoculação. Hematologicamente, induz agregação plaquetária com 

subseqüente isquemia cerebral, podendo levar a morte. Quando administrada  por via  

intravenosa em camundongos, a convulxina provoca dentro de 20 minutos uma breve 

fase de apnéia, seguida de perda de equilíbrio e convulsões (VARGAFTIG et al., 1983). 

A giroxina é um componente protéico tóxico não letal, com bioquímica 

semelhante à trombina, que age sobre o sistema nervoso central, levando à lesão 

labiríntica causando episódios temporários de rotação do animal ao redor do seu eixo 

longitudinal (ALEXANDER et al., 1988). O mecanismo pela qual a giroxina induz esta 

síndrome neurológica ainda não foi elucidado, porem pode ser atribuída a lesões no 

labirinto ou outro efeitos indiretos no sistema nervoso central, relacionados à atividade 

enzimática desta toxina (CAMILO et al., 2001). 

As metaloproteinases compõe 50% do veneno da B. jararaca e são responsáveis 

por desencandear hemorragia local no acidente bothrópico. Diversos trabalhos têm 

mostrado que há uma interação específica entre as metaloproteinases e seus substratos 

(OLIVEIRA, 2009). A metaloproteinase das toxinas hemorrágicas atua promovendo a 

degradação da membrana basal dos capilares sanguíneos, permitindo o escape de sangue 

dos capilares, seja por extravasamento de sangue através de células endoteliais 

danificadas ou através do alargamento das junções entre as células endoteliais, com 

consequente escape de sangue (diapedese) (GONÇALVES e MARIANO, 2000; 

GUTIERREZ et al., 2005). 
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As serinoproteases são enzimas proteolíticas abundantes nos venenos de 

serpentes da família Viperidae, onde constituem aproximadamente 20% do total de 

proteínas (BARROS, 2010). Mais de 20 famílias de serinoproteases foram identificadas 

até o momento e são agrupadas segundo sua similaridade estrutural e evidências 

funcionais (RAWLINGS e BARRETT, 1994). Desempenham muitos papéis biológicos, 

principalmente na digestão, hemostasia, resposta imunomediada por IgA entre muitas 

outras atividades importantes. Por essa razão essas proteases têm relevância 

farmacêutica e biomédica como alvo de drogas relacionadas à hemostasia e ativação do 

sistema complemento (BARROS, 2010). 

As fosfolipases fazem parte de uma família de enzimas largamente distribuídas 

nos organismos vivos e que catalisam a hidrólise de substratos específicos, em geral um 

fosfolipídio. Estas enzimas estão classificadas em 4 diferentes grupos (A1, A2, C e D), 

de acordo com o sítio de hidrólise no substrato. Dentre as fosfolipases, a mais 

amplamente estudada é a do tipo A2 (PLA2) devido as suas características estruturais e 

diversidade de efeitos farmacológicos (CUNHA, 2010). As fosfolipases manifestam 

neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, ativação ou inibição da agregação 

plaquetária, anticoagulação, edema, convulsão, hipotensão, hemorragia interna, dentre 

outras (MASUDA et al., 2005). 

As desintegrinas foram descritas até o momento em cinco classes com nas suas 

características estruturais: desintergrinas pequenas, de tamanho médio, de tamanho 

grande, desintegrinas-Like e desintegrinas diméricas (COMINETI, 2004). São peptídeos 

que possuem atividade antiplaquetária e antitrombótica. Estão presentes no veneno de 

serpentes não só da família Viperidae como das famílias Atractaspididae, Elapidae e 

Colubridae. As desintegrinas interagem com as integrinas na superfície celular 

influenciando  os processos de sinalização celular, apoptoses, hemóstase, angiogênese 

ou câncer, dentre outros (SUCCAR, 2012). 

As miotoxinas de peçonha de serpente descritas podem ser classificadas em 3 

principais grupos, constituídos  por famílias de proteínas estruturalmente distintas: 

peptídeos miotóxicos, cardiotoxinas e fosfolipases A2 (PLA2s) miotóxicas (LEITE, 

2004). As miotoxinas de várias serpentes do gênero Bothrops revelaram que estas 

desestabiliza a membrana celular causando a perda da permeabilidade seletiva para íons 

como o cálcio, mediadores importantes no processo de necrose muscular. A mionecrose 
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que se estabelece após o envenenamento botrópico resultar da ação direta de miotoxinas 

sobre as fibras musculares (GUTIÉRREZ e LOMONTE, 1997). 

As neurotoxinas presentes no veneno das serpentes são responsáveis pelos 

efeitos no sistema nervoso central. A principal ação das neurotoxinas é a capacidade de 

bloqueio da transmissão neural, pela ligação competitiva, com os receptores pós-

sinápticos das membranas do músculo esquelético e neurônios, impedindo a transmissão 

neuromuscular e causando morte por asfixia, elas apresentam bloqueadores altamente 

potentes dos canais de potássio nos neurônios (CASTRO, 2011). 

 

2.1.2  Importância de estudar o veneno de serpentes 

O estudo dos venenos de serpentes é de grande importância científica para a 

elucidação de diversos mecanismos fisiofarmacológicos, destacando-se a 

neurotransmissão na junção neuromuscular, a estrutura e a função dos receptores 

nicotínicos, a “cascata da coagulação”, a fibrinólise, o sistema complemento, o processo 

inflamatório e a atividade hemorrágica e miotóxica (LUCAS, 2009). 

Um exemplo do sucesso da biotecnologia é o Captopril, um medicamento para 

hipertensão proveniente da peçonha da serpente brasileira Bothrops jararaca, seu 

princípio ativo foi descoberto e isolado por Sérgio Henrique Ferreira em 1960, embora 

tenha sido patenteada por pesquisadores americanos, pois nesta época não existia a lei 

das patentes. Este caso, além de muitos outros conhecidos, reforça a necessidade do 

conhecimento do potencial biotecnológico dos animais venenosos do Brasil, pois, dessa 

forma, novos medicamentos poderão ser desenvolvidos dentro do país, gerando lucros 

sem que a biodiversidade seja ameaçada (OLIVEIRA e PIRES JR., 2011). 

No mercado existe um pequeno número de drogas contra microorganismos e, 

além disso, diversos patógenos desenvolvem mecanismos de escape à ação dessas 

drogas, resultando no crescimento das taxas de resistência. Foi demonstrado que 

biomoléculas contidas nos venenos ofídicos apresentam alto valor terapêutico contra 

microorganismos (RIVERO, 2010). 

Venenos ofídicos contêm toxinas complexas que foram desenvolvidas e 

aprimoradas ao longo do tempo por esses animais. Com isso, essas toxinas dispõem de 

grande potencial para produção de novas drogas terapêuticas. Em serpentes essas 

substâncias estão sendo isoladas e muitas delas são consideradas grandes ferramentas 

para pesquisas farmacológicas, que podem ser usadas no tratamento para amenizar 
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dores, tratamento de doenças como esclerose múltipla, doenças cardiovasculares, dentre 

outras (LEWIS e GARCIA, 2003). 

 

2.2  LEISHMANIOSES 

A leishmaniose é considerada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

como uma das cinco doenças endêmicas infecto-parasitárias de maior relevância que 

causa problema de saúde pública em todo o mundo e chegando a atingir 

aproximadamente 88 países (GUERRA et al., 2007; SILVA, 2009).  

Estima-se que 350 milhões de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a 

doença, com registro aproximado de dois milhões de novos casos das diferentes formas 

clínicas ao ano. É considerada uma importante doença infecciosa pela OMS pelo seu 

alto coeficiente de detecção, que indica o número de casos novos registrados no decorrer 

de um ano, e por sua capacidade de produzir deformidades no corpo do infectado 

(MARCOLINO, 2010). 

 As manifestações clínicas da doença dependem da espécie de Leishmania e da 

resposta imune do hospedeiro, podendo ser denominadas de: leishmaniose tegumentar 

(LT) (Figura 9), leishmaniose mucocutânea (LMC) (Figura 10) e leishmaniose visceral 

(LV) (Figura 11) (SILVA, 2009). O diagnóstico precoce e o tratamento da LV são 

importantes para evitar danos severos que podem levar o paciente à morte 

(CAVALCANTI, 2008). 

 
Figura 9 - Leishmaniose tegumentar no cão (A). Fonte: http://matiassinantropicos.blogspot.com.br 

/2013/03/epidemiologia-aplicada-as-zoonoses.html; Leishmaniose tegumentar no homem (B). Fonte: 

http://blogconexaosocial.blogspot.com.br/2012/07/doencas-tropicais-leishmaniose.html. 

 

A B 
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Figura 10 - Leishmaniose mucocutânea no cão (A). Fonte: http://jornalcidadeonline.blogspot.com.br 

/2013/06/leishmaniose-uruguaiana-registra.html; Leishmaniose mucocutânea no homem (B). Fonte: 

http://matiassinantropicos.blogspot.com.br/2013/03/epidemiologia-aplicada-as-zoonoses.html.  

 

 
Figura 11 - Leishmaniose visceral no cão (A). Fonte: http://jornalocal.com.br/site/destaques/saude-

promove-acao-contra-leishmaniose-visceral-no-colinas-do-ermitage/; Leishmaniose visceral no homem 

(B). Fonte: http://www.brasilescola.com/doencas/leishmaniose-visceral.htm. 

 

2.2.1  Leishmaniose visceral 

Atualmente a LV, ou calazar, como é popularmente conhecida, é considerada 

endêmica em 88 países, dos quais 72 são países em desenvolvimento (COSTA, 2011; 

ALVAR, 2012). Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em Bangladesh, 

Brasil, Índia, Nepal e Sudão (ALVAR, 2012). No Brasil é uma zoonose em expansão 

podendo ser fatal em 5 a 10% dos casos humanos, mesmo realizando o tratamento nos 

pacientes (PRADO et al., 2011; DUARTE et al., 2008). No início de 1980, a LV foi 

considerada em geral uma zoonose de caráter rural. Atualmente com o processo de 

desenvolvimento das grandes cidades, a doença se urbanizou já sendo encontrada nos 

centros urbanos das 5 regiões do Brasil (HARHAY et al., 2011).  

A B 

A B 
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Nos últimos dez anos, a transmissão autóctone foi registrada em mais de 1.600 

municípios brasileiros, distribuídos por 19 das 27 unidades federadas, com incidência 

média de dois casos por 100.000 habitantes (WERNECK et al., 2008). No período de 

2001 a 2006, foram notificados 20.635 casos no país: 4.526 em 2006, dos quais 52,9% 

(2.393) no Nordeste brasileiro (SOUZA et al., 2008). 

No Brasil, sua importância não está relacionada somente na sua alta incidência 

e ampla distribuição geográfica, mas também na possibilidade de assumir formas graves 

e letais quando associada ao quadro de má nutrição e infecções concomitantes 

(GONTIJO e MELO, 2004). 

 

2.2.1.1  Etiologia e infecção  

A LV é uma doença causada por protozoários da família Trypanosomatidae, do 

gênero Leishmania que possui três espécies pertencentes ao complexo donovani 

responsáveis pela doença. São elas: L. donovani na Ásia e na África; L. infantum na 

Ásia, Europa e África e L. chagasi nas Américas. O principal agente etiológico no 

Brasil é a Leishmania chagasi e a principal espécie transmissora é a fêmea de dípteros 

da família Psychodidae e subfamília Phebotominae, o Lutzomyia (Lutzomyia) 

longipalpis (Figura 12). A doença pode acometer homens, canídeos e marsupiais 

(SUNDAR et al., 2002; LAINSON e  RANGEL, 2005; CAMARGO et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 - Lutzomyia longipalpis, vetor da leihmaniose visceral fazendo o repasto e liberando a forma 

promastigota no reservatório. Fonte: httppt.wikipedia.orgwikimosquito-palha.jpg.  
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Os parasitas apresentam três formas diferentes no ciclo biológico, a amastigota 

(Figura 13A), a promastigota (Figura 13B) e a paramastigota. A forma amastigota tem 

característica ovóide ou esférica, uninucleada, com cinetoplasto em forma de bastão e 

ausência de flagelo. A forma promastigota possui formato alongado e pequeno, 

uninucleada, flagelada e possui cinetoplasto ovóide localizado na região anterior, 

enquanto a forma paramastigota possui formato achatado, sendo também flagelada, 

uninucleada e com cinetoplasto próximo ao núcleo (PEREIRA, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13 - Protozoário do gênero Leishmania. Formas amastigotas (A) e formas promastigotas (B). 

Fonte: http://enfermagem-sae.blogspot.com/2009/04/leishmaniose-visceral-ou-calazar.html. 

 

O ciclo da doença começa quando o Lutzomia. longipalpis infecta-se com 

formas amastigotas da L. chagasi após o repasto sanguíneo através de um reservatório 

contaminado, podendo ser mais comumente o cão ou o homem nos centros urbanos. 

Desta maneira ingere macrófagos infectados com as formas amastigotas. No trato 

digestório do vetor ocorre o rompimento dos macrófagos liberando as amastigotas. 

Essas formas se reproduzem por divisão binária e diferenciam-se em formas flageladas 

denominadas promastigotas, que também se reproduzem rapidamente por divisão 

binária. As promastigotas se transformam em paramastigotas onde coloniza o esôfago e 

a faringe do vetor permanecendo aderidas ao epitélio do flagelo, se diferenciando em 

formas infectantes promastigotas metacíclicas (MORDASKI et al., 2009). 

 Quando o vetor infectado se alimenta de um hospedeiro vertebrado, acaba 

liberando a forma promastigota metacíclica juntamente com sua saliva. No hospedeiro 

esta forma é fagocitada por células do sistema mononuclear fagocitário. No interior dos 

macrófagos diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se até o rompimento da 

membrana celular, ocorrendo à liberação desta forma que será fagocitada por novos 

A B 
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macrófagos num processo contínuo (Figura 14). A disseminação dos parasitas ocorre 

por via sanguínea para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear 

fagocitário como linfonodos, fígado, baço e medula óssea (MORDASKI et al., 2009). 

 
Figura 14 - Ciclo biológico da leishmaniose visceral envolvendo o cão e o homem. Fonte: http://pt.wikipe 

dia.org/wiki/Leishmaniose. 

 

A infecção pode ocorrer também através da transmissão iatrogênica pela 

transfusão de sangue contaminado (SHERDING, 2006). Outras formas de transmissão 

como a via transplacentária e a venérea já foram relatadas (BOGGIATTO et al, 2011; 

NAUCKE, 2012).  

 

2.2.1.2  Sintomas no cão e no homem 

A LV pode ser fatal se não tratada, pois o hospedeiro não consegue desenvolver 

uma resposta protetora eficiente contra o parasita (SILVA, 2007). Os sintomas clínicos 

da doença no cão e no homem são similares e apresentam sinais inespecíficos. No cão, a 

incidência da doença ocorre quatro vezes mais frequente do que no homem. De um 

modo geral, os principais órgãos acometidos pela LV são: baço, fígado, tecido 

hemocitopoético, pulmões e rins (SILVA, 2009; GARCIA et al., 2009). 

Em cães infectados a manifestação dos sintomas depende da imunocompetência 

do animal, podendo apresentar formas sintomáticas, oligossintomáticas e assintomáticas 

(GARCIA et al., 2009). A infecção assintomática pode permanecer por um longo 
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período até o animal apresentar-se imunossuprimido e manifestar a doença (LEAL, 

2009). 

A evolução da doença no cão ocorre de forma lenta e insidiosa. Inicialmente os 

parasitas se encontram no local da picada e se espalham pela derme. Posteriormente, 

atingem a circulação sanguínea afetando principalmente baço, gânglios linfáticos, 

fígado, medula óssea e rins. Os animais sintomáticos, no início da manifestação da 

doença, podem apresentar lesões cutâneas nas regiões da orelha, espelho nasal, boca e 

ao redor dos olhos, úlceras rasas, pêlos opacos e onicogrifose. Na forma mais avançada 

da doença observa-se a presença de esplenomegalia, linfoadenopatia, ceratoconjuntivite, 

coriza, apatia, diarréia, hematoquesia, edema de patas, vômitos e hiperqueratose. Na 

fase final da enfermidade também podem ocorrer paresia das patas posteriores, 

caquexia, inanição, anorexia e morte (ASSIS, 2010).  

Sinais clínicos atípicos atualmente também vêm sendo relatados. A doença está 

afetando diversos sistemas como cardiovascular, respiratório, digestório, músculo-

esquelético e nervoso. Podendo causar lesões na língua, diarréia, osteomielite, artrite, 

infertilidade e aborto (TURCHETTI et al., 2013). Em alguns amimais acometidos foram 

relatadas lesões genitais, o que leva a pensar na possibilidade de transmissão venérea da 

LV (ROCHA, 2012).  

No homem a esplenomegalia, a hepatomegalia e a micropoliadenia são notáveis 

nos achados clínicos. A doença gera febre recorrente com picos diários que persistem 

durante toda a infecção. Alterações hepáticas associadas a fatores vasculares podem 

levar ao surgimento de edema nos membros inferiores. Podem ocorrer também 

alterações pulmonares induzindo tosses em 72% e 81% dos pacientes. Já nos rins, 

podem ocorrer quadros de glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial, causando 

desconforto e dor urinária (NEVES et al., 2012; REY, 2011; COSTA et al., 2010). 

A doença crônica é marcada pelo progressivo emagrecimento e enfraquecimento 

geral, aumentando a suscetibilidade às infecções secundárias. Em alguns casos a 

evolução pode ser rápida, levando o paciente à caquexia e à morte dentro de algumas 

semanas ou poucos meses. Embora as alterações provocadas pelo parasita possam, por 

si só, determinar a morte dos pacientes, frequentemente, ela é atribuída a infecções 

secundárias (NEVES et al., 2012; REY, 2011; OLIVEIRA et al., 2010). 
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2.2.1.3  Tratamento no cão e no homem 

O tratamento da leishmaniose visceral canina (LVC) ainda é polêmico no Brasil 

(SILVA, 2009). Através da Portaria Interministerial nº 1.426, de 11 de julho de 2008, 

do Ministério da Saúde (MS) e Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), está proibido o tratamento de cães com a utilização de drogas da terapêutica 

humana ou drogas não registradas no MAPA (BRASIL, 2013). 

Alguns estudos corroboram com o MS relatando que o tratamento de animais em 

alguns países vem acarretando no surgimento e disseminação de cepas resistentes do 

parasita. Comunidades nas quais o tratamento em cães é praticado têm sido alertadas 

com o argumento de que o tratamento pode gerar consequências imprevisíveis e danos 

irreversíveis (BRASIL, 2009).  

Apesar de não existir até o momento a cura parasitológica, como também 

acontece com outras doenças causadas por protozoários, alguns médicos veterinários 

defendem o tratamento por conseguirem remissão dos sinais clínicos, manutenção da 

qualidade de vida do animal e diminuição da carga parasitária. Com esses benefícios 

consequentemente o tratamento causa a diminuição ou supressão da capacidade de 

transmissão da doença pelo cão (WSPA, 2011). 

Em países onde o tratamento em cães é permitido, o protocolo é baseado no uso 

de antimoniais pentavalentes como o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) e o 

Polisulfato de Sódio (Pentosan®). Como efeitos adversos desse tratamento, o cão pode 

apresentar vômito, diarréia, dor e fibrose muscular, formação de abscessos, 

tromboflebite e insuficiência renal. Concomitante ao antimônico pentavalente, o 

Alopurinol pode ser usado como fármaco de manutenção (TROY, 2009; PAPICH, 

2009). Outros fármacos utilizados são a Anfotericina B, Miltefosina, pentamidina e a 

amonosidina (TROY, 2009). Esses medicamentos são considerados tóxicos e 

apresentam efeitos adversos graves no uso prolongado. O tempo e o efeito do 

tratamento dependem do estádio clínico da doença (PELISSARI et al., 2011). 

No homem o tratamento é feito de forma gratuita pela rede de saúde pública. 

Quase todos os pacientes que não são tratados chegam a óbito, pois a evolução da 

doença compromete o sistema imunológico e o organismo não resiste a outras infecções 

(KILLICK-KENDRICK, 1990). Antes de se iniciar o tratamento, alguns cuidados 

devem ser observados: avaliação e estabilização das condições clínicas e co-morbidades 
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presentes no diagnóstico da leishmaniose visceral, além da realização do 

eletrocardiograma (ECG) (BRASIL, 2003). 

Na maioria dos casos, as drogas de primeira escolha para o tratamento dos 

pacientes são os antimoniais pentavalentes. Eles possuem muitos efeitos adverso devido 

ao tratamento prolongado. Essas drogas não podem ser tomadas por mulheres grávidas 

nos dois primeiros trimestres de gestação, devido à sua efeito abortivo. O Glucantime® é 

contra indicado em pacientes que fazem uso de beta-bloqueadores e drogas 

antiarrítmicas, com insuficiência renal ou hepática (BRASIL, 2004). 

A anfotericina B é a droga leishmanicida mais potente disponível, atuando nas 

formas promastigotas e amastigotas (SILVA et al., 1997). É ainda a única opção no 

tratamento de gestantes e está indicada como segunda opção para os pacientes que 

tenham contraindicações ou tenham apresentado toxicidade ou refratariedade 

relacionadas ao uso dos antimoniais pentavalentes, entretanto, complicações renais são 

as complicações mais importantes (BRASIL, 2004).  

Outras drogas como a pentamidina, o miltefosine e a paramomicina também têm 

sido utilizadas como alternativas para os casos de resistência aos antimoniais 

pentavalentes, mas não possuem um índice terapêutico tão favorável e também 

apresentam importantes reações adversas (LÓPEZ, 2010). 

 

2.3  TRIPANOSSOMÍASE AMERICANA 

A tripanossomíase americana é mais conhecida como doença de Chagas (DC) 

por ter sido descoberta pelo médico e pesquisador Carlos Chagas do Instituto Oswaldo 

Cruz (IOC), também conhecido como Instituto de Manguinhos, na tentativa de 

combater uma epidemia de malária que ocorria no estado de Minas Gerais no ano de 

1907 (MARQUES, 2013).  

Chagas descreveu o agente etiológico desta doença, o vetor, bem como as 

manifestações clínicas das fases aguda e crônica desta enfermidade, o reservatório na 

natureza (animais selvagens), vários aspectos da patogenia e inferiu o seu impacto 

socioeconômico, causando muita polêmica na época (GARCIA, 2009). O aumento do 

conhecimento sobre a história natural da doença e melhor eficácia das intervenções 

clínicas e cirúrgicas , levou à redução da mortalidade específica e aumento da sobrevida 

dos indivíduos infectados (MARTINS-MELO et al., 2012). 
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Atualmente a DC acomete 11 milhões de pessoas nos países pertencentes ao 

Mercossul como a Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (ACHÁ, 2009). 

Embora seja originária da América Latina, muitos casos da doença também ocorrem em 

outros continentes por conta da migração de indivíduos. Estima-se que por volta de 16 

milhões de pessoas possam estar infectadas e cerca de 75 a 90 milhões estejam sob 

potencial risco de se tornarem infectadas (COURA e DIAS, 2009). Trata-se de uma 

zoonose majoritariamente transmitida por vetores que se manifesta em forma de 

microepidemia com casos graves e alta letalidade (PÉREZ-GUTIÉRREZ et al., 2006).  

A doença é manifestada em duas formas clínicas: uma aguda, que pode ou não 

ser identificada, podendo evoluir para uma forma crônica. No Brasil predominam os 

casos crônicos decorrentes de infecção por via vetorial. No entanto, nos últimos anos, a 

ocorrência de doença de Chagas aguda (DCA) tem sido observada em diferentes 

estados, em especial na região da Amazônia Legal (BRASIL, 2010). 

A DC é considerada como negligenciada nas prioridades de desenvolvimento 

tecnológico pelas indústrias farmacêuticas, programas assistenciais, núcleos 

universitários e órgãos financiadores. Ela e outras endemias presentes no Brasil são 

indiferentes por empresas farmacêuticas e por sedes de pesquisas internacionais 

(AMATO NETO e PASTERNAK, 2009).  

 

2.3.1  Etiologia e infecção 

A doença de Chagas é causada por um protozoário que ganhou a designação de 

Trypanosoma cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz, companheiro de trabalhos de 

pesquisas de Carlos Chagas. O parasita é transmitido por meio das fezes de um inseto 

triatomíneo (Figura 21), que se alimenta exclusivamente de sangue e possui diversas 

denominações populares como “barbeiro”, além de outras (AMATO NETO e 

PASTERNAK, 2009). A doença pode acometer mais de 100 espécies mamíferas como 

os cães, gatos, guaxinins, gambás, tatus e em especial o homem, que se não tratada pode 

causar mortalidade (GOTTDENKER et al, 2012; BIGNARDE et al., 2008). O cão é 

considerado um importante reservatório do T. cruzi sendo a única espécie que apresenta 

manifestações clínicas da doença iguais as do homem (DANIEL NETO, 2009). 
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Figura 15 - Triatomíneo (barbeiro) transmissor do Trypanosoma cruzi. Fonte: http://forum. 

mundofotografico.com.br/index.php?topic=24846.0. 

 

O protozoário T. cruzi se apresenta em pelo menos três fases, morfologicamente 

distintas. Duas formas flageladas, a epimastrigota (Figura 22A) e a tripomastigota 

(Figura 22B), e a forma intracelular aflagelada, chamada de amastigota (Figura 22C). 

As formas epimastigotas vão estar presentes no hospedeiro invertebrado e são liberadas 

como tripomastigotas metacíclicas nas fezes. No hospedeiro vertebrado, ocorre as 

formas tripomastigotas sanguíneas e amastigotas que são as formas de desenvolvimento 

e intracelular, respectivamente (VIEIRA et al., 2012).  

 
Figura 16 - Protozoário Trypanosoma cuzi. Forma epimastigota (A). Fonte: http://www.ufrgs.br/para-

site/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Trypanosomacruzi.htm; Formas tripomastigotas (B). Fonte: 

http://www.parasitemuseum.com/trypanosome/; Formas amastigotas (C). Fonte: http://www.parasitemuse 

um.com/trypanosome/. 

 

A transmissão vetorial da doença se dá quando triatomídeos infectados defecam 

durante o repasto sanguíneo eliminando formas infectantes de tripomastigotas 

metacíclicas que penetram pelo orifício da picada pelo ato de coçar. As tripomastigotas 

metacíclicas invadem os macrófagos e se transformam em amastigotas, dividindo-se por 

fissão binária até que a célula do hospedeiro se rompa, liberando tripomastigotas 

sanguineas na circulação. O vetor é então infectado quando ingere as tripomastigotas 

A B C 
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durante o repasto sanguíneo. No tubo digestório do vetor ocorre a diferenciação do 

parasito em formas epimastigotas que posteriormente se multiplicam por divisão binária 

no intestino do vetor dando origem a tripomastigotas metacíclicas que vão colonizar a 

ampola retal do inseto triatomíneo. Quando este vetor se alimenta do sangue de um 

mamífero defeca sobre a pele liberando tripomastigotas. O indivíduo coça o local da 

picada levando as formas infectantes para o orifício recomeçando novamente o ciclo 

biológico do parasita (Figura 23) (NELSON e COUTO, 2006; BRASIL, 2010). 

 

 
Figura 17 - Ciclo biológico do Typanosoma cruzi no ser humano. Fonte: http://www.evolucaoemfoco.co 

m.br/?p=1207. 

 

A transmissão por transfusão de sangue é também uma importante via de 

transmissão, pois formas tripomastigotas sanguineas permanecem viáveis em produtos 

sanguíneos armazenadas em bancos de sangue, especialmente em áreas não endêmicas, 

como a Europa, onde não há controle para esta doença em bancos de sangue (VIEIRA et 

al., 2012; PÉREZ-GUTIÉRREZ et al., 2006).  

Pode ocorrer transmissão transplacentária e em qualquer fase da doença materna, 

sendo ela aguda ou crônica. A transmissão se dá em qualquer época da gestação, sendo 

mais provável no último trimestre ou na passagem pelo canal do parto, pelo contato da 

mucosa do feto com o sangue da mãe infectada (PÉREZ-GUTIÉRREZ et al., 2006; 
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BRASIL, 2010). A taxa de infecção congênita em recém-nascidos vivos de mães 

chagásicas varia de 1,6% a 10,5% e seria certamente maior se fossem considerados os 

abortos e os natimortos (ACHÁ, 2009). 

O Brasil foi certificado em 2006 pela Organização Panamericana de Saúde como 

livre da transmissão vetorial. Por outro lado, a Amazônia vem apresentando aumento no 

número de casos agudos e crônicos. No período de 1997 a 2008, 617 casos agudos 

foram notificados na região. Esses surtos orais devem-se a transmissão por ingestão de 

sucos de frutas da região como, por exemplo, o açaí e caldo de cana contaminado com 

fezes de barbeiros (BARBOSA-FERREIRA et al., 2010, BRASIL, 2005).  

 

2.3.2  Sintomas no cão e no homem 

A DC pode se manifestar de duas formas no cão e no homem: a fase aguda e a 

fase crônica. A fase aguda nos cães pode ser assintomática ou sintomática como na 

maioria das vezes. Os sintomas mais comuns são febre intermitente, adenomegalia, 

hepatoesplenomegalia, conjuntivite unilateral, miocardite, meningoencefalite, apatia, 

anorexia, mucosas hipocoradas, edema dos quatro membros e região ventral de tórax, 

esplenomegalia e linfadenopatia (NELSON e COUTO, 2006; DANIEL NETO, 2009). 

Esta fase quase sempre é fatal em cães menores de dois anos de idade. No cão jovem a 

fase aguda é caracterizada por miocardite e encefalite. Na fase crônica, o animal 

apresenta fraqueza, intolerância a exercícios, síncope e morte súbita. A fase crônica é 

caracterizada pela cardiomiopatia dilatada em cães idosos (NELSON e COUTO, 2006).   

No homem, a fase aguda observa-se tripomastigotas na corrente sanguínea e 

ninhos de amastigotas em vários órgãos, mas principalmente em células musculares 

(PINTO, 2006). A doença nesta fase inicial apresenta sinais e sintomas quase sempre 

inespecíficos, porém já foram relatados febre, dispnéia aos esforços, ortopnéia, dor 

torácica, anorexia, mialgia e palpitações (OLIVEIRA et al., 2010; BARBOSA-

FERREIRA et al., 2010). Em crianças geralmente se inicia com um quadro febril 

inespecífico (LANA e TAFURI, 2005). 

Na fase aguda também pode ocorrer manifestações locais quando o T. cruzi 

penetra pela conjuntiva (sinal de Romaña) ou na pele (chagoma de inoculação). Após 

esse período, a doença entra em uma fase crônica, que pode ou não ser determinada pela 

sintomatologia clínica característica da doença de Chagas (LANA e TAFURI, 2005).  
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A doença congênita pode causar abortamento, prematuridade, retardo de 

crescimento intrauterino, nati e neomortalidade. A criança pode nascer com ou sem 

sintomas. As manifestações clínicas observadas ao nascer ou dias após o nascimento 

são, por ordem de frequência: hepatoesplenomegalia, febre, anemia, icterícia, edema, 

cianose, manifestações hemorrágicas e neurológicas (tremores, hipertonia ou 

convulsões), disfagia,  regurgitação e desconforto respiratório (ACHÁ, 2009). 

Na fase crônica existem raros parasitas circulantes na corrente sanguínea e pode 

se apresentar na forma indeterminada e determinada. Na forma indeterminada, o 

paciente apresenta-se positivo para testes parasitológicos e/ou sorológicos, porém não 

apresenta sintomatologia clínica. Já na fase crônica determinada caracteriza-se pelo 

comprometimento cardíaco provocando cardiomegalia, miocardiopatia dilatada e 

insuficiência cardíaca congestiva (ICC), patologias digestivas, megaesôfago e 

megacólon (OLIVEIRA et al., 2010; BRASIL, 2010). 

 

2.3.3  Tratamento no cão e no homem 

A DC é pouco relatada em cães e seu tratamento também é pouco estudado. O 

medicamento mais eficaz relatado no tratamento da doença é o aceturato de diminazeno, 

que além de possuir atividade tripanocida é também considerado babesicida e 

bactericida. O diaceturato de diminazeno deve ser utilizado com cautela, pois pode ser 

tóxico, especialmente em pacientes que possuem glomerulonefrite ou hepatopatia. 

Outras substâncias alternativas e menos tóxicas utilizadas são a oxitetraciclina e o 

benzonidazol, mas possuem menor eficácia no tratamento da doença (DANIEL NETO, 

2009). O Nifurtimox ((RS)-3-metil-N-[(1E)-(5-nitro-2-furil) metileno] tiomorfolin-4-

amina 1,1-dióxido) utilizado no tratamento humano também é administrado, mas não 

encontra-se rotineiramente. A terapia para arritmias ou falha cardíaca deve ser instituída 

quando necessária (NELSON e COUTO, 2006). 

No homem, as recomendações atuais para o tratamento da DC no Brasil 

embasadas pelo MS sugerem que os casos da doença adquirida através do vetor, da 

transmissão oral, congênita, através de acidentes de laboratório ou qualquer outra via de 

transmissão devem ser tratados com benznidazol ou Nifurtimox que pode ser utilizado 

como alternativa em casos de intolerância ao benznidazol. Outras substâncias estão 

sendo testadas in vitro e in vivo na expectativa de ampliar as dogas de escolha 

(COURA, 2012; BRASIL, 2010). 
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3  JUSTIFICATIVA 

 

Alguns estudos mostram que os venenos totais de algumas serpentes e seus 

compostos purificados podem gerar atividade antiparasitária com sucesso. O estudo 

aprofundado desses compostos ajuda no melhor entendimento das suas ações no 

organismo e levando a descoberta de novas finalidades terapêuticas do veneno das 

serpentes. A leishmaniose visceral e a doença de Chagas são causadas por protozoários 

que acometem tanto o homem como o cão. São consideradas zoonoses de grande 

preocupação médica por apresentarem resistência aos fármacos bem como os agressivos 

efeitos adversos as drogas disponíveis.  A comprovação da atividade antiparasitária dos 

venenos de algumas serpentes possibilita estudos mais aprofundados dos venenos totais 

a fim de encontrar elementos terapêuticos para a leishmaniose visceral e a 

tripanossomíase americana. 
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4  HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

Os venenos brutos das serpentes Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus 

terrificus e Bothrops jararaca, possuem propriedades leishmanicida e tripanocida.  
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5  OBJETIVOS 

 

5.1  OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar os efeitos tóxicos produzidos in vitro pelos venenos de serpestes 

brasileiras contra Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi. 

 

5.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Comparar perfil proteico eletroforético dos diferentes venenos totais testados. 

 Avaliar a citotoxicidade dos venenos de Crotalus durissus cascavella, Crotalus 

durissus terrificus e Bothrops jararaca em células RAW 264.7 e LLC-MK2.  

 Avaliar e comparar a ação dos venenos de Crotalus durissus cascavella, 

Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca em formas promastigotas e amastigotas 

de Leishmania chagasi.  

 Avaliar e comparar a ação dos venenos de Crotalus durissus cascavella, 

Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca em formas tripomastigotas e 

amastigotas de Trypanosoma cruzi. 
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6  CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

Citotoxicidade dos venenos totais das serpentes Crotalus durissus cascavella, 

Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca sobre Leishmania chagasi e 

Trypanosoma cruzi 
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RESUMO 

 

A família Trypanosomatidae possui protozoários causadores de moléstias em homens e 

animais domésticos como as leishmanioses e a doença de Chagas. A leishmaniose 

visceral é causada pelo protozoário Leishmania chagasi, agente etiológico mais 

importante da doença no Brasil. A doença de Chagas é causada pelo protozoário 

Trypanosoma cruzi. Medicamentos disponíveis para seus tratamentos apresentam 

eficácia limitada e efeitos adversos indesejáveis. Portanto, é necessário pesquisar 

substâncias alternativas no tratamento dessas doenças em humanos e animais 

domésticos. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos in vitro dos venenos 

totais das serpentes Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus terrificus e 

Bothrops jararaca em promastigotas e amastigotas de L. chagasi, tripomastigotas e 

amastigotas de T. cruzi e analisar a citotoxicidade em células RAW 264.7 e LLC-MK2. 

As concentrações dos venenos testados foram de 500.00; 250.00; 125.00; 62.50; 31.25; 

15.62; 7.81 e 3.90 µg/mL. Testes de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio) foram realizados para determinar as IC50 dos venenos estudados sobre 

células RAW 264.7, LLC-MK2, promastigotas de L. chagasi e tripomastigotas de T. 

cruzi. Contra amastigotas de L. chagasi e T. cruzi foi realizado o ELISA in situ. Os 

venenos na concentração de 500.0 µg/mL apresentaram 100.0% de letalidade sobre as 

células estudadas. As demais concentrações tiveram menos de 50.0% citotoxicidade. O 

veneno da C. d. cascavella apresentou em promastigotas a IC50 de 180,5 a 237.9 µg/mL 

e em tripomastigotas de 192.6 a 267.9 µg/mL. Nas formas amastigotas de L. chagasi e 

T. cruzi as IC50 foram entre 181.6 a 495.5 µg/mL e 126.5 a 387.3 µg/mL, 

respectivamente. O veneno da C. d. terrificus obteve valores da IC50 nas formas 

promastigotas de 63.5 a 155.0 µg/mL e 81.5 a 213 µg/mL em tripomastigotas. As 

amastigotas de  L. chagasi e T. cruzi  tiveram IC50 de 402.9 a 1253.0 µg/mL e 77.9 a 

293.8 µg/mL, respectivamente. O veneno da B. jararaca apresentou a IC50 de 103.9 a 

241.9 µg/mL em promastigotas e 137.6 a 234.1 µg/mL em tripomastigotas. Nas 

amastigotas de  L. chagasi e T. cruzi as IC50 foram de 55.6 a 90.9 µg/mL e 209.2 a 

496.8 µg/mL, respectivamente. Os resultados realçam que as concentrações de 250.00 e 

125.00 µg/mL dos venenos da C. d. terrificus e da B. jararaca podem ser dados 

continuidade em estudos in vivo por apresentarem maior letalidade nos protozoários 

estudados e revelarem baixa citotóxicidade. Portanto, estudos mais aprofundados dos 
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venenos dessas serpentes podem contribuir para novas pesquisas contra a leishmaniose 

visceral e doença de Chagas. 

Palavras chave: protozoários, venenos de serpentes, citotoxicidade. 

 

 

ABSTRACT 

 

The family Trypanosomatidae has protozoa that cause diseases in man and domestic 

animals such as leishmaniasis and Chagas disease. Visceral leishmaniasis is caused by 

Leishmania chagasi, most important etiological agent of the disease in Brazil. Chagas 

disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Medicines available for the 

treatments of these diseases have limited efficacy and undesirable adverse effects. 

Therefore, it is necessary to search for alternative substances for the treatment of such 

diseases in humans and domestic animals. The objectives of this study were to evaluate 

the in vitro effects of Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus terrificus and 

Bothrops jararaca whole venoms on promastigotes and amastigotes of L. chagasi, 

amastigotes and trypomastigotes of T. cruzi and analyze cytotoxicity in RAW 264.7 and 

LLC-MK2 cells. The concentrations of the venoms tested were 500.00, 250.00, 125.00, 

62.50, 31.25, 15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL. MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) were conducted to determine the IC50 of the venoms 

studied on RAW 264.7 and LLC-MK2 cells, L. chagasi promastigotes and T. cruzi 

trypomastigotes. ELISA was performed in situ on amastigotes of L. chagasi and T. 

cruzi. The venoms in the concentration of 500.00 µg/mL presented 100.0% lethality on 

the cells studied. The other concentrations were less than 50.0% cytotoxic. The venom 

of C. d. cascavella presented IC50 of 180.50 to 237.90 µg/mL in promastigotes and 

192.60 to 267.90 µg/mL in trypomastigotes. In amastigotes of L. chagasi and T. cruzi 

the IC50 varied from 181.60 to 495.50 µg/mL and 126.50 to 387.30 µg/mL, respectively. 

The venom of C. d. terrificus obtained IC50 values in promastigotes of 63.50 to 155.00 

µg/mL and 81.50 to 213.00 µg/mL in trypomastigotes. The L. chagasi and T. cruzi 

amastigotes had IC50 ranging from 402.90 to 1253.00 µg/mL and 77.90 to 293.80 

µg/mL, respectively. The venom of B. jararaca presented IC50 varying from 103.90 to 

241.90 µg/mL in promastigotes and 137.60 to 234.10 µg/mL in trypomastigotes. In 

amastigotes of L. chagasi and T. cruzi, the IC50 were 55.60 to 90.90 µg/mL and 209.20 
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to 496.80 µg/mL, respectively. The results showed that the concentrations of 250.00 and 

125.00 µg/ml of the C. d. terrificus and B. jararaca venoms can be used in further in 

vivo studies due to their greater lethality in the protozoa studied, while presenting low 

cytotoxicity. Therefore, further studies of the venom compositions from these snakes 

can contribute to new researches against visceral leishmaniasis and Chagas disease. 

Keywords: protozoa, snake venom, cytotoxicity. 

 

1. Introduction  

The Trypanosomatidae family is one of major economic and medical interest 

and belongs to a group of exclusively parasitic, unicellular flagellates, including many 

important pathogens (Aslett et al., 2009). Species from this family also possess 

etiological agents of diseases that are important in veterinary medicine, severely 

affecting animals of economic and affective interests (Wallace, 1966). These protozoa 

have been intensively studied because some are pathogenic for humans and domestic 

animals diseases, such as leishmaniasis and Chagas disease, which have a high 

incidence in Latin America (Motta et al., 2013). Approximately 37 million people have 

different forms of leishmaniasis and Chagas disease worldwide, which are caused by 

Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi, respectively (Lopes et al., 2010). The 

protozoa of the genus Leishmania have three species that cause visceral leishmaniasis 

(VL). The species responsible for this disease are:  Leishmania chagasi, Leishmania 

donovani and Leishmania infantum (Lainson; Rangel, 2005). The L. chagasi is the 

etiological agent of VL in the Central and South America, representing the most 

important agent of the disease in Brazil (Almeida et al., 2005). The L. donovani and L. 

infantum are the species that cause visceral leishmaniasis in Africa, Europe and Asia 

(Michalick; Genaro, 2005).   

In VL, the invertebrate host is infected with amastigotes of Leishmania spp. after 

ingestion of blood containing infected macrophages. In the digestive tract of the vector 

that form differentiates into a form called promastigote. This form becomes 

paramastigota which colonizes the esophagus and pharynx of the vector differentiating 

into infective metacyclic promastigotes forms (Mordaski et al., 2009). 

The protozoan T. cruzi has at least three morphologically distinct stages, 

changing according to their developmental stage and host (Vieira et al., 2012; Bignarde 

et al., 2008). In the vertebrate host the intracellular form is called amastigote. While in 
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the circulating blood the form found is called trypomastigote (Bignarde et al. 2008). The 

invertebrate host in performing the blood meal is contaminated with trypomastigotes 

that sequentially differentiates into the epimastigote form (Andrade; Andrews, 2005). 

The liberation of the protozoan in the metacyclic trypomastigote form carried by the 

invertebrate host occurs via defecation (Miles, 2003). 

The chemotherapeutic arsenal available for the treatment of leishmaniasis and 

Chagas disease is restricted to a few drugs, which have limited efficacy and undesirable 

adverse effects (Nunes, 2008). The snake venoms, from the Viperidae family in 

particular, contain a large number of proteins pharmacologically and biochemically 

active and they are more complex than those belonging to other families (Dal Pai; Saint 

Neto, 1994). In the Viperidae family, subfamily Crotalinae stands out, to which belongs 

the Crotalus, Bothrops and Lachesis genera (Melgarejo, 2003). Biochemical analysis of 

snake venoms are useful in the diagnosis, monitoring and clinical prognosis of various 

diseases that affect animals (Silva et al., 2010). There are several reasons for studying 

and researching snake venoms. Among them, the main reason is the isolation of 

substances that in low concentrations may have pharmacological effects (Ticli, 2006). 

With the emergence of resistance of Leishmania spp. and T. cruzi protozoa to 

drugs already used in human and veterinary medicine and their intense adverse effects, 

this study aimed to evaluate the in vitro effects of the venoms from C. d. cascavella, C. 

d. terrificus and B. jararaca snakes in promastigotes and amastigotes of L. chagasi, 

amastigotes and trypomastigotes of T. cruzi and to analyze the toxicity in RAW 264.7 

and LLC-MK2 cells. 

 

2. Material and Methods  

2.1. Ethics Committee   

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Research of the 

State University of Ceará (CEUA - UECE) with the number: 12641492-0. All care has 

been taken to preserve the health of researchers and other professionals involved in this 

study and the environment in the areas where they performed the research project. 

These included: care instructions on safe handling of biological products and techniques 

to prevent accidents in laboratories and correct packaging of the material to be 

discarded. 
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2.2. Obtainment of the Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus terrificus and 

Bothrops jararaca venoms  

The lyophilized venom from C. d. cascavella was kindly provided by Professor 

Dr.  Miriam Camargo Guarnieri, Department of Zoology and Center of Biological 

Sciences, Federal University of Pernambuco. The lyophilized venoms from C. d. 

terrificus and B. jararaca were donated by Professor Dr. Patrick Jack Spencer of the 

Institute of Nuclear and Energy Research at the University of São Paulo, IPEN. The 

venoms were diluted in phosphate buffered saline (PBS) and stored at -80°C. 

 

2.3. Obtainment of Leishmania chagasi and Trypanosoma cruzi   

The promastigotes of L. chagasi were grown in cell culture bottles containing 

M199 medium (Cultilab ®) supplemented with 10.0% inactivated fetal calf serum 

(FCS) (Cultilab ®), sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich ®), HEPES  buffer  (Sigma-

Aldrich  ®), bovine hemin (Inlab ®), gentamicin 30.00  µg/mL (Inlab ®) and 5.0% 

human male sterile urine. The parasites were maintained in an incubator at 27°C. After 

a week of growth, the culture was examined under a light microscope to observe their 

viability. 

Trypomastigotes of T. cruzi were grown in culture medium RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich ®) supplemented with 10.0% FCS (Cultilab ®), HEPES buffer (Sigma-Aldrich 

®), 200 mM L-glutamine (Gibco ®) and 30.00 µg/mL gentamicin (Inlab ®). This 

culture was maintained in cell culture bottles in incubator at 27ºC. After a week, the 

culture was analyzed in a light microscope to determine their viability. 

 

2.4. Polyacrylamid gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

The protein profiles of the crude venoms of C. d. cascavella, C. d. terrificus and 

B. jararaca were evaluated by 15.0% sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) in denaturing conditions. The crude venoms were diluted 

at a concentration of 500.00 µg/mL in PBS. For this procedure, 10.00 µL of each 

dilution was added to the same amount of electrophoresis buffer (glycerol, 10.0% SDS, 

1M Tris, pH 6.8, and bromophenol blue). The venoms were conditioned in the wells 

and subjected to electrophoresis using an initial voltage of 80V in the first 10 minutes, 

passing afterwards to 100V until the end of the assay. For the visualization of the 

obtained fractions, the gel was stained with 0.1% Brilliant Blue G250, 45.0% methanol 
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and 10.0% acetic acid (SDS-PAGE-CBB) for 20 minutes and then washed repeatedly 

with fixing solution (45.0% methanol and 10.0% acetic acid) to the bleaching of the 

polyacrylamide gel. 

 

2.5. Citotoxicity in RAW 264.7 and LLC-MK2 cells  

Cell line RAW 264.7 derived from murine monocytes were cultured in Dulbecco 

(Cultilab ®). The cell line LLC-MK2 originated from monkey kidney fibroblasts were 

cultured in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich ®). Both cell lines were counted in a Neubauer 

chamber, and diluted at a concentration of 1x106 cells/mL and plated on each 96 well 

plate. 

 

2.6. Leishmania chagasi promastigote test   

The promastigotes were observed under light microscope to determine their 

viability. They were counted in a Neubauer chamber, and diluted at a concentration of 

1x106 promastigotes/mL before plating in 96 well plates. The venoms were tested in the 

concentrations 500.00, 250.00, 125.00, 62.50, 31.25, 15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL. The 

positive control was performed with 50.00 µg/mL of pentamidine (Ítaca ®) and 

negative control with M199 (Cultilab ®). All compounds were tested in triplicate. Then, 

the plates were brought to the cell culture incubator at 27°C for 24 hours. The MTT 

assay followed the methodology described by Tempone (2005) and the reading was 

performed on an ELISA reader at 570 nm. 

 

2.7. Trypanosoma cruzi trypomastigote test  

T. cruzi trypomastigotes were evaluated under a light microscope to verify the 

viability. They were counted in a Neubauer chamber, and diluted at a concentration of 

1x106 trypomastigotes/mL to be plated in 96 well plates. The poisons were tested 

against this parasite in the concentrations of 500.00, 250.00, 125.00, 62.50, 31.25, 

15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL. The positive control was performed with 50.00 µg/mL 

Pentamidine (Ítaca ®) and a negative control with RPMI 1640 (Sigma-Aldrich ®). All 

compounds were tested in triplicate. The plate was maintained in a cell culture incubator 

at 27°C for 24 hours. The MTT assay followed the methodology described by Tempone 

(2005) and the reading was performed on an ELISA reader at 570 nm. 
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2.8. Leishmania chagasi amastigotes test   

Plating of RAW 264.7 cells was performed at a concentration of 1x105 cells/well 

in 96-well plates, which were maintained for 24 hours in CO2 incubator at 37°C for the 

adherence to occur. After the incubation period, L. chagasi promastigotes were added to 

the plate at a concentration of 1x106/well and waited infection over 24 hours in an oven 

at 27ºC. After such period, the infection was assessed by light microscopy and the 

contents of the wells were aspirated leaving only the infected cells. Then, the venoms 

were added in the following concentrations: 500.00, 250.00, 125.00, 62.50, 31.25, 

15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL. For positive control 50.00 µg/mL of pentamidine (Ítaca ®) 

was added and Dulbecco (Cultilab ®) was used as a negative control. All compounds 

were tested in triplicate. The plate was incubated for 24 hours in an incubator at 27ºC. 

After this period, 10.0% formaldehyde was added to the wells for cell fixation and carry 

out the procedures of the in situ ELISA. A solution of 0.01% saponin (Merck ®) with 

1.0% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich ®) diluted in 1x phosphate buffered 

saline (PBS) was added and incubated for 30 minutes at 37°C. Subsequently, a new 

solution of 5.0% skimmed milk (Nestle ®) diluted in PBS and incubated for 30 minutes 

at 37°C was added. The plate was washed rapidly three times in a solution of PBSLT 

comprising: PBS (1x), 3.0% skimmed milk (Nestle ®) and 0.05% Tween 20. After 

drying, in each well was added rabbit serum anti-L. chagasi diluted in 10.0% FCS and 

PBSLT. This solution was incubated overnight at a temperature of 37ºC. Then, the plate 

was washed again three times with PBSLT slowly. The conjugated anti-rabbit IgG 

(Sigma-Aldrich ®) was diluted in PBSLT, plated, and placed in incubator at 37°C for 

60 minutes. Again, three washes of the plate with PBSLT were performed and the 

chromogen ortho-phenyldiamine (OPD, Sigma-Aldrich ®) was added for 30 minutes in 

a dark chamber. Finally, the plate was added 4N hydrochloric acid (4N HCl 

Novaquímica ®) and read in a microplate reader using a 492 nm filter. 

 

2.9. Trypanosoma cruzi amastigotes test  

Plating of LLC-MK2 cells was performed at a concentration of 1x105 cell/well 

in 96-well plates, which were maintained for 24 hours in CO2 incubator at 37°C for the 

adherence to occur. After the incubation period, T. cruzi trypomastigotes were added to 

the plate at a concentration of 1x106 trypomastigotes/well and were maintained in an 

incubator at 27ºC for 24 hours in order to the infection to develop. After such period, 
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the infection was assessed by light microscopy and the contents of the wells were 

aspirated leaving only the infected cells. Then, the venoms were added in the following 

concentrations: 500.00, 250.00, 125.00, 62.50, 31.25, 15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL. For 

positive control 50.00 µg/mL Pentamidine (Ithaca ®) was added and RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich ®) was used as negative control. All compounds were tested in 

triplicate. The plate was incubated for 24 hours in incubator at 27ºC. After this period, 

ELISA in situ was performed, as described with the L. chagasi amastigotes, using rabbit 

serum anti-T. cruzi. At the end of the test the plate was read on a microplate reader 

using a 492 nm filter. 

 

2.10. Statistical analysis  

IC50 values (drug concentration able to inhibit 50% of parasites) in the range of 

95% (confidence interval of 95%) were calculated using a nonlinear regression curve. 

One-way ANOVA and comparative analysis between treatments was performed by 

Tukey’s   parametric test using and 100% survival was based on the OD of the viability 

control con-taining only promastigotes or amastigotes, and/or murine monocytic cells   

after normalization using the statistical software GraphPad Prism 6.0. 

 

3. Results  

3.1. Polyacrylamid gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

The SDS-PAGE showed that the venoms of C. d. cascavella and C. d. terrificus 

have similar molecular profiles, while the venom of B. jararaca demonstrated to be 

different from the other two studied venoms.   

  

3.2. Cytotoxic activity of the venoms of Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus 

terrificus and Bothrops jararaca in RAW 264.7 and LLC-MK2 cell lines 

The cytotoxicity assay on RAW 264.7 cells revealed that the venoms presented 

cytotoxicity in 100.0% cells at the highest concentration tested (500.00 µg/mL). The 

other concentrations also showed cytotoxicity, but with a percentage below 36.0%. The 

venom of C. d. cascavella varied the values for the 50.0% inhibitory concentration 

(IC50) between 236.10 to 354.60 µg/mL for the survival rate of RAW 264.7 cells (Fig. 

2a). Also, the IC50 values of the C. d. terrificus and B. jararaca venoms ranged from 

248.50 to 305.00 and from 247.10 to 351.40 µg/mL (Figs. 2b and 2c), respectively. 
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All venoms tested demonstrated similar results in the cell line LLC-MK2 and all 

concentrations used in this experiment proved cytotoxic. Only the highest concentration 

of venoms (500.00µg/mL) presented 100.0% mortality of the cells. The other 

concentrations presented below 50.0%. IC50  values of the venoms of  C. d. cascavella, 

C. d. terrificus  and  B. jararaca  varied from 230.20  to 329.00, 227.70  to 341.00, and 

260.90  to 366.80  µg/mL (Figs. 3a, 3b and 3c), respectively. These IC50 values    

presented no significant differences (p≤0.05) when compared to the venoms tested in 

the RAW 264.7 cell line. 

 

3.3. Activity of the venoms in Leishmania chagasi promastigotes  

The venom concentration of 500.00 µg/mL studied showed higher cytotoxic 

activity against L. chagasi promastigotes, followed by the concentration of 250.00 

µg/mL (Fig. 4). The 500.00 µg/mL concentration was not considered ideal, since this it 

presented cytotoxicity of 100.0% in both RAW 264.7 and LLC-MK2 cells, proving to 

be highly toxic. The optimal concentration was 250.00 µg/mL, since it did not present a 

high cytotoxicity in the cells referred to in this work. The C. d. terrificus venom showed 

better leishmanicidal activity at this concentration, achieving 71.1% of promastigote 

mortality (Fig. 4b). The venoms of C. d. cascavella and B. jararaca also showed 

cytotoxicity at the concentration of 250.00 µg/mL and caused a mortality of 67.1 and 

55.0% respectively in promastigotes (Figs. 4a and 4c). The other concentrations showed 

no statistically satisfactory results (p≤0.05) due to the survival rate of parasites above 

50.0%. 

IC50 values for C. d. terrificus were the lowest ranging from 63.50 to 155.00 

µg/mL. While venoms of C. d. cascavella and B. jararaca showed higher inhibitory 

concentrations in L. chagasi promastigotes, expressing the values ranging from 180.50 

to 237.90 and from 103.90 to 241.90 µg/mL, respectively. The venom of C. d. terrificus 

and C. d. cascavella presented different results in the parasite, although they are of the 

same genus. Instead, the venom C. d. cascavella manifested similarly to the venom of 

B. jararaca, possessing approximate IC50 values, even though they belong in different 

genera. 
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3.4. Activity of the venoms in Trypanosoma cruzi trypomastigotes  

The venoms studied showed no efficacy against T. cruzi trypomastigotes. The 

concentration that presented the greatest activity against these parasites was 500.00 

µg/mL, of which the percentage of survival was 9.3% to the venom C. d. cascavella, 

5.9% to the venom of C. d. terrificus and 13.4% to the venom of B. Jararaca, 

respectively (Figs. 5a, 5b and 5c). Half  of  this concentration (250.00  µg/mL) in the 

three  venoms studied,  was no effective  against  the  parasites, with no significant 

statistical difference. The survival values of the concentration 250.00 µg/mL of 

trypomastigotes were approximated, representing 44.1% for the C. d. cascavella venom, 

45.4% for the C. d. terrificus venom and 43.7% for the B. Jararaca venom, respectively 

(Figs. 5a, 5b and 5c). The other concentrations (125.00, 62.50, 31.25, 15.62, 7.81 and 

3.90 µg/mL) presented mortalities below 30.0%. 

IC50 values also showed no significant differences when comparing the three 

venoms studied. The IC50 values obtained from the venom of C. d. cascavella on T. 

cruzi trypomastigotes varied from 192.60 to 267.90µg/mL, from 81.50 to 213.00µg/mL 

of the C. d. terrificus venom and from 137.60 to 234.10µg/mL of the B. jararaca 

venom. 

 

3.5. Activity of the venoms in Leishmania chagasi amastigotes  

The results obtained by ELISA in situ showed that the highest concentration 

studied (500.00 µg/mL), caused the highest leishmanicidal activity against L. chagasi 

amastigotes. The venom of B. jararaca caused the highest mortality rate of 99.5% (Fig. 

6c). Secondly, the venom C. d. cascavella caused 85.9% mortality in L. chagasi 

amastigotes (Fig. 6a). Finally, the venom of C. d. terrificus caused a 31.9% of mortality 

in the parasites (Fig. 6b). At the concentration of 250.00 µg/mL, again the B. jararaca 

venom expressed a good mortality rate of 96.0% (Fig. 6c). While the venoms of C. d. 

cascavella and C. d. terrificus obtained 11.8 and 15.7% mortality, respectively (Fig. 6a 

and 6b). At the concentration of 125.00 µg/mL only B. jararaca venom presented a 

valid mortality of 60.7% in the parasites (Fig. 6c). The other concentrations (62.50, 

31.25, 15.62, 7.81 and 3.90 µg/mL) presented mortalities below 40.0%. 

IC50 values of the venoms studied showed significant differences between them. 

The IC50 values obtained from the venom of B. jararaca showed the lowest of the 

analyzed venoms, ranging between 55.60 and 90.90 µg/mL. The venom of C. d. 
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cascavella followed with the IC50 values varying from 181.60 to 495.50 µg/mL. But the 

venom of C. d. terrificus did not present IC50 statistically favorable, with values ranging 

from 402.90 to 1253.00 µg/mL. 

 

3.6. Activity of the venoms in Trypanosoma cruzi amastigotes   

The ELISA in situ performed with T. cruzi amastigotes revealed that the venom 

concentration of 500.00 µg/mL studied showed greater trypanocidal activity. The 

venom of B. jararaca presented the highest mortality rate of 90.4%, while the venom of 

C. d. cascavella had the second highest mortality rate of T. cruzi amastigotes with 

72.5%, and the venom of C. d. terrificus showed the lowest mortality rate of 57.7% 

(Figs 7a, 7b and 7c). The other concentrations (250.00, 125.00, 62.50, 31.25, 15.62, 

7.81 and 3.90 µg/mL) had no statistically satisfactory trypanocidal activity, with a 

survival of T. cruzi amastigotes of 56.7% (Figs 7a, 7b and 7c). 

The IC50 of venom C. d. terrificus presented the best results among the venoms 

studied, ranging between the values of 77.90 and 293.80 µg/mL. The venom of C. d. 

cascavella followed with values varying from 126.50 to 387.30 µg/mL and the venom 

of B. jararaca with values between 209.20 and 496.80 µg/mL. 

 

4. Discussion   

The electrophoresis demonstrated that the venoms of C. d. cascavella and C. d. 

terrificus showed similar molecular profiles with four bands of the same level. These 

two species differed from the venom of B. jararaca, which, by the analysis of the 

position of the bands on the gel has shown to be a poison of another different species. 

Although C. d. cascavella and C. d. terrificus showed bands of different molecular 

weights when compared to B. jararaca, they presented a band in common in the region 

close to the molecular weight of 35 kDa. 

The cell lines RAW 264.7 and LLC-MK2 did not survive at the highest 

concentration of venoms studied (500.00 µg/mL). Therefore this concentration can be 

discarded for future in vivo tests. From the concentration of 250.00 µg/mL C. d. 

terrificus, C. d. Cascavella and B. jararaca venoms, the survivability of these cells 

increased and the line RAW 264.7 showed better results than the LLC-MK2 cells. 

Lourenço (2000) in his studies performed with the crude venom of B. jararaca on LLC-

MK2 cells achieved an IC50 of 0.82 µg/mL while in this study we obtained a higher IC50 
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values ranging from 260.90 to 366.80 µg/mL. The two strains studied are different 

derivations. RAW 264.7 cells are derived from murine monocytes (Tempone et al. 

2005), while the LLC-MK2 cells are fibroblasts from the epithelium of monkey kidney 

(Roy et al. 2012). 

In this study, the IC50 values for C. d. terrificus were the lowest ranging from 

63.50 to 155.00 µg/mL. While venoms of C. d. cascavella and B. jararaca showed 

higher inhibitory concentrations in L. chagasi promastigotes expressing the values 

varying from 180.50 to 237.90 and 103.90 to 241.90 µg/mL, respectively. Other studies 

have been conducted with the venoms of C. d. terrificus, C. d. cascavella and C. d. 

collilineatus on L. amazonensis promastigotes. The results showed a higher 

leishmanicidal activity of C. d. terrificus with IC50 ranging from 4.70 to 1.72 µg/mL, 

while C. d. cascavella presented IC50 varying from 9.41 to 1.21 µg/mL. The venom of 

C. d. collilineatus showed a low leishmanicidal activity at higher concentrations. The 

IC50 varied from 9.50 to 281.00 µg/mL and also increased the numbers of parasites in 

50.0% at the IC50 of 44.30 to 2.18 µg/mL (Passero et al. 2007). These results differ from 

that obtained in this study with L. chagasi promastigotes. This fact can be explained by 

the fact that these species of Leishmania are biologically distinct, involving different 

clinical presentations, since all species of Leishmania spp. exhibit considerable 

differences among themselves under different aspects (Camargo; Barcinski, 2003). 

Snake venoms can be sources of new bioactive molecules with potential effects 

on the growth of T. cruzi and Leishmania spp. Changes in the structure and growth of T. 

cruzi epimastigotes, amastigotes and trypomastigotes and L. major promastigotes were 

analyzed after treatment with crude venom of B. jararaca. No growth of promastigotes 

and epimastigotes occurred at a  venom  concentration  of 100.00  µg/mL, whereas the 

IC50  was obtained  in concentrations of 0.10  to 0.30  µg/mL.  Structural observation 

performed in the bloodstream trypomastigotes,  in intracellular amastigotes, as well as 

axenic cultures of promastigotes and epimastigotes showed increased mitochondrial 

volume and disorganization of kinetoplast (Gonçalves et al. 2002). 

Deolindo et al. (2005) found in their studies that the growth of T. cruzi 

epimastigostes was inhibited after treatment with the venom of B. jararaca and the IC50 

obtained was 10.00 µg/mL. Cellular molecular observations revealed increased 

mitochondrial volume, disorganization of kinetoplast, condensation of cytoplasm, and 

loss of mitochondrial membrane potential. The increase of these changes depends on the 
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time of exposure of phosphatidylserine on the outer leaflet of the plasma membrane 

followed by permeabilization and activation of caspases. 

Studies with several venoms revealed that they manifest themselves in different 

ways when compared to the native and irradiated forms. The crude venom of B. 

jararaca was highly effective against L. amazonensis promastigotes at the concentration 

of 40.00 µg/mL to about 100.0% lethality. In the native form, the IC50 was 2.80 µg/mL 

and with the irradiated venom, the IC50 increased to 4.80 µg/mL. The effect of radiation 

is not the same in all venoms. Some suffer little changes and others manifest their 

toxicity reduced by up to five times (Lourenço, 2000). 

Several studies of snake venom cytotoxicities were conducted in intracellular 

parasites, but few studies have been reported with C. d. terrificus. We also found a 

scarcity in reports of anti-Leishmania activity of snake venoms on the L. chagasi 

species. The results showed that concentrations of 250.00 and 125.00 µg/mL of the C. d. 

terrificus and B. jararaca venoms had a higher mortality in the protozoa studied and 

showed low cytotoxicity. Thus, further study of the toxic effects of whole venom and 

isolated fractions of the analyzed snakes may contribute to further research on the 

pathophysiology and mechanism of action of these toxins in visceral leishmaniasis and 

Chagas disease. As well as provide new pharmacological and therapeutic tools for in 

vivo studies. 
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Figures: 

 
Fig. 1. Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) at 

15.0% in denaturing conditions. In the first well, the molecular weight was placed 

(MW); in the second, the C. d. cascavella (CDC) venom; in the third, the C. d. terrificus 

(CDT) venom and in the fourth, the venom of B. jararaca (BJ).  
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Fig. 2. Percentage of survival of RAW 264.7 cells in different concentrations of the 

venoms tested using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. 

(a) Effect of the C. d. cascavella venom on RAW 264.7 cells. (b) Effect of the C. d. 

terrificus venom on RAW 264.7 cells. (c) Effect of the B. jararaca venom on RAW 

264.7 cells.  
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Fig. 3. Percentage of survival of LLC-MK2 cells in different venom concentrations 

using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. (a) Effect of C. 

d. cascavella venom on LLC-MK2 cells. (b) Effect of C. d. terrificus venom on LLC-

MK2 cells. (c) Effect of B. jararaca venom on LLC-MK2 cells.  
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Fig. 4. Percentage of survival of L. chagasi promastigotes in different concentrations of 

the venoms using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. (a) 

Effect of the C. d. cascavella venom in L. chagasi promastigotes. (b) Effect of the C. d. 

terrificus venom in L. chagasi promastigotes. (c) Effect of the B. jararaca venom in L. 

chagasi promastigotes. 
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Fig. 5. Percentage of survival of T. cruzi trypomastigotes in different concentrations of 

the venoms using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. (a) 

Effect of the C. d. cascavella venom in T. cruzi trypomastigotes. (b) Effect of the C. d. 

terrificus venom in T. cruzi trypomastigotes. (c) Effect of the B. jararaca venom in T. 

cruzi trypomastigotes. 
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Fig. 6. Percentage of survival of L. chagasi amastigotes in different concentrations of 

the venoms using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. (a) 

Effect of the C. d. cascavella venom in L. chagasi amastigotes. (b) Effect of the C. d. 

terrificus venom in L. chagasi amastigotes. (c) Effect of the B. jararaca venom in L. 

chagasi amastigotes. 
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Fig. 7. Percentage of survival of T. cruzi amastigotes in different concentrations of the 

venoms using a non-linear regression curve with a confidence interval of 95.0%. (a) 

Effect of the C. d. cascavella venom in T. cruzi amastigotes. (b) Effect of the C. d. 

terrificus venom in T. cruzi amastigotes. (c) Effect of the B. jararaca venom in T. cruzi 

amastigotes. 
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7  CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos demonstraram que os venenos das serpentes Crotalus 

durissus terrificus e Bothrops jararaca possuem atividade leishmanicida e tripanocida 

podendo ser considerados como uma nova ferramenta terapêutica e farmacológica de 

pesquisa para o tratamento da leishmaníase visceral e da tripanossomíase americana.  

 Os venenos estudados apresentam proteínas com pesos moleculares semelhantes 

com aproximadamente 33 KDa. Os venenos do gênero Crotalus apresentaram maior 

semelhança molecular com substâncias de pesos moleculares aproximados entre si. 

 Os venenos estudados tiveram 100% de citotoxicidade em células RAW 264.7 e 

LLC-MK2 na concentração de 500 µg/mL. As demais concentrações dos venenos, a 

citotoxicidade se encontrou abaixo de 50% em ambas as células.  

 Dentre os venenos estudados a Crotalus durissus terrificus apresentou maior 

índice de mortalidade em formas promastigotas e a Bothrops jararaca apresentou 

melhor atividade contra amastigotas de Leishmania chagasi.  

 Sobre formas tripomastigotas, o veneno da Bothrops jararaca apresentou maior 

toxicidade enquanto em amastigotas de Trypanosoma cruzi, o veneno da Crotalus 

durissus terrificus expressou a maior toxicidade. 
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8  PERSPECTIVAS 

Venenos de serpentes possuem potencial farmacológico de amplo espectro, 

sendo capazes de fornecer novas substâncias ativas que viabilizem o controle destas e 

outras doenças, e que apresentem efeitos adversos reduzidos. O aprofundamento das 

pesquisas e a investigação de compostos mais seletivos nos induz a continuar com 

pesquisas na possível descoberta de estudos e resultados in vitro e in vivo para buscar 

uma nova ferramenta no tratamento da leishmaniose visceral e a tripanossomíase 

americana que acometem os homens e animais domésticos. 
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