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Os venenos animais constituem uma das mais ricas fontes de substâncias biologicamente ati-

vas encontradas na natureza. Estudos farmacológicos e bioquímicos, realizados nas últimas 

décadas, têm mostrado a riqueza de proteínas com atividade enzimática, toxinas, peptídeos, 

aminas bioativas, dentre outros compostos, encontrados nos venenos de serpentes com 

grande diversidade de suas ações biológicas. Os venenos de serpentes Crotalus durissus ssp., 

encontradas no Brasil, são compostos por aproximadamente 90% de proteínas e peptídeos, 

apresentando como principais toxinas, a crotoxina, convulxina, giroxina (ou trombina-similes) 

e, em alguns exemplares, a crotamina. A crotoxina é a principal neurotoxina e miotoxina do 

veneno Crotalus durissus ssp. formada pela associação iônica de duas subunidades, uma bá-

sica, a fosfolipase A2 (CB, Componente B ou Crotoxina B) e a outra ácida, a crotapotina (CA, 

Componente A ou Crotoxina A). As PLA2 exibem uma grande variabilidade de efeitos farma-

cológicos por mecanismos que podem ser independentes ou dependentes de sua atividade 

enzimática, como, miotoxicidade, ação anticoagulante, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, 

antibacteriana e antitumoral. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi isolar e verificar o 

potencial citotóxico das frações CA e CB do veneno individual variedade branca de Crotalus 

durissus ruruima. A cromatografia de exclusão molecular do veneno branco Cdr110 resultou 

em 4 picos com tempos de retenção diferentes. A cromatografia de fase reversa resultou em 

dois picos principais correspondentes a crotapotina e fosfolipase A2. A avaliação da atividade 

citotóxica de CA e CB demonstrou que as duas frações são citotóxicas para as linhagens de 

HCT-116 e MCR-5 sendo que CB apresentou maior toxicidade frente a essas linhagens celula-

res testadas.   

 

: cascavel, veneno branco, citotoxicidade  

  

Animal venoms are one of the richest sources 

of biologically active substances found in nature. Pharmacological and biochemical studies 

carried out in recent decades have shown the wealth of proteins with enzymatic activity, toxins, 

peptides and biologically active amines, among other compounds, found in snake venoms 

and their many different mechanisms of action. The venoms of Crotalus durissus ssp., snakes 

found in Brazil, consist mainly of proteins and peptides, which account for approximately 90% 

of the venom, and the main toxins are crotoxin, convulxin, gyroxin (a thrombin-like enzyme) 
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and, in some specimens, crotamine. Crotoxin, the main neurotoxin and myotoxin in the venom 

of Crotalus durissus ssp., consists of two non-covalently associated subunits: one a base, phos-

pholipase A2 (component B or crotoxin B), and the other an acid, crotapotin (component A or 

crotoxin A). PLA2s exhibit a wide variety of chemical effects via mechanisms that can be inde-

pendent of or dependent on their enzymatic activity, such as myotoxicity, anticoagulant ac-

tivity, neurotoxicity, cardiotoxicity and antibacterial and antitumor activity.  The aim of this 

study was to isolate the CA and CB fractions of individual white venom from Crotalus durissus 

ruruima and determine their cytotoxic potential. Molecular exclusion chromatography of white 

Cdr110 venom produced four peaks with different retention times. Reverse phase chromatog-

raphy produced two main peaks corresponding to crotapotin and phospholipase A2. Assess-

ment of the cytotoxic activity of CA and CB showed that the two fractions are toxic for the 

HCT-116 and MCR-5 cell lines and that CB had the greater toxicity for the cell lines tested.   
  

: rattlesnake, white venom, cytotoxicity  

 

1. 

As principais serpentes de importân-

cia médica da fauna brasileira pertencem 

às famílias Elapidae (Micrurus sp. e Leptomi-

crurus sp.) e Viperidae (Bothrops sp., Bothro-

cophias sp., Porthidium sp., Crotalus sp. e 

Lachesis sp.) (BRASIL, 2020). No Brasil, o gê-

nero Crotalus é amplamente distribuído, re-

presentado por uma única espécie a C. 

durissus e sete subespécies: C. d. dryinas 

(Amapá), C. d. terrificus (regiões Sul e Su-

deste), C. d. collilineatus (Minas Gerais e 

Goiás), C. d. cascavella (região de caa-

tinga nordestina), C. d. trigonicus (Roraima), 

C. d. ruruima (Roraima) e C. d. marajoensis 

(ilha do Marajó – Pará) (JORGE; RIBEIRO, 

1992; PINHO; PEREIRA, 2001; UETZ et al., 

2020).  

As serpentes Crotalus durissus ssp. são 

conhecidas popularmente como cascavel, 

cascavel quatro-ventas, boicininga, mara-

cambóia, maracá, dentre outras denomi-

nações. Habitam campos abertos, áreas 

secas, arenosas, pedregosas e, raramente, 

a faixa litorânea. Atacam somente quando 

se sentem ameaçadas e, quando excita-

das, denunciam sua presença pelo ruído 

característico do guizo ou chocalho, pre-

sente em sua cauda (PINHO; PEREIRA, 

2001). De 2015 a 2019 foram notificados 

268.445 mil casos de acidentes ofídicos, no 

Brasil, sendo que 2.652 foram causados por 

serpentes do gênero Crotalus sp. (BRASIL, 

2020). Esses acidentes são os que apresen-

tam maior mortalidade, sendo quatro ve-

zes superior à mortalidade causada por ser-

pentes do gênero Bothrops sp. (MATOS; IG-

NOTTI., 2020), pois frequentemente, evo-

luem para insuficiência renal aguda (TO-

KARNIA et al., 2014).  

O veneno é sintetizado em glândulas 

especializadas localizadas próximas ao seu 

aparelho inoculador. Quando inoculado, 

em sua vítima, facilita a captura, imobiliza-

ção e digestão da presa, sendo essencial 

para a alimentação e defesa da serpente 

(CUNHA; MARTINS, 2012).  

As proteínas e peptídeos de pequena 

massa molecular representam aproxima-

damente 90% do veneno total seco (BIEBER, 

1979). A peçonha das serpentes das subes-

pécies de Crotalus durissus é composta por 

uma mistura de moléculas de natureza pro-

teica com ou sem atividade catalítica, 

como fosfolipases A2, serinoproteases, hia-

luronidases, L-aminoácido oxidases (LAAO), 

peptídeos, compostos orgânicos de baixo 

peso molecular como carboidratos, seroto-

nina; íons inorgânicos como o cálcio, mag-

nésio, cobre, ferro, bem como inibidores 

enzimáticos (DA SILVA et al., 2016; TASOU-

LIS; ISBISTER, 2017). As fosfolipases A2 (PLA2), 

em particular, catalisam a hidrólise de gli-

cerofosfolipideos na posição sn-2, libe-

rando ácidos graxos livres, lisofosfolípidos e 
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ácido araquidônico precursor de prosta-

glandinas, tromboxanos e leucotrienos, 

(ARNI; WARD, 1996). Devido a tais media-

dores, as PLA2 têm o potencial de interferir 

na resposta inflamatória do organismo 

(DIAS, 2015; MESGARZADH et al., 2017).  

Estudos mostram que existem varia-

ções tanto na composição química 

quanto nas atividades biológicas dos vene-

nos. Essas variações podem ocorrer interfa-

mílias, intergêneros, interespécies e subes-

pécies, e também dentro de uma única es-

pécie (CHIPPAUX et al., 1991). A variabili-

dade intraespécie pode ser ontogenética 

(ANTUNES et al., 2010; BRAGA et al., 2020), 

sexual (MENEZES, 2006; BRAGA et al., 2020) 

ou devido à localização geográfica 

(ALAPE-GIRO et al., 2008). A dieta dos indi-

víduos também pode influenciar na consti-

tuição do veneno das serpentes (DALTRY et 

al., 1996). Os estudos destas variações for-

necem dados para auxiliar no tratamento 

de acidentes ofídicos e no desenvolvi-

mento de soros antiofídicos (CHIPPAUX et 

al., 1991; DA COSTA et al., 2020).   

Em 2005, Dos-Santos e colaboradores 

analisaram, isoladamente, os venenos de 

seis exemplares de Crotalus durissus ruruima 

capturados na Fazenda Monte Cristo 

(60°46'18"W, 2°52'20"N), no município de 

Boa Vista, (os mesmos utilizados por DOS 

SANTOS et al., 1993), quanto às suas ativi-

dades biológicas e constituintes proteicos, 

e observaram que os venenos da varie-

dade branca apresentaram maior con-

centração de crotoxina (CTX) do que os da 

variedade amarela, além de variações no 

perfil proteico, nas atividades biológicas e 

nas intensidades de suas ações induzidas. 

Esses mesmos venenos, denominados Crd 

82, Cdr 110 e Cdr173 (venenos brancos), 

Cdr 68, Cdr69 e Cdr81 (venenos amarelos) 

(DOS-SANTOS et al., 1993), tem sido objeto 

de estudos funcionais e estruturais detalha-

dos. Calvete e colaboradores (2010), de-

monstraram que 82,7% do veneno Cdr110 

era composto por CTX e, dentre os venenos 

estudados, foi o que apresentou maior 

concentração desta toxina. Neste mesmo 

estudo, a concentração de CTX determi-

nada no veneno de C. d. terrificus foi de 

59,5%.  

O efeito neurotóxico da CTX envolve 

a inibição da liberação de acetilcolina e 

bloqueio da transmissão na junção neuro-

muscular, causando insuficiência respirató-

ria, paralisia dos músculos esqueléticos e di-

minuição da motricidade ocular. Além da 

neurotoxicidade, diversos estudos apon-

tam para atividades imunomoduladora, 

anti-inflamatória, antitumoral e antimicrobi-

ana (LIMA, 2015; CAVALCANTE et al., 2017). 

A CTX tem sido estudada por sua aplica-

ção eficaz em tratamentos de tumores ma-

lignos, in vivo ou in vitro, isoladamente ou 

em combinação com medicamentos anti-

tumorais (YE et al., 2011; HAN et al., 2014; 

SANTOS, 2017; MULLER et al., 2018).  

 

As toxinas de veneno representam 

um reservatório enorme e pouco explo-

rado de componentes bioativos que po-

dem ser usados na produção de medica-

mentos devido às inúmeras atividades bio-

lógicas que possuem (CALVETE et al, 2009; 

OLIVEIRA, 2019). Dessa forma, o uso de to-

xinas com potencial terapêutico tem au-

mentado nas últimas décadas e compos-

tos isolados de peçonhas e venenos ani-

mais vem sendo averiguados. Desta forma, 

trabalhos relatando a ação de toxinas ofí-

dicas com potencial terapêutico têm cres-

cido significativamente e diversas dessas 

proteínas estão sendo testadas, demons-

trando melhoria em algumas patologias, 

como hipertensão, doenças autoimunes, 

disfunção erétil, diabetes e câncer (NA-

TESH et al., 2004; REBELLO H. et al., 2016).  

A diversidade biológica de venenos 

de serpentes, têm resultado em avaliações 

para detecção de possíveis atividades an-

timicrobiana (EL CHAMY MALUF et al., 2016; 

SULCA et al., 2017; CHARVAT et al., 2018), 

antitumoral (GIMENES et al., 2017; COSTA et 

al., 1998; SANTOS et al., 2018), citotóxica 
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(MELÉNDEZ; MARTÍNEZ et al., 2017) e no de-

senvolvimento de novos agentes terapêu-

ticos para o tratamento do câncer (SAAVE-

DRA et al., 2020) a partir dos venenos totais 

ou de seus componentes isolados e carac-

terizados. Além disso, permitem o conheci-

mento dos mecanismos moleculares envol-

vidos em processos fisiológicos de atuação 

da peçonha, portanto um melhoramento 

nas terapias, para tratar pacientes aciden-

tados por serpentes além do desenvolvi-

mento de novos agentes terapêuticos apli-

cados a medicamentos (MCCLEARY; KINI, 

2013; VIEIRA, 2014).  

Em estudo prévio de caracterização 

individual, realizado com os venenos bran-

cos de C. d. ruruima (Cdr110 e Cdr173) foi 

demonstrado que os referidos venenos 

possuem atividade PLA2 na seguinte ordem 

de atividade 173˃110. Em relação à mioto-

xicidade o Cdr110 foi o mais ativo (DOS 

SANTOS et al., 2005). Posteriormente, SAN-

TOS et al. (2018) verificaram a variabilidade 

intraespecífica nos venenos brutos brancos 

(Cdr110) e amarelos (Cdr68 e Cdr69) de C. 

d.  ruruima em relação ao seu potencial 

antitumoral e antibacteriano. Os venenos 

amarelos apresentaram atividade contra 

Staphylococcus aureus e foram citotóxicos 

para as linhagens tumorais SK-Mel-103 (me-

lanoma), MCF7 (adenocarcinoma de 

mama), HCT-116 (carcinoma colorretal) 

enquanto os venenos brancos não exibi-

ram atividade.   

Desta forma, o objetivo desta pes-

quisa foi avaliar a atividade citotóxica do 

Cdr 110 variedade branca, porém não na 

forma bruta, mas sim com a PLA2 (Compo-

nente B e ou CTX B) e a crotapotina (Com-

ponente A ou CTX A) isoladas, sobre linha-

gens de células tumorais, para comparar 

com a atividade do veneno total.   
  

2. 

2.1. 

O veneno individual de Crotalus durissus ru-

ruima (Cdr110) foi obtido de uma serpente 

adulta capturada na Fazenda Monte Cristo 

(60°46'18"W, 2°52'20"N), no município de 

Boa Vista e mantida no Núcleo de Animais 

Peçonhentos, da Fundação de Medicina 

Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Ma-

naus, Amazonas. Para a extração do ve-

neno o animal foi anestesiado com vapor 

de gás carbônico. O veneno foi coletado, 

filtrado (Millipore 0,45µm), liofilizado e esto-

cado a -20 oC.   

  

2.2.

O veneno Cdr110 foi dissolvido em 

tampão bicarbonato de amônio 50 mM, 

pH 7,8, até dissolução máxima em banho 

de gelo, seguido pelo processo de clarifi-

cação por centrifugação (13000 rpm por 

20 min). O sobrenadante obtido foi cole-

tado e aplicado em coluna de exclusão 

molecular Superdex 200 10x300 GL (GE 

HealthCare) acoplada em sistema HPLC 

(Akta Purifier 10, GE HealthCare), previa-

mente equilibrada com o mesmo tampão 

utilizado para a diluição do veneno. Cada 

aplicação continha aproximadamente 1,3 

mg de veneno em 200 µL de tampão e o 

número de corridas foi de acordo com a 

disponibilidade do veneno. As frações fo-

ram obtidas em fluxo constante de 0,5 

ml/min e coletadas em intervalos constan-

tes de 1 min para cada tubo. O monitora-

mento da corrida cromatográfica foi reali-

zado a 280 nm e as frações coletadas fo-

ram liofilizadas e armazenadas a -20ºC 

para posterior utilização.   

  

2.3. 

O pico de interesse da exclusão mo-

lecular foi submetido à cromatografia de 

fase reversa, usando coluna analítica Small 

Pore Vydac C-18 201SP54 (Grace Vydac, 

CA, USA). O pico foi reconstituído em 2 mL 

de solução aquosa de TFA 0,1% em água e 

a coluna foi equilibrada, previamente, 

com o mesmo solvente. A eluição foi feita 

com gradiente linear de 20% a 100% de TFA 

0,1% em acetonitrila, com 48 volumes de 
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coluna. O monitoramento da corrida cro-

matográfica foi realizado a 280 nm e as fra-

ções obtidas foram liofilizadas e armazena-

das a -20ºC. O software utilizado para as 

análises dos cromatogramas foi o UNI-

CORN (GE HealthCare).  

  

2.4. 

A atividade fosfolipase A2 (PLA2) foi 

mensurada pela ação hidrolítica sobre 

gema de ovo incorporada a ágar, na pre-

sença de íons cálcio, de acordo com Ha-

bermann; Hardt, 1972. A atividade foi ex-

pressa pelo diâmetro do halo de hidrólise, 

em milímetros.  

  

A avaliação da atividade citotóxica 

do veneno foi feita na linhagem tumoral de 

carcinoma colorretal humano (HCT-116) e 

na linhagem não tumoral de fibroblastos 

humanos (MRC-5).  

As linhagens tumorais foram compra-

das do Banco de Células do Rio de Janeiro 

e tiveram as condições de cultivo adapta-

das para o Laboratório de Atividade Bioló-

gica II (BIOPHAR II), da  

Universidade Federal do Amazonas 

(UFAM). As células foram cultivadas em 

meio DMEM (Gibco®, Life Technologies, 

EUA) contendo 10% de soro fetal bovino 

(FBS) (Gibco®, Life Technologies, EUA), 50 

U/mL de penicilina e 50 µg/mL de estrepto-

micina (Invitrogen) e mantidas a 37°C em 

estufa a 5% de  CO2.   

O ensaio de Alamar Blue foi realizado 

segundo metodologia descrita por AHMED 

et al. (1994). As células foram plaqueadas 

na concentração de 5 x 103 células/poço 

em placas de 96 poços. Como controle po-

sitivo de morte, foi usada a Doxorrubicina 

(5 μg/mL) (Sigma) e como controle nega-

tivo foi usado o meio de cultura. Após 72 

horas de tratamento, 10 μL da solução de 

Alamar Blue® (Sigma), 0,4% foi adicionado 

em cada poço da placa e após 2h de ex-

posição, a fluorescência foi medida em lei-

tor de microplaca (DTX800 Beckman e 

Coulter).  

  

3. 

3.1.

O perfil cromatográfico do veneno 

branco Cdr110 fracionado por cromato-

grafia de exclusão molecular está repre-

sentado na Figura 1. Observa-se que este 

veneno apresenta quatro picos principais 

com diferentes tempos de retenção.  

  

   
Figura 1. Perfil cromatográfico em exclusão molecular (Superdex 200 10X300 GL) do veneno branco 

Cdr110. Condições: Tampão Bicarbonato de amônio 50 mM, pH 7,8, fluxo 0.5 ml/min, coleta de 0.5 

ml/fração. Amostra aplicada: cerca de 1,3 mg (peso seco) em 200 µl.  



 

Scientia Amazonia, v. 10, n.4, B1-B13, 2021 
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org 

ISSN:2238.1910 

Ciências Biológicas 

 

B6 

 

Tabela 1 - Estimativa de massa molecular (MM) 

média (em kDa) das proteínas nos picos da cro-

matografia de exclusão molecular (Superdex 

200) do veneno branco de C. d. ruruima Cdr110.   

  

Veneno Cdr 110  
MM (kDa)  

Pico I  103,6  

Pico II  22,9  

Pico III  3,7  

Pico IV  2,0   

  

 As massas moleculares para as proteínas 

contidas nos picos da cromatografia de 

exclusão molecular de Cdr110 foram esti-

madas pelo volume médio de eluição no 

cromatograma (Tabela 1). 

 

3.2.

O pico II (PII) da etapa anterior foi 

aplicado em coluna analítica de fase re-

versa (Fig. 2). Os picos de proteína foram 

identificados de acordo com a ordem de 

eluição no cromatograma (FRP1 e FRP2). 

FRP1 corresponde a crotapotina ou com-

ponente A e FRP2 corresponde a fosfoli-

pase A2 ou componente B.  

 

 

  
Figura 2. Perfil cromatográfico em fase reversa dos picos II (PII) obtidos por exclusão molecular no fra-

cionamento do veneno branco Cdr110.  As ordenadas representam as leituras em mAU280 (em azul) 

ou percentual do gradiente de acetonitrila (em verde). A abcissa mostra o volume de eluição (em mL).  
  

Neste trabalho utilizou-se duas etapas 

cromatográficas para isolamento de fra-

ções do veneno Cdr 110. Primeiramente foi 

realizada uma cromatografia de exclusão 

molecular, também conhecida como filtra-

ção em gel, que separa biomoléculas com 

base nas diferenças em seu tamanho mo-

lecular (COLLINS, 2011).   

As cromatografias de exclusão mole-

cular do veneno Cdr110 (branco) resulta-

ram em 4 picos com tempos de retenção 

diferentes.  O pico II com massa estimada 

em 22,9 KDa possivelmente corresponde a 

crotoxina (CTX) que é a principal neuroto-

xina e miotoxina do veneno crotálico e tem 

aproximadamente 20 kDa (HENDON; FRA-

ENKEL-CONRAT, 1971).   

A cromatografia de fase reversa, do 

PII, resultou em dois picos o FRP1 que cor-

responde a crotapotina ou componente A 

e FRP2 que corresponde a fosfolipase A2 ou 

componente B. Em um estudo, a análise 
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das sequências de aminoácidos aminoter-

minais de PLA2 de C. d. ruruima foram se-

melhantes às de C. d. terrificus enquanto as 

PLA2 de C. d. cumanensis apresentaram 

maior homologia com as PLA2 de C. d. cas-

cavella e de C. d. collilineatus (FONSECA, 

2011).   

PONCE-SOTO et al. (2007) utilizaram 

um protocolo de purificação de PLA2 de 

veneno branco de C. d. ruruima usando ex-

clusivamente a fase reversa e obtiveram 

dezoito frações, sendo que duas apresen-

taram atividade PLA2. Posteriormente DIZ FI-

LHO et al. (2009) fizeram uso de cromato-

grafia de exclusão molecular seguida de 

fase reversa, para isolamento e purificação 

de duas isoformas de PLA2 a partir do ve-

neno C. d. ruruima (variedade branca). O 

mesmo protocolo de isolamento foi usado 

por FONSECA et al. (2010), demonstrando 

que estas etapas cromatográficas são efi-

cientes no isolamento de PLA2 de venenos 

crotálicos.    
  

Todas as frações de Cdr110 foram 

submetidas ao teste de atividade fosfolipá-

sica (Fig. 3). Observa-se que o pico de ati-

vidade fosfolipásica acompanha o pico 

cromatográfico correspondente a fração 

com massa estimada em 22,9 KDa, que 

possivelmente corresponde a CTX.  

 

 
Figura 3. Perfil cromatográfico (linha contínua) do veneno Cdr110 em gel filtração (Superdex 200 10X300 

GL). Tampão Formiato de amônio 100mM pH 6.5, fluxo 0.5 m1/min, coleta de 0.5m1/fração. Amostra 

aplicada: cerca de 1.3mg (peso seco) em 200 μL e perfil de atividade de PLA2 (linha pontilhada).  
  

O veneno bruto de Cdr 110 de C. d. 

ruruima tem maior concentração de CTX 

(82,7%) quando comparado ao veneno de 

C. d. terrificus (59,5%) (CALVETE et al., 2010). 

Entretanto, a CTX de C. d. cumanensis in-

duziu atividades neurotóxica e miotóxica 

direta comparativamente mais altas do 

que a CTX de veneno branco de C. d. ru-

ruima, nas mesmas concentrações (CA-

VALCANTE et al., 2015). Não é possível afir-

mar qual dos venenos é mais tóxico, pois 

existem as variações individuais, entre ve-

nenos secretados por serpentes de uma es-

pécie ou subespécie.  

Estudo realizado por JOHNSON et al., 

(1987) com cascáveis (subespécie) da 

costa sul do Oceano Pacífico demonstrou 

que esta serpente produzia veneno branco 

na glândula à direita enquanto a glândula 
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esquerda produzia veneno amarelo, am-

bos com diferenças significativas tanto na 

composição quanto nas atividades bioló-

gicas. Ao estudar C. d. ruruima, DOS SAN-

TOS et al., (1993) observaram que esta cas-

cavel também secretava duas variedades 

de venenos: branco e amarelo. Além de di-

ferenças na composição, o veneno 

branco foi mais letal em modelo murino e 

desencadeou atividades coagulantes, 

miotóxicas, formadoras de edema e miolí-

ticas. Já o amarelo apresentou, além das 

atividades desencadeadas pelos venenos 

brancos, hemorragia e necrose e, em um 

teste usando caseína como substrato, exi-

biu atividade proteolítica. Mais de uma dé-

cada depois, os mesmos venenos individu-

ais foram submetidos à cromatografia de 

fase reversa, e mostraram a presença de 

componentes com tempos de retenção 

muito próximos aos observados para as su-

bunidades da CTX isolada de C. d. terrificus 

(crotapotina e fosfolipase A2). Para Cdr110, 

o pico cromatográfico correspondente à 

PLA2, mostrou-se simétrico, sugerindo au-

sência de isoformas importantes.  O mesmo 

foi observado para Cdr68 e Cdr 173. Em 

análise semelhante dos venenos Cdr82 e 

Cdr69 foi observado o desdobramento do 

pico de fosfolipase A2, sugerindo a pre-

sença de isoformas (manuscrito em prepa-

ração).  

Em relação a variabilidade entre os 

venenos de subespécies, estudos proteô-

micos foram realizados por Boldrini-França 

e colaboradores (2009), em que compara-

ram a composição das peçonhas da C.d. 

cascavella e da C.d. collilineatus. As dife-

renças observadas nas peçonhas se atribu-

íram a abundância de PLA2 miotóxica, no 

qual em C.d. collilineatus conferiu-se 4,6% 

do total de proteínas, e 18,1% na C.d. cas-

cavella, e à presença de crotamina ape-

nas nas amostras de C.d. collilineatus, re-

presentando 20,8% do total de proteínas 

(BOLDRINI FRANÇA et al, 2009).   

DOS SANTOS e colaboradores (2005) 

avaliaram as peçonhas de diferentes indi-

víduos de C. d. ruruima, oriundos da 

mesma área geográfica (estado brasileiro 

de Roraima). Foram observadas diferenças 

tanto na coloração como nas atividades 

biológicas, da variedade branca dos ve-

nenos que apresentaram maior concentra-

ção de CTX comparado aos da variedade 

amarela, além de ausência de crotamina 

em todas as peçonhas analisadas. No en-

tanto, a Crotamina IL-19 foi isolada e se-

quenciada do veneno variedade amarela, 

extraído de uma serpente C d. ruruima co-

letada em Vila de Pacaraima, Roraima, 

Brasil (DOS-SANTOS et al., 1993).   

As diferenças no ambiente ecológico 

das serpentes, pode ser um fator que influ-

encia essas variações encontradas entre 

os venenos da mesma subespécie, propici-

ando variação no conteúdo proteico. 

Quanto a variabilidade das CTXs, podem 

ser explicadas com base na existência de 

diferentes isoformas de Crotapotina e Cro-

toxina B (SOUZA et al., 2020). Tais estudos 

confirmam a variabilidade intrapopulacio-

nal em C.d. ruruima, que pode esclarecer 

a diversidade de sintomas observados em 

pacientes picados por essa subespécie 

(DOS SANTOS et al, 2005). Essas pesquisas, 

mostram a importância de corroborar a va-

riação entre os venenos de serpentes de 

uma mesma subespécie, além de fornecer 

dados que auxiliam no tratamento de aci-

dentes ofídicos, visando a produção de so-

ros antiofídicos que neutralizem o máximo 

de substâncias tóxicas da peçonha de 

uma determinada serpente.  
  

Os dois picos da fase reversa (FRP) 

de Cdr110 foram submetidos a ensaio de 

citotoxicidade em linhagens de células 

HCT-116 e MRC-5 em concentração única 

de 20 µg/mL. (Fig. 4). Os resultados demons-
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tram a porcentagem de células que per-

maneceram viáveis após tratamento com 

as frações.   

  

 
Figura 4. Ensaio de citotoxicidade em células 

de fibroblasto humano linhagem MCR-5 e car-

cinoma colorretal linhagem HCT116 realizado 

com as frações CA e CB de Cdr110. CB foi mais 

citotóxica que CA ((p<0,0001).   

  

O veneno Cdr110 total foi testado 

para as linhagens celulares HCT116 e MRC5 

nas concentrações de 100 a 1.56 µg/mL e 

não apresentou atividade citotóxica (SAN-

TOS et al., 2018). Neste trabalho foram tes-

tadas as frações CA e CB de Cdr110. CA foi 

mais citotóxica para MRC5 do que para 

HCT116 e em relação a CB não houve dife-

rença estatística entre a citotoxicidade 

para HCT116 e MRC5.   

Quando comparamos as duas fra-

ções, a fração CB fosfolipásica foi mais ci-

totóxica do que a CA  

(crotapotina) (p<0,0001), apresen-

tando médias de viabilidade celular de 

32,18 e 33,52 para HCT-116 e MRC-5 res-

pectivamente. Esses resultados demons-

tram a importância de se estudar não só 

as atividades em venenos brutos, mas 

também de suas frações isoladas.   

Alguns dos efeitos citotóxicos e antitu-

morais induzidos por venenos de serpentes 

são atribuídos as PLA2. Segundo CORIN et 

al. (1993) a ação citotóxica da CTX em cé-

lulas de eritroleucemia murina é mediada 

pela PLA2. A PLA2 de Naja naja naja mos-

trou atividade antitumoral contra tumor de 

Ehrlich (RUDRAMMAJI; GOWDA, 1998), en-

quanto a PLA2 de Bothrops asper foi citotó-

xica para mioblastos L6 de ratos (BULTRÓN 

et al., 1993).  

O potencial antitumoral das PLA2 é 

tão promissor que foi desenvolvido um 

agente antineoplásico, o VRCTC-310, com-

posto por CTX de Crotalus durissus terrificus 

e a cardiotoxina de Naja naja atra.  Esta 

combinação foi seletiva para certas linha-

gens tumorais, além de que, a cardiotoxina 

potencializou o efeito citotóxico da CTX e 

diminui o seu efeito neurotóxico (NEWMAN 

et al., 1993). COSTA et al. (1998) reportam a 

experiência clínica com VRCTC-310 em 

dois pacientes, um com câncer avançado, 

com a pele gravemente comprometida, 

cujo tratamento levou ao desapareci-

mento de células escamosas da pele, e 

uma paciente com câncer de mama, cujo 

tratamento levou a uma redução de mais 

de 80% do tumor. Os níveis séricos de IL1-α 

e TNF-α não foram alterados em pacientes 

que fizeram uso do VRCTC-310, porém 

houve um aumento dose-dependente na 

citocina anti-inflamatória IL-10 o que pode-

ria explicar a extensão relativamente limi-

tada da inflamação produzida após a inje-

ção do medicamento (COSTA et al., 2001).   

Em um estudo realizado em 2018, Mul-

ler e colaboradores isolaram a CTX de C. d. 

terrificus e demonstraram efeito citotóxico 

em diferentes linhagens de células tumorais. 

Esse estudo revelou a atividade citotóxica 

e potencial pró-apoptótico da toxina, con-

tribuindo para o conhecimento das propri-

edades da CTX e para seu possível uso em 

pesquisas sobre o câncer, principalmente 

em linhas celulares de glioma e câncer de 

pâncreas.   

Outro estudo de relevância, consta-

tou que a variedade amarela do veneno 

de C. d. ruruima apresentou atividade cito-

tóxica em linhagens de tumores de mela-

noma, adenocarcinoma de mama e car-

cinoma colorretal (SANTOS et al., 2018). CTX 

também pode induzir a morte celular pela 

ativação de mecanismos de autofagia, 

demonstrados em células tumorais da 
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mama (YAN ET AL., 2007). Além disso, a ca-

pacidade do CTX de causar imunidade ci-

totóxica e antitumoral de memória em ca-

mundongos foram determinados em lin-

foma, adenocarcinoma, carcinoma de 

células escamosas do pulmão humano e li-

nhas celulares de câncer de esôfago (FER-

GUSON, DUNCAN, 2009; WANG et.al., 2012).  

 

4. 

 Neste trabalho, foi possível evidenciar 

a importância do estudo de atividades bio-

lógicas das frações isoladas, uma vez que 

o veneno total não apresentou atividade 

citotóxica frente as linhagens testadas. 

Além disso, esses resultados confirmam a 

existência de variabilidade intrapopulacio-

nal em venenos de Crotalus durissus ruruima, 

pois os resultados obtidos mostram que os 

venenos variedade branca da mesma su-

bespécie apresentam diferentes proprie-

dades dos venenos e variedade amarela, 

já testados. Dessa forma são necessários 

mais estudos para explorar de maneira 

mais efetiva a ação das toxinas de serpen-

tes do gênero Crotalus, e como essas enzi-

mas podem ser aplicadas de forma tera-

pêutica, no tratamento de doenças.  
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