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1. Introdução  

As serpentes peçonhentas sempre estiveram presentes na vida do 

homem ao longo dos anos, sendo temidas por uns e adoradas por outros. 

Atualmente os acidentes ofídicos continuam sendo um grave problema de 

saúde pública pela sua alta freqüência e gravidade (Araújo et al., 2003). 

No Brasil, os envenenamentos ofídicos englobam aproximadamente 

20.000 casos por ano, sendo que quatro são os gêneros de serpentes 

envolvidos nestes acidentes. O gênero Bothrops é o principal deles, sendo 

responsável por aproximadamente 90,5% do total de acidentes, seguido pelos 

gêneros Crotalus (7,7%), Lachesis (1,4%) e Micrurus (0,4%) (Ministério da 

Saúde, 1998).  

As serpentes pertencentes ao gênero Crotalus, popularmente 

conhecidas como cascavéis, são serpentes robustas, ágeis e de hábitos 

terrestres. Estas serpentes são facilmente identificadas por apresentarem na 

extremidade caudal um guizo ou chocalho (Melgarejo, 2003).  

No Brasil, o gênero é representado por uma única espécie, a Crotalus 

durissus, a qual apresenta uma vasta distribuição geográfica. Essas serpentes 

são encontradas desde os cerrados do Brasil central, até as regiões áridas e 

semi-áridas do Nordeste, seguindo pelo extremo Sul e Norte do país. Dentro 

dessa espécie, subdividem-se cinco subespécies: a Crotalus durissus terrificus, 

predominante das regiões Sudeste e Sul, sendo a principal responsável pelos 

acidentes notificados no país (Fig.1); a Crotalus durissus collilineatus, comum 

na região centro-oeste, se estendendo até o estado de Rondônia; a Crotalus 

durissus cascavella, a cascavel nordestina, e as menos conhecidas, tais como 
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a Crotalus durissus ruruima e a Crotalus durissus marajoensis, restritas às 

regiões das savanas do estado de Roraima e da Ilha de Marajó, 

respectivamente (Melgarejo, 2003).   

Fig 1. Serpente Crotalus durissus terrificus  

O veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) é composto por uma 

mistura complexa de proteínas e polipeptídeos capazes de interferir em vários 

processos fisiológicos. O VCdt é classificado como neurotóxico, miotóxico e 

coagulante (Jorge & Ribeiro, 1992). Dentre as toxinas presentes neste veneno, 

destacam-se a crotoxina (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938), a crotamina (Moura-

Gonçalves & Vieira, 1950), a giroxina (Barrio, 1961), a convulxina (Prado-

Francesqui & Vital-Brazil, 1981) e a enzima trombina-símile (thrombin-like) (Raw 

et al., 1986). 

A crotoxina (ctx) é o principal componente tóxico do VCdt, representando 

cerca de 60% do veneno total, além de ser a principal responsável pela 

neurotoxicidade deste veneno (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Breithaupt, 
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1976). Esta toxina é formada a partir da associação não covalente de duas 

subunidades: o componente A ou crotapotina e o componente B ou fosfolipase 

A2. A interação entre as duas subunidades, fosfolipase e crotapotina, confere a 

ctx sua alta toxicidade (Habermann & Breithaupt, 1978).  

O quadro de envenenamento humano causado pelas serpentes Crotalus 

durissus terrificus, caracteriza-se por manifestações sistêmicas, decorrentes da 

ação neurotóxica do veneno, tais como: ptose palpebral (Fig. 2A e 2C), paralisia 

flácida dos músculos esqueléticos e diminuição da motricidade ocular e 

acuidade visual (Rosenfeld, 1971). Ainda decorrente da atividade neurotóxica do 

veneno, pode ser observado quadro de insuficiência respiratória, uma 

manifestação importante presente em casos graves (Amaral et al., 1991). Além 

disso, devido à atividade miotóxica do VCdt, os pacientes apresentam quadro de 

rabdomiólise generalizada e conseqüente mioglobinúria (Fig. 2B) (Azevedo-

Marques et al.,1985, 1987; Magalhães et al.,1986; Santoro et al., 1999). Esses 

efeitos, associados a outros fatores como desidratação e hipotensão, podem 

provocar insuficiência renal aguda com comprometimento de néfrons, (Amorim 

et al., 1969), principal causa de óbito nesses envenenamentos (Amaral et al., 

1986). 

Apesar dos efeitos sistêmicos marcantes, nos acidentes causados pelas 

serpentes Crotalus durissus terrificus não são observados sinais inflamatórios 

significativos no local da picada (Amorim et al., 1951; Rosenfeld, 1971), diferente 

do que é observado em acidentes causados por outros gêneros de serpentes, 

entre eles, o gênero Bothrops. (Rosenfeld, 1971; Gutierrez & Lomonte, 1989).  



INTRODUÇÃO______________________________________________

 
4

   

A            

         

Fig 2. Efeitos sistêmicos (A,B e C) e ausência de efeitos locais (D e E) 

decorrentes do envenenamento por serpentes Crotalus durissus terrificus. 

B 

C 

D 

E 
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1.1 Inflamação: considerações gerais  

As primeiras informações relacionadas à inflamação remontam à 

antiguidade. Em escritos da Mesopotâmia e do Antigo Egito já eram encontrados 

termos relacionados ao processo inflamatório. Celsius, no século I, foi quem fez 

as primeiras descrições lógicas do fenômeno inflamatório, além de enumerar os 

quatro sinais clássicos da inflamação: calor, rubor, tumor e dor. Um quinto sinal 

clínico, a perda de função, foi posteriormente acrescentado, no século XIX por 

Virchow (Majno & Joris, 2004). 

No século XIX, com o desenvolvimento da microscopia óptica, Julius 

Cohnhein realizou as primeiras observações microscópicas do processo 

inflamatório, enfocando as alterações vasculares e suas conseqüências, tais 

como o extravasamento plasmático e a migração celular para o foco inflamatório 

(Lewis, 1986). Contudo, somente no final do século XIX, aparece a teoria de 

Metchnikoff que atribuía às células fagocitárias um papel de destaque na 

resposta inflamatória (Cotran et al., 1999). 

Todas as teorias desenvolvidas, com base nesses quatro sinais descritos 

por Celsius, constituíram o principal caminho para o conhecimento do processo 

inflamatório (Majno & Joris, 2004). 

Adicionalmente a essas teorias, Thomas Lewis, no século XX, 

estabeleceu o conceito de que determinadas substâncias químicas eram 

responsáveis pela mediação das alterações vasculares que ocorrem durante o 

processo inflamatório como, por exemplo, a histamina (Cotran et al., 1999; 

Majno & Joris, 2004).  
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A inflamação por definição é uma resposta complexa do tecido conjuntivo 

vascularizado frente a uma determinada injúria, que ocorre de maneira 

estereotipada, independente da natureza do estímulo lesivo. Essa resposta 

compreende eventos vasculares, celulares e linfáticos (Albeda & Buck, 1990; 

Carlos & Harlan, 1990; Osborn, 1990), cuja finalidade é a eliminação do agente 

lesivo, o restabelecimento da funcionalidade tecidual e a manutenção da 

homeostasia do organismo (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004).  

1.1.1. Eventos vasculares  

Os eventos vasculares da resposta inflamatória compreendem alterações 

hemodinâmicas, que culminam no extravasamento de proteínas plasmáticas 

para o tecido adjacente. Inicialmente ocorre uma vasoconstrição transitória 

seguida de uma vasodilatação que favorece o aumento do fluxo sanguíneo, 

causando calor e vermelhidão no local da injúria. Essas alterações são seguidas 

por mudanças estruturais na parede do vaso caracterizadas principalmente pela 

contração das células endoteliais e abertura de junções entre essas células. 

Essas alterações levam ao aumento da permeabilidade vascular e conseqüente 

extravasamento de proteínas plasmáticas para o tecido intersticial (Kowal-Vern 

et al., 1997; Rankin, 2004), o qual caracteriza o edema inflamatório (Janeway & 

Travers, 1994; Tedgui & Mallat, 2001). O extravasamento de proteínas para o 

tecido intersticial causa ainda o aumento da viscosidade do sangue e a redução 

do fluxo sanguíneo. Essas alterações hemodinâmicas levam à estase sanguínea 

e conseqüente alteração da orientação das células sanguíneas, isto é, estas 

células que antes se localizavam na região central do vaso, passam para a 
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periferia deste. Esta alteração propicia o contato dos leucócitos com as células 

endoteliais, fenômeno este denominado de marginação leucocitária (Cotran et 

al., 1999).   

1.1.2. Eventos celulares  

Na periferia do vaso a interação dos leucócitos com as células endoteliais 

ocorre em diferentes fases. Inicialmente os leucócitos rolam sobre o endotélio e 

em seguida aderem-se firmemente à superfície vascular. Posteriormente, 

migram em direção ao foco inflamatório. Esses eventos denominados 

respectivamente de rolling, adesão e migração de leucócitos envolvem a 

expressão de uma grande variedade de moléculas de adesão, entre elas, as 

selectinas, as integrinas e seus ligantes (Springer, 1995; Rankin, 2004). 

A interação entre as diferentes moléculas de adesão e seus respectivos 

ligantes permite que os eventos de rolling, adesão e migração leucocitária 

ocorram de forma dinâmica no decorrer do processo inflamatório. 

Resumidamente, as moléculas de adesão podem ser encontradas na forma 

solúvel como proteínas circulantes ou ligadas à superfície das células. 

Entretanto, a expressão dessas moléculas depende do tipo celular (Rankin, 

2004).  

As selectinas são expressas na superfície de leucócitos, plaquetas e 

células endoteliais e são as principais responsáveis pelo rolling dos leucócitos 

ao longo da periferia (Butcher, 1991). A P-selectina, a principal selectina, é 

constitutivamente expressa em plaquetas ativadas e em células endoteliais. A E-

selectina é expressa no endotélio ativado por citocinas inflamatórias, enquanto 
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que a L-selectina, é encontrada na maioria dos leucócitos (Bevilaqua et al., 

1989; Bevilaqua, 1995) (Mayadas et al., 1993; Ley et al., 1995; Rankin, 2004). 

As integrinas, uma outra família de moléculas de adesão, são expressas 

pelos leucócitos e são compostas por duas subunidades  e . Estas 

subunidades possuem um longo domínio extracelular que se liga às proteínas da 

matriz extracelular ou aos seus ligantes específicos, presentes nas células. 

Entre as integrinas, podemos citar as pertencentes à subfamília das 2 

integrinas, tais como a VLA-4, expressa em neutrófilos, cujo ligante é a VCAM-1, 

encontrada na superfície das células endoteliais. Essa ligação entre VLA-4 e 

VCAM-1 é responsável pela adesão de neutrófilos ao endotélio vascular e pelo 

recrutamento de leucócitos para o foco inflamatório. A VCAM-1 participa da 

adesão de linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos à superfície endotelial 

(Dansky et al., 2000). 

Imediatamente após a adesão ao endotélio, os leucócitos emitem 

pseudópodes entre as junções das células endoteliais, atravessam a membrana 

basal e finalmente migram para o espaço extravascular, em direção ao foco da 

lesão (Oda et al, 1995). A migração direcionada dos leucócitos é um processo 

denominado quimiotaxia. Esse fenômeno envolve a interação dos agentes 

quimiotáticos com seus receptores específicos, presentes na membrana dos 

leucócitos. Essa ligação leva a ativação da fosfolipase C que hidrolisa o 

fosfatidilinositol-4-5-bifosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e 

diacilglicerol (DAG), com conseqüente ativação da proteína quinase C e 

aumento de cálcio intracelular, resultando na movimentação celular (Cotran et 

al., 1999).  
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O exsudato celular é caracterizado na fase inicial inflamatória pela 

presença predominante de neutrófilos e, posteriormente, pela predominância de 

células mononucleares (Cotran et al., 1999; Majno & Joris, 2004). Uma vez no 

sítio inflamatório, essas células iniciam o processo de fagocitose do agente 

lesivo e dos debris celulares (Auger & Ross, 1992). O sucesso desse evento 

determina a resolução da lesão. 

O macrófago é a principal célula efetora do sistema mononuclear 

fagocitário. Esta célula tem grande atividade secretória que inclui mais de cem 

substâncias biologicamente ativas, tais como proteínas plasmáticas e 

substâncias que modulam a função e crescimento de outras células (citocinas, 

colagenases, ativador do plasminogênio, prostaglandinas, componentes do 

sistema complemento entre outras) (Takemura & Werb, 1984; Nathan, 1987; 

Rappolee & Werb, 1988). A secreção destas substâncias determina a 

multifuncionalidade dos macrófagos e a sua participação em diversos processos 

fisiológicos e fisiopatológicos: hematopoese, hemostasia, inflamação, resposta 

imune, cicatrização, controle do desenvolvimento tumoral, destruição de 

microorganismos e outros (Tapper, 1996) 

Cabe ressaltar que os eventos vasculares e celulares da resposta 

inflamatória, descritos acima de forma seqüencial, acontecem 

simultaneamente durante essa resposta. 
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1.1.3. Mediadores químicos da inflamação  

As manifestações uniformes que caracterizam a resposta inflamatória são 

decorrentes da ação de substâncias endógenas liberadas após o estímulo 

lesivo, denominadas mediadores químicos da inflamação. Esses mediadores 

podem ser originados do plasma, tais como os componentes do sistema 

complemento, do sistema da coagulação e as cininas ou ainda originados de 

células e de tecidos, tais como a histamina, serotonina, metabólitos do ácido 

araquidônico, fator de ativação plaquetário (PAF), óxido nítrico (NO) e 

interleucinas (Contran et al., 1999; Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004).  

Particularmente, os metabólitos do ácido araquidônico são gerados após 

um estímulo lesivo por ação da enzima fosfolipase A2, a qual degrada os 

fosfolipídeos de membrana celular, gerando o ácido araquidônico (Crowley, 

1996). Este, por sua vez, é degradado pela ação das enzimas ciclooxigenases 

(COX-1 e COX-2) e lipoxigenases. As prostaglandinas, as prostaciclinas e os 

tromboxanos são os metabólitos gerados pela via das ciclooxigenases enquanto 

que os leucotrienos e as lipoxinas são gerados pela via das lipoxigenases 

(Cotran et al., 1999; Rankin, 2004). A ciclooxigenase-1 (COX-1) é uma enzima 

constitutiva, expressa em vários tecidos, envolvida na sinalização de células e 

na homeostasia tecidual (Majno & Joris, 2004).  

Já a ciclooxigenase-2 (COX-2), é uma enzima induzível a partir de um 

estímulo inflamatório.  

Em relação à atuação desses metabólitos na resposta inflamatória, as 

prostaglandinas e as prostaciclinas  causam vasodilatação e potencializam a 

formação de edema inflamatório (Cotran et al., 1999; Majno & Joris, 2004); os 
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leucotrienos causam vasoconstricção, aumento da permeabilidade vascular e 

atuam ainda como agentes quimiotáticos (Lewis et al., 1990; Roitt et al., 1999). 

Adicionalmente, as lipoxinas, mediadores endógenos gerados pela via das 

lipoxigenases, possuem atividade antiinflamatória. A lipoxina A4 inibe a migração 

de neutrófilos, a liberação de interleucina-1 (IL-1 ) por essas células (Moncada, 

1992) e ainda estimula a fagocitose de neutrófilos apoptóticos por macrófagos 

(Godson et al., 2001). As lipoxinas A4 e B4 são geradas pela ação das enzimas 

12-lipoxigenase de plaquetas ou da 15-lipoxigenase de macrófagos sobre o 

leucotrieno A4 liberado pelos neutrófilos (Levy et al., 1993; Serhan & Sheppard, 

1990; Bonnans et al., 2002).  

Ainda nos eventos vasculares deve ser destacada a participação dos 

seguintes mediadores: os fragmentos C3a e C5a do sistema complemento; os 

fibrinopeptídeos, oriundos da degradação da fibrina; a bradicinina, proveniente 

do sistema das cininas, aminas vasoativas (serotonina e histamina) (Majno & 

Palade, 1961), além do fator de ativação plaquetária (PAF). Um outro mediador 

importante é o óxido nítrico (NO). Esse mediador é um potente agente 

vasodilatador sintetizado por células endoteliais e macrófagos, pela ação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) sobre a L-arginina e o oxigênio. Existem três 

isoformas descritas: neuronal (nNOS ou tipo I), induzível (iNOS ou tipo II) e a 

endotelial (eNOS ou tipo III). A nNOS e a eNOS são enzimas constitutivas, 

enquanto que a iNOS são expressas em processos inflamatórios e imunes, 

induzidos por lipopolissacarideos bacterianos e citocinas (Moncada et al., 1991; 

Alderton et al., 2001).  

Em relação aos eventos celulares, podemos destacar as ações como 

agentes quimiotáticos dos seguintes mediadores: fragmento C5a do 
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complemento (entre outras funções, induz o aumento da expressão de integrinas 

pelos leucócitos), fibrinopeptídeos, leucotrieno B4, IL-8 e o fator de ativação 

plaquetária (PAF) (atua também no processo de agregação e adesão de 

leucócitos ao endotélio) (Cotran et al., 1999; Rankin et al., 2004). 

Cabe enfatizar que, os mediadores químicos, acima descritos, atuam de 

uma maneira inter-relacionada, nos eventos vasculares e celulares da resposta 

inflamatória (Rocha e Silva & Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majo & 

Joris, 2004).   

1.1.4. Resolução da resposta inflamatória   

De um modo geral, a resposta inflamatória aguda pode apresentar quatro 

diferentes tipos de finalização: a resolução completa, a substituição de tecido por 

fibrose, a formação de abscesso ou a progressão dessa resposta para uma 

inflamação crônica. 

A resolução completa da resposta inflamatória está estritamente 

relacionada a uma lesão limitada, de baixa destruição tecidual e ainda ao tipo do 

agente lesivo. Essa resolução envolve a neutralização dos mediadores químicos 

e conseqüente interrupção do extravasamento plasmático e da infiltração 

leucocitária. Essa interrupção, para a completa resolução do processo, deve ser 

seguida pela remoção do edema, leucócitos e debris celulares pelo tecido 

linfático e fagócitos. Entretanto, a persistência do agente ou a ampla destruição 

tecidual impede a resolução da inflamação, o que determina a cronificação deste 

processo (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004).   
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1.2 A carragenina como agente flogístico  

A carragenina é um polissacarídeo sulfatado proveniente de um musgo 

marinho da Irlanda, denominado Chondrus crispus (Van Arman, 1979). Modelos 

utilizando este agente inflamatório vêm sendo amplamente utilizados tanto para 

a investigação da fisiopatologia da inflamação aguda (Di Rosa, 1972; Vinegar et 

al., 1982), como também para a triagem de drogas antiinflamatórias (Winter et 

al., 1962). Normalmente, a inflamação induzida pela injeção de carragenina nas 

cavidades pleural e peritoneal é caracterizada por um acúmulo de exsudato e 

intensa migração de células inflamatórias. 

Da mesma forma, a injeção intraplantar desse agente inflamatório induz 

uma resposta inflamatória marcante com desenvolvimento de edema e 

hiperalgesia (Winter et al., 1962, Nakamura & Ferreira, 1987).  

Levy (1969), um dos primeiros autores a investigar a evolução do edema 

de pata induzido pela carragenina, descreveu que a injeção deste agente, na 

pata posterior de camundongos, causa um edema similar ao desenvolvido no 

rato, apresentando o mesmo tempo de duração (uma fase), porém de menor 

intensidade. Entretanto, posteriormente, Henriques e colaboradores (1987) 

demonstraram pela primeira vez que a injeção de carragenina no tecido 

subcutâneo da pata de camundongos induzia um edema bifásico. A primeira 

fase se caracterizava por um edema de baixa intensidade com pico em 6 horas 

e a segunda fase por um edema mais pronunciado, o qual se iniciava 24 h após 

a injeção de carragenina, atingia um pico em 72 h e declinava após 96 h.  

Esse estudo tornou-se referência, uma vez que o modelo de edema de 

pata induzido pela carragenina em camundongos tem sido amplamente utilizado 
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para a caracterização de novas substâncias pró-inflamatórias ou 

antiinflamatórias, bem como nos estudos sobre a fisiopatologia da inflamação (Di 

Rosa et al., 1971; Vinegar et al., 1973, Posadas et al., 2004).  

Por outro lado, Ianaro e colaboradores (1994) demonstraram que a 

carragenina provoca apenas a segunda fase do desenvolvimento do edema, em 

camundongos da linhagem BALB/c. 

Recentemente, Posadas e colaboradores (2004) demonstraram que em 

camundongos Swiss o edema de pata induzido por carragenina é dependente 

da idade e do peso dos animais, sendo que esse edema é mediado pela 

expressão de eNOS, iNOS, COX-1 e COX-2. O primeiro pico de edema é 

caracterizado pelo aumento da expressão de óxido nítrico, enquanto que o 

segundo, mais intenso, difere do primeiro pelo aumento da expressão de COX-2, 

a qual começa a ser detectada a partir da 24ª hora e permanece até a 72ª hora 

após a injeção da carragenina.  

Em relação ao componente celular da resposta inflamatória, Vinegar e 

colaboradores (1973) demonstraram por meio de análise histológica que a 

injeção intraplantar de carragenina determina a infiltração de neutrófilos no 

tecido subcutâneo da pata de ratos. Em relação à cinética de migração dos 

neutrófilos, os mesmos autores observaram que aos 20 minutos estas células 

estavam localizadas nos vasos próximos ao local da inoculação do agente. Após 

60 minutos, observava-se a migração dessas células para o tecido subcutâneo 

adjacente, a qual se intensificava 2 h após a injeção da carragenina. Nesse 

mesmo período, começava a ser observada a presença de alguns monócitos.  

Em relação à mediação da resposta celular inflamatória induzida pela 

carragenina, Wallace e colaboradores (1999) demonstraram através do modelo 
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da bolsa de ar em ratos que a migração celular é mediada principalmente pela 

COX-1. Outros estudos referem também a participação de citocinas pró-

inflamatórias na migração celular induzida pela carragenina, uma vez que foram 

detectados altos níveis de TNF- , IL-1

 
e IL-1 após a injeção de carragenina 

(Utsunomiya et al., 1991; Cuzzocrea et al., 1999).  

1.3 Drogas antiinflamatórias utilizadas em estudos experimentais   

De maneira ideal, uma substância para ser classificada como 

antiinflamatória deve ser capaz de reverter as manifestações clínicas 

decorrentes da resposta inflamatória, ou seja, a dor, o rubor, o calor e o tumor. 

Entretanto, o termo antiinflamatório é amplo e pode ser aplicado a drogas ou a 

substâncias que inibem um dos eventos inflamatórios induzidos 

experimentalmente (Van Arman, 1979; Rang et al., 1997; Singla & Singh, 

2000). 

A literatura relata a utilização de drogas antiinflamatórias nos estudos 

experimentais que caracterizam a ação de novas substâncias pró e 

antiinflamatórias (Filho et al., 2004; Montanher et al., 2007).  

Levando em conta, a existência de um grande número de drogas 

antiiflamatórias, nesta introdução serão abordadas resumidamente, apenas as 

ações das drogas utilizadas no presente estudo. 

A dexametasona é um antiinflamatório esteroidal que induz o aumento 

da síntese de liporcortina-1, uma proteína que inibe a expressão da fosfolipase 

A2 e a conseqüente expressão dos mediadores derivados do metabolismo do 

ácido araquidônico, tanto os gerados pela via da ciclooxigenase, como os 
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gerados pela via da lipoxigenase, tais como as prostaglandinas e os 

leucotrienos, respectivamente (Barnes & Adcock, 1993; de Faria et al., 2001; 

Becker et al., 2004). 

A indometacina é uma droga antiinflamatória não esteroidal que inibe as 

enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) impedindo dessa forma a síntese 

de prostanóides e tromboxanos (Van Arman, 1979; Rang et al., 1997; El 

Desoky, 2001).  

O nimesulide é um outro antiinflamatório que vem se destacando entre o 

uso das drogas não esteroidais. Swigle e colaboladores (1976) demonstraram 

a atividade antiinflamatória deste agente através de métodos convencionais, 

tais como o edema de pata induzido pela carragenina e artrite induzida por 

adjuvante de Freud. Trata-se de um potente inibidor específico da 

ciclooxigenase-2, que impede conseqüentemente a síntese de prostaglandinas. 

Além disso, a ação desta droga não está somente focada para a inibição da 

síntese de prostanóides, pois o nimesulide também atua sobre as funções de 

neutrófilos e nas suas interações com o endotélio e na síntese de PAF (Singla 

& Singh, 2000).  

O L-NG-nitro arginine methyl ester (L-NAME) é uma droga 

antiinflamatória não seletiva que inibe a síntese de óxido nítrico (NO) pelas 

enzimas óxido nítrico sintetases (eNOS, iNOS, nNOS) impedindo dessa forma, 

a ação do NO sobre os eventos da resposta inflamatória (Iuvone et al., 1997; 

Dal Secco et al., 2004). 
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1.4. Efeitos do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) e da 

crotoxina (ctx) sobre a resposta inflamatória  

Ao contrário dos venenos de outras espécies pertencentes ao gênero 

Crotalus, como as encontradas na América Central e do Norte, a reação local 

gerada pela ação direta do veneno da espécie Crotalus durissus terrificus é 

caracterizada por edema discreto sem lesões teciduais marcantes (Amorim et 

al, 1951). De fato, experimentalmente foi observado que o veneno crotálico 

desencadeia no local da inoculação uma resposta inflamatória caracterizada 

por discreto acúmulo de leucócitos polimorfonucleares e por edema de fraca 

intensidade, mediado principalmente por histamina (Sousa-e-Silva et al., 1996).  

Além da fraca atividade flogística do VCdt, várias linhas de evidências 

demonstram o papel modulador deste veneno sobre a resposta inflamatória. 

Landucci e colaboradores (1995, 2000) mostraram que a crotapotina, 

componente CA da ctx inibe o edema de pata de ratos induzido por 

carragenina ou por fosfolipases A2 isoladas de venenos animais.  

Sousa-e-Silva et al. (1996) demonstraram que a injeção de VCdt em 

camundongos imediatamente após a administração intraperitoneal de 

tioglicolato, determina decréscimo no número de leucócitos que migram para a 

cavidade peritoneal. Ainda, os autores mostraram pela primeira vez que o VCdt 

inibe por um tempo prolongado o espraiamento e a capacidade de fagocitose 

de macrófagos peritoneais de camundongos, as quais são células relevantes 

no processo inflamatório.  

Em continuidade a esse estudo, Sampaio et al. (2001), avaliando o efeito 

do VCdt sobre o metabolismo de macrófagos peritoneais de ratos e a possível 
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correlação entre as modificações deste metabolismo com as alterações 

funcionais destas células, demonstraram dualismo na ação deste veneno, uma 

vez que foi observado tanto estimulação do burst respiratório (geração de 

peróxido de oxigênio), da geração de óxido nítrico, da atividade fungicida e do 

metabolismo de glicose e glutamina, quanto a inibição do espraiamento e da 

atividade fagocítica dessas células. Recentemente, foi demonstrado que a ctx, 

particularmente a fosfolipase A2, o componente B desta toxina, é a responsável 

pela ação inibitória do veneno sobre as funções dos macrófagos (Sampaio et 

al., 2003; 2005). Estudos recentes evidenciaram que os metabólitos do ácido 

araquidônico, derivados da via da lipoxigenase, estão envolvidos neste efeito 

(Sampaio et al., 2006). Ainda dentro dessa linha de pesquisa, estudos 

realizados pelo nosso grupo demonstram também, que o VCdt inibe a secreção 

de citocinas IL- e IL-1 por macrófagos estimulados pelo processo de 

fagocitose ou por lipopolissacarídeos (LPS) (Cury et al., 2006). 

As evidências apresentadas acima sobre o efeito inibitório do VCdt e de 

seus componentes sobre algumas funções dos macrófagos, claramente 

demonstram o papel modulador desse veneno sobre a inflamação. No entanto, 

até o momento não foi investigado se o veneno bruto ou sua principal toxina, a 

ctx apresenta um efeito antiinflamatório sobre os eventos vasculares e 

celulares da resposta inflamatória. A relevância dessa investigação motivou 

esse estudo.  
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                                                  *     

         *                *  

Apesar das evidências demonstradas na Introdução, os estudos 

caracterizando o efeito antiinflamatório do veneno e de seus componentes, 

sobre os eventos da resposta inflamatória aguda induzida por um agente 

inflamatório, são ainda escassos ou inexistentes. Dessa forma, dando 

continuidade aos estudos que vêm sendo desenvolvidos pelo nosso grupo 

nessa linha de pesquisa, o presente estudo visa avaliar o possível efeito 

antiinflamatório do VCdt e da ctx, principal componente desse veneno, sobre o 

processo inflamatório agudo. A caracterização desta ação pode vir a 

determinar o uso deste veneno, bem como suas frações como agentes 

terapêuticos ou como ferramentas científicas importantes para a compreensão 

do controle da resposta inflamatória.    
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2- Objetivo  

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do pré e pós-

tratamento com o VCdt e da ctx, principal componente tóxico deste veneno, 

sobre os seguintes eventos da resposta inflamatória aguda, induzida pela 

administração da carragenina em camundongos:  

a) desenvolvimento do edema de pata 

b) migração de células para a cavidade peritoneal  

c) interação leucócito-endotélio na microcirculação do músculo cremaster  
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3. Material e Métodos  

3.1 Animais  

Foram utilizados para a realização deste estudo, camundongos Swiss, 

machos, pesando entre 18-22g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto 

Butantan. Os animais foram mantidos com livre acesso a água e ração. Os 

protocolos experimentais foram realizados com aprovação da Comissão de 

Ética no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUIB) (protocolos 176/2004 e 

268/2006).  

3.2. Veneno  

Foi utilizado um pool de veneno liofilizado extraído de espécimes adultos 

de serpentes Crotalus durissus terrificus, fornecido pelo Laboratório de 

Herpetologia do Instituto Butantan. O pool de veneno foi estocado a 

 

20°C e 

no momento do uso foi diluído em solução salina estéril.   

3.3 Crotoxina   

A fração crotoxina do VCdt foi gentilmente fornecida pela Dra. Sandra 

Coccuzzo Sampaio, pesquisadora do Laboratório de Fisiopatologia do Instituto 

Butantan.   
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3.3.1.Isolamento e purificação da ctx  

O isolamento e a purificação da ctx do VCdt foram realizados no 

Laboratório de Imunopatologia do Instituto Butantan. 

A purificação da ctx foi realizada segundo o método descrito por Faure & 

Bon (1987), modificado. Uma alíquota contendo 15 mg do veneno foi 

ressuspensa em 1ml de Tris-HCl (50 mM, pH 7,0) e centrifugada a 10,000 g por 

10 minutos (Ultra-Centrífuga Eppendorf) para a remoção do material insolúvel. 

O sobrenadante obtido foi submetido à cromatografia de troca aniônica em uma 

coluna MONO-Q HR 5/5 de 5 ml, em sistema FPLC (Fast-Performance Liquid 

Chromatography, Pharmacia), em tampão Tris/HCl 50 mM, pH 7,0 (tampão de 

equilíbrio) para o isolamento da ctx. As proteínas adsorvidas à resina foram 

eluídas por um gradiente linear de 0 a 1 M NaCl, tamponado com o tampão de 

equilíbrio. Foram obtidos 3 picos principais (Picos I, II e III), sendo o Pico II 

correspondente à eluição da crotoxina. Frações de 1 ml  foram coletadas e a 

eluição foi acompanhada pela leitura da absorbância a 280 nm. As frações 

contendo a crotoxina foram testadas quanto à homogeneidade e pureza por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Os tubos 

correspondentes à crotoxina foram reunidos e dialisados e a sua concentração 

foi determinada pelo método de Bradford (1976).   

3.4 Planejamento geral  

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi investigado o efeito do 

VCdt sobre a resposta inflamatória induzida por carragenina. Para tanto, foram 
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avaliados os efeitos dos tratamentos com o VCdt sobre os seguintes 

parâmetros: (a) desenvolvimento do edema de pata (b) migração de células 

para a cavidade peritoneal e (c) interação leucócito-endotélio na 

microcirculação do músculo cremaster.   

3.5 Protocolo experimental  

3.5.1 Tratamento com o VCdt  

Os animais foram pré ou pós-tratados com uma única dose de VCdt de 

75 µg/kg em 50µL de salina estéril, pela via subcutânea, ou na dose de 440 

µg/kg  em 200µL de salina estéril pela via oral. Os grupos controles foram 

constituídos por animais tratados com os mesmos volumes de salina nas 

mesmas condições experimentais. O pré-tratamento foi realizado 1h, 7, 14 ou 

21 dias antes da injeção de carragenina (15 mg/kg) e o pós-tratamento 1, 4 ou 

48 h após a injeção da carragenina.  

As concentrações de veneno total utilizadas no presente estudo foram 

baseadas em trabalhos anteriores (Sousa-e-Silva et al., 1996).  

Cabe ressaltar que a dose administrada de VCdt não causou os sinais 

clínicos característicos de envenenamento crotálico nos animais, tais como 

ptose palpebral, fácies miastênica e mioglobinúria (Rosenfeld, 1971; Ministério 

da Saúde, 1998). 
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3.5.2. Tratamento com a ctx:  

Uma única dose de 44 µg/kg de ctx (0.89 µg em 50µL) foi administrada 

pela via subcutânea. O pré-tratamento foi realizado 1 h antes da injeção de 

carragenina. Os grupos controles foram constituídos por animais tratados com 

os mesmos volumes de salina nas mesmas condições experimentais. O pós-

tratamento foi realizado 1 hora após a injeção de carragenina, sendo que o 

grupo controle recebeu o mesmo volume de salina também nas mesmas 

condições experimentais.  

3.5.3. Tratamentos farmacológicos  

Para comparar o efeito do VCdt com outras drogas antiinflamatórias, os 

animais foram tratados com as seguintes drogas: dexametasona (inibidor de 

FLA2, Ache, Brasil), na dose de 1 mg/kg s.c. (de Faria et al., 2001); 

indometacina (inibidor de síntese de prostaglandinas, Sigma, USA), na dose de 

3 mg/kg s.c. (Gonçalves & Mariano, 2000; Pinheiro & Calixto, 2002); L-NG-nitro 

arginine methyl ester (L-NAME) (inibidor da síntese de óxido nítrico, Sigma, 

USA) 100 mg/kg s.c., (Tan-No et al., 2006) ou nimesulide (inibidor de COX-2, 

Ache, USA) na dose de 100 mg/kg via oral (Wallace et al., 1999; Süleyman et 

al., 2004). Essas drogas foram administradas sozinhas ou associadas ao VCdt, 

1 h após a injeção de carragenina. Os grupos controles foram constituídos por 

animais tratados com os mesmos volumes de salina nas mesmas condições 

experimentais. 
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3.6. Efeito do VCdt sobre a resposta inflamatória induzida por carragenina   

3.6.1. Desenvolvimento de edema de pata induzido por carragenina  

O edema de pata foi induzido pela injeção de 50 µL de carragenina (15 

mg/kg) no tecido subcutâneo do coxim plantar da pata posterior direita dos 

camundongos. Como controle, a pata contralateral foi injetada com 50µL de 

salina. O aumento da espessura da pata foi determinado com o auxílio de um 

paquímetro, antes (0h) e 2, 4, 6, 24, 48, 72 e 96 h após a injeção da 

carragenina. Para cada tempo avaliado, o edema foi expresso em porcentagem 

de aumento da espessura da pata, calculada pela fórmula:   

E%= EF-EI X 100, onde:     
EI  

E% = aumento porcentual da espessura da pata 

EI = espessura inicial da pata 

EF = espessura da pata após os animais receberem os tratamentos.  

O resultado final foi obtido pela diferença entre o edema da pata injetada 

com carragenina e o edema da pata controle, injetada com salina.  



MATERIAL E MÉTODOS_____________________________________ 

 
26

 
3.6.2. Migração celular para a cavidade peritoneal induzida por 

carragenina.  

A migração de células para a cavidade peritoneal foi induzida pela 

injeção intraperitoneal de 200 µL de carragenina (15 mg/kg) antes ou após o 

tratamento com o VCdt como detalhado no protocolo experimental (item 3.5.1.). 

Os animais do grupo controle foram tratados com o mesmo volume de salina 

(200 L), nas mesmas condições experimentais. Após 4 h da injeção de 

carragenina, os animais foram sacrificados em câmara de CO2, e a cavidade 

peritoneal foi lavada com 5mL de tampão fosfato salina, pH 7,4 (PBS). Após a 

massagem do abdômen, o exsudato peritoneal foi coletado e as contagens 

total e diferencial das células realizadas.  

3.6.2.1. Contagem total e diferencial de células peritoneais.  

A suspensão de células peritoneais foi diluída na proporção 1/2 (v:v) 

com líquido de Thoma e a contagem total de células foi determinada em 

câmara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregaços 

corados pelo método pancrômico de Rosenfeld (Rosenfeld, 1947). Um total de 

100 células foi contado por microscopia óptica de luz, utilizando-se objetiva de 

imersão. 
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3.6.3 Interação leucócito-endotélio na microcirculação do músculo 

cremaster  

Para avaliar o efeito o veneno crotálico sobre a interação leucócito-

endotélio da microcirculação do músculo cremaster, os animais foram tratados 

com VCdt (75 µg/Kg), 1 h antes ou após da injeção de 100 µL de carragenina 

(15 mg/kg) no subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 h da injeção de 

carragenina, os animais foram anestesiados com xilazina e cloridrato de 

quetamina (10mg/kg, via s.c.) e com auxílio de uma tesoura de ponta fina foi 

realizada a exposição do músculo cremaster e a secção do epidídimo para o 

desprendimento do músculo cremaster. Após este procedimento, a preparação 

foi mantida aquecida em uma placa com temperatura controlada (37oC), dotada 

de uma área transparente, através da qual o leito microvascular do músculo 

cremaster pôde ser visualizado (Baez et al., 1973). Na microcirculação deste 

músculo, foi selecionada, aleatoriamente, uma vênula pós-capilar com 

comprimento de 100 µm e diâmetro entre 20 e 40 µm. Em cada segmento 

selecionado foram avaliados os fenômenos de rolling e adesão dos leucócitos 

ao endotélio, contados por um período de 1 minuto. A migração das células 

para o tecido conjuntivo adjacente foi determinada pela contagem dos 

leucócitos presentes em até 50 µm de distância de cada lado do segmento 

analisado. Esta análise foi realizada em microscópio de luz (Zeiss Axioskop), 

acoplado a uma câmera para captação das imagens (JVC TK-C600), em 

objetiva de 10x. As imagens foram transmitidas para um aparelho de televisão 

ligado a um vídeo cassete, e a um computador provido de um programa de 

análise de imagens (Kontron, KS 300).  
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3.7 Análises estatísticas  

Os resultados foram expressos como média ± S.E.M. Para análise 

estatística do edema de pata foi realizado o teste ANOVA de duas vias seguido 

pelo teste de Tukey. A migração celular e a interação leucócito-endotélio foram 

analisadas estatisticamente pelo ANOVA de uma via, seguido pelo teste de 

Tukey. As análises estatísticas foram determinadas com o programa GraphPad 

Prism software (versão 4.0). Diferenças com p<0.05 foram consideradas 

estatisticamente significativas.   
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4. Resultados  

4.1. Desenvolvimento do edema de pata induzido por carragenina  

A injeção de 300 µg (50 µL) de carragenina, no tecido subcutâneo do 

coxim plantar de camundongos, induziu um edema que apresentou duas fases. 

A primeira fase inicia-se imediatamente após a injeção da carragenina, 

aumenta progressivamente, atinge o primeiro pico na 6ª hora e decai na 24ª 

hora. A segunda fase inicia-se após 24 h e atinge um pico mais intenso que o 

primeiro na 72ª hora. Após esse tempo, o edema decai progressivamente, 

atingindo valores próximos ao da pata contralateral injetada com salina, 96 

horas após a injeção da carragenina (Fig. 4).   

4.1.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do 

edema de pata induzido por carragenina  

Os resultados mostraram que o tratamento com o VCdt, 7 dias ou 1 h 

antes da injeção de carragenina, reduziu significantemente o desenvolvimento 

do edema de pata induzido pela carragenina, quando comparado aos animais 

tratados com salina (Fig. 4 e 5). Essa redução foi observada em todos os 

tempos em que o edema foi avaliado, porém mostrou-se mais intensa no tempo 

de 72 h. Neste tempo, o decréscimo do edema nos animais tratados com o 

VCdt em relação ao edema dos animais controles, tratados com salina, foi de 

48% (VCdt+cg: 16,2 ± 2,9; salina+cg: 30,6 ± 2,2; p<0,05) para o pré-tratamento 

de 7 dias (Fig.4) e de 55% para o pré tratamento de 1 h (VCdt+cg: 15,6 ± 1,6; 
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salina+cg: 34,0 ± 1,1; p<0,05 ) (Fig. 5). Entretanto, não foi observada diferença 

estatística significativa entre esses dois tempos de pré-tratamento em todos os 

tempos avaliados. Em relação ao tratamento com o VCdt 14 dias antes da 

injeção da carragenina, não foi observada diferença no desenvolvimento do 

edema em todos os tempos avaliados, quando comparado ao grupo controle 

tratado com salina (Fig. 3).  

4.1.2. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do 

edema de pata induzido por carragenina  

Em relação aos animais tratados com o VCdt 1 h após a injeção de 

carragenina, foi observado um decréscimo do edema em todos os tempos 

avaliados. Para o segundo pico de edema (pico mais intenso), esse decréscimo 

foi de 24% (VCdt+cg: 32,1 ± 1,4; cg+salina: 42,2 ± 1,2; p<0,05) quando 

comparados aos animais tratados com salina (Fig. 6).  

Com a finalidade de investigar o efeito do tratamento com o VCdt, após 

um tempo maior da instalação da resposta inflamatória, o VCdt foi administrado 

4 ou 48 h após a injeção de carragenina, antes do primeiro e do segundo picos 

de edema, respectivamente. Nos animais tratados com o VCdt 4h após a 

injeção de carragenina, foi observada uma redução de 33% no primeiro pico (6 

h) (cg+VCdt: 19,90 ± 0,95; cg+salina: 29,78 ± 2,64; p<0,05) e de 40% 

(cg+VCdt: 22,8 ± 0,5; cg+salina: 38,1 ± 0,3; p<0,05) na formação do segundo 

pico do edema (72 h), quando comparados aos animais tratados com salina 

(Fig. 7A). Quando os animais foram tratados com o VCdt 48 h após a injeção 

de carragenina, não foi observado o segundo pico de edema (72h) (Fig. 7B).  
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4.1.3. Efeito dos tratamentos com VCdt, dexametasona, indometacina, L-

NAME ou nimesulide sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido 

por carragenina  

Com a finalidade de comparar o efeito do VCdt com o de outras drogas 

antiinflamatórias sobre o edema de pata induzido pela carragenina, os animais 

foram tratados 1 h após a injeção de carragenina com o VCdt, dexametasona, 

indometacina, L-NAME ou nimesulide. Após os tratamentos, o desenvolvimento 

do edema foi avaliado nos tempos de 6 h (1º pico) e 72 h (2º pico) após a 

injeção da carragenina.  

Como mostra a Figura 8, no primeiro pico de edema, o VCdt, a 

dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide, reduziram o edema 

em 48%, 42%, 41%, 52% e 46% respectivamente, quando comparados ao 

grupo tratado com salina. Em relação ao segundo pico de edema, somente o 

VCdt e o nimesulide reduziram o edema em 35% e 45% respectivamente, 

quando comparados ao grupo controle tratado com salina.        
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata 
induzido por carragenina (14 dias). Os animais foram tratados com o VCdt 
(1,5 µg/50 µL s.c.) ou salina 14 dias antes da injeção intraplantar de 
carragenina (cg) (300 µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram 
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os 
resultados foram calculados pela diferença de espessura de ambas as patas e 
o edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n=5 a 10 animais por 
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina 
(salina+cg). 
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata 
induzido por carragenina (7 dias). Os animais foram tratados com o VCdt 
(1,5 µg/50 µL s.c.) ou salina 07 dias antes da injeção intraplantar de 
carragenina (cg) (300 µg/ 50µL) ou salina. As espessuras das patas foram 
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os 
resultados foram calculados pela diferença de espessura de ambas as patas e 
o edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n=5 a 10 animais por 
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina 
(salina+cg).  
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata 
induzido por carragenina (1 h). Os animais foram tratados com o VCdt (1,5 
µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h antes da injeção intraplantar de carragenina (cg) 
(300 µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em 
diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os resultados foram 
calculados pela diferença de espessura de ambas as patas e o edema 
calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados 
foram expressos como média ± S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05 
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (salina+cg).   



RESULTADOS______________________________________________

 
35

     

Figura 6. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata 
induzido por carragenina (1 h). Os animais foram tratados com o VCdt (1,5 
µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h após a injeção intraplantar de carragenina (cg) (300 
µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em diferentes 
intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os resultados foram calculados 
pela diferença de espessura de ambas as patas e o edema calculado pelo 
aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados foram 
expressos como média ± S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05 
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina). 
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Figura 7. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata 
induzido por carragenina. Os animais foram tratados com o VCdt (1,5 µg/50 
µL s.c.) ou salina 4 h (A) ou 48 h (B) após a injeção intraplantar de carragenina 
(cg) (300 µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em 
diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os resultados foram 
calculados pela diferença de espessura de ambas as patas e o edema 
calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados 
foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05 
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina). Seta: tempo 
do tratamento com o VCdt. 
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Figura 8. Efeito do tratamento com o VCdt e outras drogas 
antiinflamatórias sobre o edema de pata induzido por carragenina. Após 1 
h da injeção intraplantar de carragenina (cg) (300 µg/50 µL) ou salina, os 
animais foram tratados com o VCdt (1,5 µg/50 µL s.c.) ou salina ou 
dexametasona (Dx) (4 mg/kg) ou indometacina (Ind) (4 mg/kg s.c.) ou 
nimesulide (Nime) (30 mg/kg v.o.) ou L-NAME (100 mg/kg s.c.). As espessuras 
das patas foram avaliadas nos tempos de 6 e 72 h, usando um paquímetro. Os 
resultados foram calculados pela diferença de espessura de ambas as patas e 
o edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 animais por 
grupo).*P< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina 
(cg+salina).  
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4.2. Migração celular para a cavidade peritoneal induzida por carragenina   

Quatro horas após a injeção intraperitoneal de carragenina (300µg/50µL) 

foi observado um aumento da contagem de células peritoneais totais, 

resultante do aumento de polimorfonucleares, quando comparado aos animais 

injetados (i.p.) com salina (Tabela 1).  

4.2.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt, administrado pela via 

subcutânea, sobre a migração celular induzida por carragenina   

A Tabela 1 mostra que os animais tratados com o VCdt pela via 

subcutânea 21, 14, 7 dias ou 1 h antes da injeção de carragenina 

apresentaram uma redução significante no número de células totais que 

migraram para a cavidade peritoneal quando comparados aos animais tratados 

com salina. Essa redução foi de 60%, 38%, 55% e 40%, para o pré-tratamento 

de 21, 14, 7 dias ou 1 h, respectivamente. Em relação à contagem diferencial, 

foi observado um decréscimo no número de polimorfonucleares em todos os 

tempos de pré-tratamento. Da mesma forma, foi observado um decréscimo de 

69% no número de mononucleares nos animais tratados com o VCdt 21 dias 

antes da injeção da carragenina.  
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4.2.2. Efeito do pós-tratamento com o VCdt, administrado pela via 

subcutânea, sobre a migração celular induzida por carragenina   

Os animais tratados com o VCdt 1 h após a injeção de carragenina 

apresentaram um número de células peritoneais significativamente menor 

quando comparados aos animais tratados com salina, sendo que essa redução 

foi de 43%. Os resultados mostraram ainda que o mesmo tratamento reduziu 

em 30% e 68% o número de mononucleares e polimorfonucleares, 

respectivamente (Tabela 1).  

4.2.3. Efeito dos tratamentos com VCdt, dexametasona, indometacina, L-

NAME ou nimesulide, administrados pela via subcutânea sobre a 

migração celular induzida por carragenina  

Com a finalidade de comparar o efeito do tratamento com VCdt com o 

de outras drogas antiinflamatórias, sobre a migração celular induzida pela 

carragenina, os animais foram tratados com o VCdt, dexametasona, 

indometacina, L-NAME ou nimesulide, 1 h após a injeção de carragenina. 

A Tabela 2 mostra que o tratamento com o VCdt, assim como os 

tratamentos com a dexametasona, a indometacina e o nimesulide, 1 h após a 

injeção intraperitoneal de carragenina, reduziram os números totais de células 

peritoneais. Essa redução foi de 40% para os tratamentos com VCdt, 

dexametasona ou indometacina e de 48% para o tratamento com  nimesulide. 

Em relação à contagem diferencial, a redução no número de 

polimorfonucleares foi de 65% para os tratamentos com o VCdt ou a 
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indometacina e de 77% e 80% para os tratamentos com o nimesulide ou a 

dexametasona, respectivamente (Tabela 2).  

A tabela 2 mostra ainda que, quando o VCdt foi administrado em 

associação com a dexametasona, a indometacina ou o nimesulide, 1 h após a 

injeção intraperitoneal de carragenina, não foram observadas diferenças 

significativas no número de células totais migradas para a cavidade peritoneal 

quando comparado aos animais tratados com o VCdt e as drogas 

isoladamente.  

4.2.4. Efeito do pré-tratamento com VCdt, administrado pela via oral sobre 

a migração celular induzida por carragenina  

Para investigar se a via de administração do VCdt seria importante para 

sua ação inibitória, o VCdt foi administrado pela via oral e o efeito do 

tratamento foi avaliado sobre o modelo da migração celular, um dos 

parâmetros avaliados neste estudo.  

A Tabela 3 mostra que os animais tratados com o VCdt pela via oral 14, 

7 dias ou 1 h antes da injeção de carragenina apresentaram uma redução 

significativa no número de células totais que migraram para a cavidade 

peritoneal quando comparados aos animais tratados com salina. Essa redução 

foi de 43%, 38% e 45%, para o pré-tratamento de 14, 7 dias ou 1 h 

respectivamente. Em relação à contagem diferencial, foi observado um 

decréscimo no número de células polimorfonucleares em todos os tempos de 

pré-tratamento, sendo que esse decréscimo foi de 62%, 60% e 80% para os 
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tratamentos de 14, 7 dias e 1 h, respectivamente, antes da injeção 

intraperitoneal de carragenina, comparados ao tratamento com salina.  

4.2.5. Efeito do pós-tratamento com VCdt, administrado pela via oral 

sobre a migração celular induzida por carragenina  

Em relação ao tratamento com o VCdt, 1 h após a injeção de 

carragenina, foi observado no exsudato peritoneal um decréscimo 

estatisticamente significativo no número de células peritoneais que migraram 

quando comparado ao grupo controle tratado com salina. Os resultados 

mostraram ainda que o mesmo tratamento reduziu o número de 

polimorfonucleares, presentes no exsudato. A redução foi de 25% para o 

número total de células peritoneais e de 65% para o número de 

polimorfonucleares, como observado na contagem diferencial (Tabela 3).  
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Tabela 1. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato 
peritoneal coletado 4 h após a injeção intraperitoneal de carragenina (cg) (300 
µg/200 µL) ou salina.(sal). Os animais foram tratados com o VCdt (s.c. 1,5 

g/50 µL) ou salina 21, 14, 7 dias ou 1h antes da injeção intraperitoneal de 
carragenina ou salina, ou tratados 1 h após a injeção de carragenina ou 
salina(i.p.). Os resultados foram expressos como média ± S.E.M. *p< 0,05, 
estatisticamente diferente do grupo controle (sal+cg para o pré-tratamento ou 
cg+sal para o pós-tratamento)    
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Tabela 1. Efeito do pré e do pós-tratamento com VCdt, administrado pela via 

subcutânea, sobre a migração celular induzida por carragenina. 

Tempo Grupo 

N° total  

de células 

(x 106/ mL) 

N° de  

mono* 

(x 106/mL) 

N°  

de poli**  

(x 106/mL) 

sal+sal 0,85 ± 0,12* 0,59 ± 0,02* 0,26 ± 0,07* 

sal+cg 2,25 ± 0,12 1,23 ± 0,14 1,02 ± 0,14 

VCdt+sal 0,82 ± 0,08* 0,57 ± 0,11* 0,25 ± 0,07* 

21 dias

 

antes 

VCdt+cg 0,92 ± 0,07* 0,60 ± 0,07*   0,32 ± 0,06* 

sal+sal 1,19 ± 0,11* 0,84 ± 0,06 0,35 ± 0,07* 

sal+cg 2,51 ± 0,21 1,19 ± 0,07 1,32 ± 0,26* 

VCdt+sal 1,21 ± 0,11* 1,00 ± 0,09 0,21 ± 0,05 

14 dias

 

antes 

VCdt+cg 1,56 ± 0,10*  1,11 ± 0,08  0,45 ± 0,09* 

sal+sal 0,85 ± 0,12* 0,66 ± 0,11 0,19 ± 0,03* 

sal+cg 1,99 ± 0,12 0,97 ± 0,14 1,02 ± 0,14 

VCdt+sal 0,82 ± 0,07*  0,55 ± 0,11 0,27 ± 0,07* 

7 dias 

antes 

VCdt+cg 0,92 ± 0,07* 0,60 ± 0,07 0,32 ± 0,06* 

sal+sal 1,20 ± 0,09* 1,15 ± 0,08 0,05 ± 0,02* 

sal+cg 2,30 ± 0,21  1,25 ± 0,13 1,05 ± 0,11 

VCdt+sal 1,41 ± 0,06* 1,35 ± 0,10 0,06 ± 0,03* 

1 h 

antes 

VCdt+cg 1,37 ± 0,09* 1,29 ± 0,08 0,08 ± 0,02* 

sal+sal 1,06 ± 0,08* 0,94 ± 0,09 0,10 ± 0,03* 

Cg+sal 1,88 ± 0,04 1,24 ± 0,10 0,64 ± 0,06 

sal+VCdt 1,07 ± 0,09* 0,95 ± 0,03 0,12 ± 0,07* 

1 h 

depois 

cg+ VCdt

 

 1,08 ± 0,09* 0,88 ± 0,06* 0,20 ± 0,04* 

 *mono= Número de mononucleares (x 106 células/mL) 
 **poli= Número de polimorfonucleares (x 106 células/mL) 
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Tabela 2. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato 
peritoneal coletado 4 h após a injeção intraperitoneal de carragenina (cg) (300 

g/200

 

L) ou salina

 

(sal). Os animais foram tratados pela via subcutânea com o 
VCdt (1,5 g/50 L) ou com drogas antiinflamatórias específicas, como: 
dexametasona (Dx) (1 mg/kg, s.c.), indometacina (Ind) (4 mg/kg, s.c.), L-NG-nitro 
arginine methyl ester (L-NAME) (100 mg/kg, s.c.) ou nimesulide (Nime) (100 mg/kg 
p.o.) 1 h após a injeção intraperitoneal de carragenina (300 g/200

 

L) ou salina. 
O grupo controle recebeu o tratamento pela via subcutânea com salina nas 
mesmas condições experimentais. Os resultados foram expressos como média ± 
S.E.M. (n=5 por grupo). *p< 0,05, estatisticamente diferente do grupo tratado com 
salina (cg+sal). 



RESULTADOS______________________________________________

 
45

 
Tabela 2. Efeito do VCdt e de outras drogas antiinflamatórias sobre a migração celular 

induzida por  carragenina. 

Tratamento Grupo 

N° total  

de células 

(x 106/mL) 

N° de 

 mono*   

 (x106/Ml) 

N°  

de poli** 

(x 106/mL) 

cg + sal 1,34 ± 0,24 0,32 ± 0,03 1,02 ± 0,14 

sal+Dx 0,65 ± 0,10* 0,46 ± 0,03 0,19 ± 0,05 

cg+Dx 0,77 ± 0,07* 0,57 ± 0,05  0,20 ± 0,03* 

Dx 

cg+Dx+VCdt 0,66 ± 0,04* 0,43 ± 0,03  0,23 ± 0,02* 

cg + sal 1,34 ± 0,24 0,32 ± 0,03 1,02 ± 0,14 

sal+Ind 0,62 ± 0,06* 0,45 ± 0,03 0,17 ± 0,02 

cg+Ind 0,84 ± 0,08* 0,45 ± 0,06  0,39 ± 0,12* 

Ind 

cg+Ind+VCdt 0,70 ± 0,9* 0,46 ± 0,03  0,24 ± 0,04* 

Cg+ sal 1,34 ± 0,24 0,32 ± 0,03 1,02 ± 0,14 

sal+Nime 0,61 ± 0,03* 0,36 ± 0,02 0,25 ± 0,01 

cg+Nime  0,70 ± 0,05* 0,47 ± 0,03  0,23 ± 0,05* 

Nime 

cg+Nime+VCdt  0,82 ± 0,02* 0,52 ± 0,03 0,30 ± 0,05*  

cg+sal 1,34 ± 0,24 0,32 ± 0,03  1,02 ± 0,14 

VCdt sal+vcdt  0,72 ± 0,18* 0,40 ± 0,04 0,32 ± 0,04*  

cg+vcdt  0,82 ± 0,19* 0,47 ± 0,02  0,35 ± 0,02* 

*mono= Número de mononucleares (x 106 células/mL) 
**poli= Número de polimorfonucleares (x 106 células/mL)   
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Tabela 3. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato 
peritoneal coletado 4 h após a injeção intraperitoneal de carragenina (cg) (300 

g/200 L) ou salina (sal). Os animais foram tratados com o VCdt pela via oral 
(8,8 g/200 L) ou salina 14, 7 dias ou 1 h antes da injeção intraperitoneal de 
carragenina ou salina, ou tratados 1 h após a injeção intraperitoneal de 
carragenina ou salina. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M. 
*p<0,05, estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (sal+cg para o 
pré-tratamento ou cg+sal para o pós-tratamento). 



RESULTADOS______________________________________________

 
47

 
Tabela 3. Efeito do pré e do pós-tratamento com VCdt administrado pela via oral 

sobre a migração celular induzida por carragenina. 

Tempo

 
Grupo 

N° total  

de células 

(x 106/ mL) 

N° de  

mono* 

(x 106/mL) 

N° de  

poli**  

(x 106/mL) 

sal+sal 0,62  0,06* 0,52  0,08* 0,20  0,01* 

sal+cg 1,61  0,17 1,02  0,18 0,59  0,06 

VCdt+sal 0,71  0,03* 0,56  0,06* 0,15  0,03* 

14 dias

 

Antes 

VCdt+cg 0,92  0,12* 0,69  0,25 0,23  0,07* 

sal+sal 0,67  0,07* 0,40  0,05 0,27  0,02* 

sal+cg 1,16  0,30 0,62  0,17 0,54  0,14 

VCdt+sal 0,65  0,04* 0,39  0,03 0,26  0,01* 

7 dias 

Antes 

VCdt+cg 0.73  0.05* 0.51  0.04 0.22  0.02* 

sal+sal 0,63  0,06*  0,40  0,06* 0,23  0,03* 

sal+cg 1,09  0,05 0,62  0,17 0,47  0,03 

VCdt+sal 0,66  0,02* 0,39  0,03* 0,27  0,01* 

1 h 

antes 

VCdt+cg 0,60  0,06* 0,51  0,04                      0,09  0,02* 

sal+sal 0,62  0,05* 0,48  0,08 0,14  0,07* 

Cg+sal 1,05  0,06 0,28  0,03 0,77  0,16 

Sal+VCdt 0,58  0,02* 0,37  0,03 0,21  0,02* 

1 h 

depois

 

cg+VCdt 0,78  0,02*  0,51  0,04* 0,27  0,03* 

 

*mono= Número de mononucleares (x 106 células/mL)  
**poli= Número de polimorfonucleares (x 106 células/mL)   
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4.3. Interação leucócito-endotélio na microcirculação do músculo 

cremaster de camundongos, avaliada por microscopia intravital  

Com a finalidade de avaliar o efeito do VCdt sobre a interação leucócito-

endotélio na microcirculação do músculo cremaster, foram avaliados os 

eventos celulares de rolling, adesão e migração celular, por meio da 

microscopia intravital. Duas horas após a administração de carragenina (Fig. 

11) no tecido subcutâneo da bolsa escrotal dos animais, foram observados 

uma diminuição do número de células em estado de rolling e um aumento do 

número de células aderidas ao endotélio e de células que migraram para o 

tecido conjuntivo adjacente, quando comparados à injeção de salina no 

subcutâneo da bolsa escrotal dos animais (Fig. 10).  

4.3.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interação leucócito-

endotélio na microcirculação do músculo cremaster de camundongos   

A Figura 9 mostra que os animais tratados com o VCdt, pela via 

subcutânea, 1 h antes da injeção intraescrotal de carragenina apresentaram na 

segunda hora após a injeção de carragenina no tecido subcutâneo da bolsa 

escrotal um aumento de 371% no número de células em estado de rolling 

(VCdt+cg: 26,4 ± 0,74; salina+cg: 5,6 ± 0,50; p< 0,05). Neste mesmo período 

foi observado um decréscimo de 90% do número de células aderidas ao 

endotélio (VCdt+cg: 1,16 ± 0,50; salina+cg: 11,3 ± 0,89; p< 0,05) e de 72% no 

número de células que migraram para o tecido extravascular (VCdt+cg: 0,5 ± 
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0,48; salina+cg: 1,8 ± 0,37; p< 0,05),quando comparado aos animais tratados 

com salina (Fig. 12).                   
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interação 
leucócito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculação do 
músculo cremaster. Avaliação dos leucócitos em rolling, aderidos e 
migrados. Os animais receberam o tratamento com o VCdt (1,5 µg/50 µL s.c.) 
ou salina, 1h antes da injeção de carragenina (cg) (300 µg/100 µL) ou salina no 
subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua 
microcirculação foi avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar 
(diâmetro de 20-40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os 
leucócitos em rolling foram contados durante um período de 1 min após a 
exposição da microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo 
de 100 m do vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das 
células presentes a uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo 
segmento vascular. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 
a 10 animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado 
com salina (salina+cg).   
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Figura 10. Efeito da injeção de salina sobre a interação leucócito-endotélio 
da microcirculação do músculo cremaster de camundongos. Os animais 
receberam a injeção de salina (100 µL) no subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 
h, o cremaster foi exposto e sua microcirculação foi avaliada por microscopia 
intravital. Uma vênula pós-capilar (diâmetro de 20-40µm) foi selecionada e 
observada em cada animal. Os leucócitos em rolling foram contados durante um 
período de 1 min, 10 min após a exposição da microcirculação. Os leucócitos 
aderidos foram contados ao longo de 100 m do vaso e os leucócitos emigrados 
avaliados pela contagem das células presentes em uma distância de até 50 m 
de cada lado do mesmo segmento vascular. Barra: 40µm. R: células em estado 
de rolling.   
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Figura 11. Efeito da injeção de carragenina sobre a interação leucócito-
endotélio na microcirculação do músculo cremaster de camundongos. A 
carragenina (cg) (300 µg/100 µL) foi injetada no subcutâneo da bolsa escrotal 
dos animais. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculação foi 
avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar (diâmetro de 20-
40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucócitos em rolling 
foram contados durante um período de 1 min, após a exposição da 
microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo de 100 m do 
vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes 
em uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo segmento vascular. 
Barra: 40µm. A: células aderidas ao endotélio. M: células migradas.   
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interação 
leucócito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculação do 
músculo cremaster de camundongos. Após 1 h da injeção subcutânea de 
VCdt (1,5 µg/kg),os animais receberam a injeção de carragenina (cg) (300 
µg/100 µL) no subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e 
sua microcirculação foi avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-
capilar (diâmetro de 20-40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os 
leucócitos em rolling foram contados durante um período de 1 min, após a 
exposição da microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo 
dos 100 m do vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das 
células presentes em uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo 
segmento vascular. Barra: 40µm. A: células aderidas ao endotélio. M: células 
migradas.  
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4.3.2. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre a interação leucócito-

endotélio na microcirculação do músculo cremaster de camundongos  

Em relação ao tratamento com o VCdt 1 h após a injeção de carragenina 

no tecido subcutâneo da bolsa escrotal, foi observado, 2 h após a injeção de 

carragenina no subcutâneo da bolsa escrotal dos animais, um aumento de 90% 

no número de células em estado de rolling (cg+VCdt: 8,4 ± 0,74; cg+salina: 4,4 

± 0,50; p< 0,05). Ainda neste período houve um decréscimo de 54% (cg+VCdt: 

:4,6 ± 0,50; cg+salina:10 ± 0,89; p< 0,05) e de 31% (cg+VCdt: 2,2 ± 0,48; 

cg+salina: 3,2 ± 0,37;p< 0,05) no número de células aderidas e migradas 

respectivamente, quando comparado ao grupo tratado com salina (cg+salina) 

(Figuras 13 e 14).               
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Figura 13. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre a interação 
leucócito-endotélio na microcirculação do músculo cremaster induzida por 
carragenina. Avaliação dos leucócitos em rolling, aderidos e migrados. Os 
animais receberam o tratamento com o VCdt (1,5 µg/50 µL s.c.) ou salina, 1h 
após a injeção de carragenina (cg) (300 µg/100 µL) ou salina no subcutâneo da 
bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculação foi 
avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar (diâmetro de 20-
40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucócitos em rolling 
foram contados durante um período de 1 min após a exposição da 
microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo de 100 m do 
vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes 
a uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo segmento vascular. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 animais por 
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina 
(salina+cg).       
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Figura 14. Efeito do pós-tratamento com o VCdt sobre a interação 
leucócito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculação do 
músculo cremaster de camundongos. Após 1 h da injeção de carragenina 
(cg) (15 mg/kg) no subcutâneo da bolsa escrotal, os animais receberam a 
injeção no subcutâneo de VCdt (1,5 µg/50 µL s.c.). Após 2 h, o cremaster foi 
exposto e sua microcirculação foi avaliada por microscopia intravital. Uma 
vênula pós-capilar (diâmetro de 20-40µm) foi selecionada e observada em cada 
animal. Os leucócitos em rolling foram contados durante um período de 1 min, 
10 min após a exposição da microcirculação. Os leucócitos aderidos foram 
contados ao longo dos 100 m do vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela 
contagem das células presentes em uma distância de até 50 m de cada lado do 
mesmo segmento vascular. Barra: 40µm. A: células aderidas ao endotélio. M: 
células migradas. 
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4.4. Efeito da ctx sobre a resposta inflamatória induzida por carragenina  

Uma vez demonstrada a ação inibitória do VCdt sobre o 

desenvolvimento do edema de pata, sobre a migração de células e sobre a 

interação leucócito-endotélio, induzidos por carragenina, foi investigado o efeito 

da crotoxina, a principal toxina deste veneno, sobre os mesmos parâmetros 

avaliados para o VCdt. 

Para tanto, a ctx foi isolada a partir do veneno total de Crotalus durissus 

terrificus, através da cromatografia de troca aniônica (MONO-Q). O veneno 

crotálico apresentou padrão cromatográfico com a presença de 3 picos 

principais. O pico 2, eluído entre 0,2 a 0,25 M de NaCl, continha cerca de 60% 

das proteínas totais retidas na coluna, correspondendo à eluição da crotoxina. 

Alíquotas do veneno (5 µg) e crotoxina (3 µg) foram então submetidas à SDS-

PAGE 12%, sob condições não redutoras para avaliação do perfil eletroforético 

e pureza das frações isoladas. A concentração protéica da crotoxina foi dosada 

pelo método de Bradford. Foi obtido rendimento final em torno de 35 a 45% do 

total de proteínas submetidas à cromatografia. A análise do material em SDS-

PAGE indica que a crotoxina pode ser considerada isenta de contaminantes. 
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4.4.1. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via 

subcutânea sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido por 

carragenina  

A Figura 15 mostra que os animais tratados com a ctx (0,89 g/50

 

L) 

 

1 h antes da injeção intraplantar de carragenina apresentaram uma redução no 

desenvolvimento do edema de pata em todos os tempos avaliados quando 

comparados ao grupo tratado com salina. Em relação ao segundo e mais 

intenso pico de edema, (72 h), essa inibição foi de 33% (ctx+cg: 18,77 ± 1,49; 

salina+cg: 28,00 ± 1,76; p< 0,05).  

4.4.2. Efeito do pós-tratamento com a ctx, administrada pela via 

subcutânea, sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido por 

carragenina  

A Figura 16 mostra que o tratamento com a ctx 1 h após a injeção 

intraplantar de carragenina induz um decréscimo na porcentagem de edema 

em todos os tempos avaliados, quando comparado ao grupo tratado com 

salina. Um decréscimo de 30% do edema foi observado nos animais tratados 

com o VCdt 72 h após a injeção de carragenina (cg+ctx: 22,52 ± 1,62; 

cg+salina: 31.35 ± 2.05, p< 0,05).      
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre o desenvolvimento de 
edema de pata induzido por carragenina. Os animais foram tratados com a 
ctx (0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h antes da injeção intraplantar de 
carragenina (cg) (300 µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram 
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 animais por 
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (salina + 
cg).        
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Figura 16. Efeito do pós-tratamento com a ctx sobre o desenvolvimento 
de edema de pata induzido por carragenina. Os animais foram tratados com 
a ctx (0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h após injeção intraplantar de carragenina 
(cg) (300 µg/50 µL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em 
diferentes intervalos de tempo, usando um paquímetro. Os resultados foram 
expressos como média ± S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05 
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina).      
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4.4.3. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via 

subcutânea sobre a migração celular induzida por carragenina  

Os animais tratados com a ctx 1 h antes da injeção intraperitoneal de 

carragenina apresentaram uma redução de 38% no número total de células 

peritoneais quando comparados aos animais do grupo controle tratados com 

salina (ctx+cg: 0,89 ± 0,09; salina+cg: 1,43 ± 0,12; p< 0,05) (Fig 17A). Em 

relação à contagem diferencial, foi observado um decréscimo de 72% (ctx+cg: 

0,31 ± 0,02; salina+cg: 1,12 ± 0,13; p< 0,05) (Fig. 17B) no número de 

polimorfonucleares, quando comparado ao grupo controle tratado com salina.  

4.4.4. Efeito do pós-tratamento com a ctx administrada pela via 

subcutânea sobre a migração celular induzida por carragenina  

A Figura 18 mostra que o tratamento com a ctx 1 hora após a injeção 

intraperitoneal de carragenina induziu uma redução de 34% no número total de 

células peritoneais em relação ao grupo controle tratado com salina (cg+ctx: 

0,85 ± 0,06; cg+salina: 1,28 ± 0,10; p< 0,05) (Fig. 18A).  

Em relação à contagem diferencial, foi observado um decréscimo de 

40% na população de polimorfonucleares (cg+ctx: 0,34 ± 0,18; cg+salina: 0,56 

± 0,06; p< 0,05) (Fig. 18B).     
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a migração celular 
induzida por carragenina. Os animais receberam o tratamento com a ctx 
(0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h antes da injeção intraperitoneal de 
carragenina (cg) (300 µg/200 µL). A contagem total (A) foi realizada em câmara 
de Neubauer e a diferencial (B) em esfregaços corados pancromicamente a 
partir do exsudato peritoneal, coletado 4 h após a injeção intraperitoneal de 
carragenina ou salina. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 
5 animais por grupo).*p<0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com 
salina (salina+cg). 



RESULTADOS______________________________________________

 
63

      

Figura 18. Efeito do pós-tratamento com a ctx sobre a migração celular 
induzida por carragenina. Os animais receberam o tratamento com a ctx 
(0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h após a injeção intraperitoneal de carragenina 
(cg) (300 µg/50 µL). A contagem total (A) foi realizada em câmara de Neubauer 
e a diferencial (B) em esfregaços corados pancromicamente a partir do 
exsudato peritoneal, coletado 4 h após a injeção intraperitoneal de carragenina 
ou salina. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 
animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com 
salina (cg+salina). 
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4.4.5. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via 

subcutânea sobre a interação leucócito-endotélio na microcirculação do 

músculo cremaster de camundongos   

Com o objetivo de avaliar o efeito da ctx, a principal toxina presente no 

VCdt sobre a interação leucócito-endotélio da microcirculação do músculo 

cremaster, foram avaliados os eventos celulares de rolling, adesão e migração 

celular, por meio da microscopia intravital. O efeito da ctx sobre a interação 

leucócito-endotélio na microcirculação do músculo cremaster foi avaliado duas 

horas após a injeção de carragenina ou salina no subcutâneo da bolsa escrotal. 

Neste período, os animais que receberam o tratamento com a ctx 1 h antes da 

injeção intraescrotal de carragenina, apresentaram um decréscimo de 80% no 

número de células aderidas ao endotélio (ctx+cg: 1,22 ± 1,92; salina+cg: 6,4 ± 

0,89; p< 0,05) e de 77% no número de células migradas para o tecido 

extravascular (ctx+cg: 1,2 ± 1,09; salina+cg: 5,4 ± 0,89; p< 0,05) (Fig. 19). 

Ainda, os animais tratados com a ctx, apresentaram um discreto aumento no 

número de células em estado de rolling (ctx+cg: 9,20 ± 0,28; salina+cg: 5,00 ± 

2,00, p< 0,05) quando comparados aos respectivos controles, tratados com 

salina (Fig. 20).  
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a interação leucócito-
endotélio induzida por carragenina na microcirculação do músculo 
cremaster. Avaliação dos leucócitos em rolling, aderidos e migrados. Os 
animais receberam o tratamento com a ctx (0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h 
antes da injeção de carragenina (cg) (300 µg/100 µL) ou salina no tecido 
subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua 
microcirculação foi avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar 
(diâmetro de 20-40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os 
leucócitos em rolling foram contados durante um período de 1 min após a 
exposição da microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo 
de 100 m do vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das 
células presentes a uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo 
segmento vascular. Os resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 
10 animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com 
salina (salina+cg).       
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a interação leucócito-
endotélio, induzida por carragenina, na microcirculação do músculo 
cremaster de camundongos. Após 1 h da injeção subcutânea de ctx (44 
µg/kg), os animais receberam a injeção de carragenina (cg) (15 mg/kg) no 
subcutâneo da bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua 
microcirculação foi avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar 
(diâmetro de 20-40µm) foi selecionada, e observada em cada animal. Os 
leucócitos em rolling foram contados durante um período de 1 min, após a 
exposição da microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo 
dos 100 m do vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das 
células presentes em uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo 
segmento vascular. Barra: 40µm. A: células aderidas ao endotélio. M: células 
migradas. 
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4.4.6. Efeito do pós-tratamento com a ctx administrada pela via subcutânea 

sobre a interação leucócito-endotélio na microcirculação do músculo 

cremaster de camundongos  

Os resultados demonstraram que a ctx, administrada 1 h após a injeção 

intraescrotal de carragenina induziu uma redução no número de células 

aderidas ao endotélio (cg+ctx: 8.5 ± 0.42; cg+salina: 13,4 ± 0,74; p< 0,05) como 

também no número de células migradas (cg+ctx: 2,2,± 0,66; cg+salina: 5,2 ± 

0,48; p< 0,05), sendo essa redução de 36% e de 57% respectivamente (Fig. 

21). Em relação às células em estado de roling, nenhuma diferença estatística 

significativa foi observada entre os grupos tratados com ctx e salina (Fig. 22).                
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Figura 21. Efeito do pós-tratamento com a ctx sobre a interação leucócito-
endotélio, induzida por carragenina na microcirculação do músculo 
cremaster. Avaliação dos leucócitos em rolling, aderidos e migrados. Os 
animais receberam o tratamento com a ctx (0,89 µg/50 µL s.c.) ou salina 1 h 
após a injeção de carragenina (cg) (300 µg/50 µL) ou salina no subcutâneo da 
bolsa escrotal. Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculação foi 
avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar (diâmetro de 20-
40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucócitos em rolling 
foram contados durante um período de 1 min após a exposição da 
microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo de 100 m do 
vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes 
a uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo segmento vascular. Os 
resultados foram expressos como média ± S.E.M (n= 5 a 10 animais por 
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina 
(cg+salina). 
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Figura 22. Efeito do pós-tratamento com a ctx sobre a interação leucócito-
endotélio, induzida por carragenina, na microcirculação do músculo 
cremaster de camundongos. Após 1 h da injeção de carragenina (15 mg/kg) 
no subcutâneo da bolsa escrotal, os animais receberam a injeção no subcutâneo 
de ctx (44 µg/kg). Após 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculação foi 
avaliada por microscopia intravital. Uma vênula pós-capilar (diâmetro de 20-
40µm) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucócitos em rolling 
foram contados durante um período de 1 min, após a exposição da 
microcirculação. Os leucócitos aderidos foram contados ao longo dos 100 m do 
vaso e os leucócitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes 
em uma distância de até 50 m de cada lado do mesmo segmento vascular. 
Barra: 40µm. A: células aderidas ao endotélio. M: células migradas. 
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5. Discussão  

O presente estudo investigou o efeito do veneno de serpentes Crotalus 

durissus terrificus sobre a resposta inflamatória induzida por carragenina. 

Modelos experimentais usando a carragenina como agente inflamatório são 

amplamente utilizados para a investigação da fisiopatologia da resposta 

inflamatória aguda, como também para a caracterização de novas drogas 

antiinflamatórias (Winter et al., 1962; Di Rosa et al., 1971; Vinegar et al., 1973; 

Posadas et al., 2004). 

A injeção intraplantar de carragenina em camundongos induz um edema 

bifásico. O primeiro pico é observado 6 horas após a injeção da carragenina, e 

o segundo e mais intenso ocorre 72 h após a injeção deste agente inflamatório 

(Henriques et al., 1987; Posadas et al., 2004). No presente estudo o 

desenvolvimento do edema induzido pela carragenina apresentou o mesmo 

perfil, confirmando assim as observações dos referidos autores. 

Em relação ao efeito do VCdt sobre o edema, os dados apresentados 

neste estudo demonstraram que o pré-tratamento dos animais com o VCdt, 1 h 

ou 7 dias antes da injeção intraplantar de carragenina, inibe o desenvolvimento 

do edema de pata em todos os tempos avaliados, porém essa  inibição foi 

maior no segundo pico (72 h). Ainda, o mesmo tratamento não alterou o perfil 

do edema, uma vez que o mesmo continua apresentando 2 picos, o primeiro na 

6ª hora, e o segundo, mais tardio, na 72ª hora após a injeção da carragenina. 

Da mesma forma, o pré-tratamento dos animais com VCdt 14 dias antes da 

injeção de carragenina não inibiu o desenvolvimento do edema.  
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Os resultados demonstraram, ainda que o pós-tratamento dos animais 

com VCdt 1, 4 ou 48 h após a injeção intraplantar de carragenina, também 

inibiu o desenvolvimento do edema de pata. Além disso, cabe enfatizar que a 

administração do VCdt, 48 h após a injeção de carragenina, impede a formação 

do segundo pico de edema. Esses resultados mostram que, mesmo após a 

instalação da resposta inflamatória, o veneno inibe essa resposta. 

Como citado na introdução, as manifestações uniformes que ocorrem 

durante o processo inflamatório decorrem da atuação de substâncias 

endógenas liberadas após o estímulo lesivo, denominadas mediadores 

químicos da inflamação, tais como: os componentes do sistema 

complemento, o sistema da coagulação e as cininas, a histamina, a 

serotonina, os metabólitos do ácido araquidônico, o fator de ativação 

plaquetário (PAF), o óxido nítrico (NO) e as citocinas que atuam de maneira 

inter-relacionada nos eventos da resposta inflamatória (Rocha e Silva & 

Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majno & Janes, 2004).  

Os metabólitos do ácido araquidônico, tais como as prostaglandinas, 

tromboxanos leucotrienos e as lipoxinas gerados após um estímulo lesivo, 

ativam a enzima fosfolipase A2, que por sua vez degrada os fosfolipídeos de 

membrana celular, gerando o ácido araquidônico. Este sofre ação de duas 

enzimas, as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e as lipooxigenases, 

resultando então na formação dos prostanóides e dos leucotrienos, 

respectivamente (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004). 

Henriques e colaboradores (1987) demonstraram que o edema de pata 

induzido pela carragenina em camundongos é mediado pela fosfolipase A2 

(FLA2) e prostaglandina E2 (PGE2). Ainda, recentemente, foi demonstrado que 
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a mediação do edema induzido pela carragenina em camundongos difere nas 

duas fases. A primeira é caracterizada pelo aumento de óxido nítrico e a 

segunda pelo aumento da expressão de COX-2 e aumento dos níveis de PGE2 

(Posadas et al., 2004).  

Estudos experimentais demonstraram que algumas drogas 

antiinflamatórias, tais como a dexametasona e a indometacina, inibem o edema 

de pata induzido pela carragenina. Entretanto, essas drogas somente 

apresentam efeito antiinflamatório quando administradas 1 h antes da injeção 

de carragenina, ou quando administradas em doses consecutivas após a 

indução do edema (Henriques et al., 1987; Bruno et al., 2005; Recio et al., 

2006). Por outro lado, como foi demonstrado neste estudo, uma única dose de 

VCdt, administrada pela via subcutânea 7 dias antes da injeção de carragenina, 

ainda apresenta efeito inibitório sobre o desenvolvimento do edema. Esse 

resultado demonstra que o VCdt apresenta um efeito inibitório prolongado. 

As drogas antiinflamatórias são amplamente utilizadas na caracterização 

de novas substâncias pró e antiinflamatórias. Assim, durante o 

desenvolvimento deste projeto, o efeito do VCdt foi comparado ao de drogas 

antiinflamatórias clássicas. Considerando a participação dos eicosanóides, bem 

como do oxido nítrico no edema induzido pela carragenina, o efeito do veneno 

foi comparado com as seguintes drogas antiinflamatórias: a dexamatasona, a 

indometacina, o L-NAME e o nimesulide.  

A dexametasona induz um aumento da síntese de liporcortina-1, uma 

proteína que tem efeito inibitório sobre a expressão da fosfolipase A2, inibindo 

dessa forma a expressão de mediadores derivados do metabolismo do ácido 

araquidônico, tais como prostaglandinas e leucotrienos (Barnes & Adcock, 
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1993; de Faria et al., 2001). A indometacina inibe a ação das ciclooxigenases, 

impedindo dessa forma a síntese de prostanóides (El Desoky, 2001). O 

nimesulide é um potente inibidor específico da ciclooxigenase-2 (Singla & 

Singh, 2000). O L-NG-nitro arginine methyl ester (L-NAME), é um inibidor não 

seletivo da oxido nítrico sintetase (NOS), uma enzima que atua na formação do 

óxido nítrico. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a 

administração do VCdt via subcutânea 1h após a injeção intraplantar de 

carragenina foi mais eficiente em inibir o edema de pata quando comparado 

com a dexametasona, a indometacina e o L-NAME. De fato, o VCdt inibiu 

ambas as fases do edema induzido pela carragenina, enquanto que a 

dexametasona, a indometacina e o L-NAME, inibiram somente a primeira fase. 

É importante enfatizar, que a dexametasona inibe as duas fases do edema, 

desde que a mesma seja administrada em doses consecutivas (Henriques et 

al., 1987). Por outro lado, o efeito do VCdt e do nimesulide foram similares, 

uma vez que somente os dois inibiram as duas fases do edema. 

A segunda fase do edema induzido pela carragenina difere da primeira 

pelo aumento da expressão de COX-2, que começa a ser detectada 24 h e 

atinge o pico 72 h após a injeção de carragenina, sendo que simultaneamente 

ocorre o decréscimo da produção de óxido nítrico (Posadas et al., 2004). 

Considerando assim que, somente o VCdt e o nimesulide inibiram ambas as 

fases do edema, podemos sugerir que o VCdt assim como o nimesulide, 

provavelmente inibem a síntese de eicosanóides derivados da COX-2. Esses 

resultados indicam ainda que o VCdt apresenta uma ação inibitória sobre o 

edema de pata induzido pela carragenina mais eficaz do que as drogas 
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antiinflamatórias utilizadas neste estudo. Entretanto, para comprovar essa 

hipótese, serão realizados futuramente ensaios para determinar a potência da 

ação inibitória do VCdt, avaliando a dose efetiva 50% do VCdt em relação a 

das outras drogas antiinflamatórias.  

A resposta inflamatória induzida por carragenina nas cavidades pleural e 

peritoneal é caracterizada por intensa exsudação plasmática e migração de 

células, particularmente de neutrófilos (Malech & Gallin, 1987). Assim, foi ainda 

objetivo deste estudo avaliar o efeito do VCdt sobre a migração celular induzida 

pela carragenina. Da mesma forma que relatado na literatura, no presente 

estudo foi observado um aumento da migração de células para a cavidade 

peritoneal, principalmente de polimorfonucleares 4 h após a injeção 

intraperitoneal de carragenina.  

Em relação ao efeito do VCdt sobre a migração celular induzida pela 

carragenina, os resultados mostraram que, assim como observado para o 

edema, o VCdt inibiu a migração de células para a cavidade peritoneal induzida 

pela carragenina, quando administrado pela via subcutânea. Essa inibição foi 

observada tanto no pré-tratamento (21, 14, 7 dias ou 1 h), quanto no pós-

tratamento (1 h) com VCdt. Como demonstrado pela contagem diferencial, 

essa inibição pode ser atribuída à redução da migração de polimorfonucleares. 

Esses resultados corroboram com os estudos anteriores que mostraram que o 

VCdt, quando administrado pela via subcutânea, inibe a migração de células 

para a cavidade peritoneal, induzida por tioglicolato (Sousa-e-Silva et al., 

1996). 

Uma vez demonstrado que o VCdt, quando administrado pela via 

subcutânea, inibe o edema de pata e a migração de células para a cavidade 
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peritoneal, induzidos pela carragenina, foi objetivo do presente estudo avaliar 

se a administração do VCdt, por outra via, induziria o mesmo efeito inibitório. 

Assim, o VCdt foi administrado por via oral e seu efeito avaliado no modelo da 

migração celular. 

Da mesma forma que o observado para a via subcutânea, o VCdt 

administrado pela via oral inibiu a migração de células para a cavidade 

peritoneal, induzida pela carragenina. Essa inibição também foi atribuída à 

redução do número de polimorfonucleares. Esses resultados sugerem que a 

via de administração do VCdt não interfere na sua ação inibitória sobre o 

influxo celular. 

A literatura mostra que os mediadores derivados do metabolismo do 

ácido araquidônico participam da mediação da migração celular induzida pela 

carragenina (Saleh et al., 1999). Além disso, outros estudos demonstraram que 

o tratamento com drogas antiinflamatórias tais como a dexametasona, a 

indometacina e o nimesulide inibem a migração de células para a cavidade 

peritoneal induzida pela carragenina (Dapino et al., 1994; Arruda et al., 2003).  

Nesse sentido, assim como para o edema, o efeito inibitório do VCdt 

sobre a migração celular induzida pela carragenina foi comparado ao efeito 

antiinflamatório da dexametasona, indometacina e nimesulide, as quais inibem 

a síntese de eicosanóides. Os resultados mostraram que o VCdt apresenta o 

mesmo efeito inibitório das drogas antiinflamatórias utilizadas. Esses resultados 

sugerem que o VCdt compartilha da mesma via de inibição dessas drogas, 

inibindo a síntese de eicosanóides. Essa idéia é reforçada pelo fato de que a 

associação do VCdt com essas drogas, não potencializa a inibição da migração 

celular.  
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Os macrófagos desempenham um papel central durante o processo 

inflamatório. Essas células são os principais fagócitos do organismo e 

apresentam uma grande atividade secretória, uma vez que são capazes de 

secretar mais de cem substâncias biologicamente ativas (Takemura & Werb, 

1984; Nathan, 1987; Rappolee & Werb, 1988), Dentre estas substâncias 

secretadas, incluem-se as citocinas pró-inflamatórias (TNF- ,IL-6, IL-1

 

e IL-

1 ),

 

as citocinas antiinflamatórias, (IL-4, IL-10, IL-13 e IFN- ) (Cavaillon, 2001; 

Bogdan, 2001) e outras substâncias que medeiam a migração dos leucócitos 

para o sítio da lesão, contribuindo para propagar a resposta inflamatória 

(Dinarello et al., 1988; Nijsten et al., 1987; Sundy et al., 1999).  

Além dos mediadores derivados do metabolismo do ácido araquidônico, 

citocinas como TNF- , IL-6 e IL-1 também estão envolvidas na mediação da 

migração celular induzida pela carragenina (Utsunomiya et al., 1991; 

Cuzzocrea et al., 1999). 

Recentemente, estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que 

o VCdt inibe a secreção de citocinas  IL-1

 

e IL-1 , secretadas por macrófagos 

peritoneais estimulados com LPS e pelo processo de fagocitose in vitro (Cury 

et al., 2006). Assim, considerando a importância dos macrófagos no processo 

inflamatório e ainda o envolvimento das citocinas TNF-  e IL-1 na migração 

celular induzida pela carragenina, podemos sugerir que o decréscimo da 

secreção dessas citocinas pró-inflamatórias pela ação do VCdt pode também 

contribuir para a inibição da migração celular induzida pela carragenina, 

observada no presente estudo. 

A microscopia intravital vem sendo amplamente utilizada para a 

caracterização de agentes inflamatórios e para pesquisa de novas drogas 
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antiinflamatórias. Essa tecnologia permite visualizar a dinâmica dos eventos 

que ocorrem na microcirculação in vivo. Assim, esta técnica possibilita 

investigar as interações leucócito-endotélio, que ocorrem durante o processo 

inflamatório, observando os eventos celulares de rolling, adesão das células ao 

endotélio e migração celular para o tecido extravascular (Gavins & Chatterjee, 

2004). 

Nesse sentido, utilizamos a microscopia intravital para avaliar o efeito do 

VCdt sobre a interação leucócito-endotélio da microcirculação no músculo 

cremaster induzida pela carragenina. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o VCdt 1 h antes ou 

após a injeção de carragenina, reduziu o número de células aderidas ao 

endotélio e de células migradas para o tecido extravascular. Por outro lado foi 

observado um aumento do número de células em estado de rolling.  

A interação leucócito-endotélio é dependente da expressão de diferentes 

famílias de moléculas de adesão, entre elas as selectinas e as integrinas. Essa 

expressão é responsável pelos eventos celulares de rolling, adesão e migração 

(Rampart, 1994). Baseados neste fato podemos sugerir que o VCdt pode 

interferir nos mecanismos envolvidos na adesão dos leucócitos ao endotélio, 

inibindo a expressão de moléculas de adesão, tais como as integrinas, ou 

modulando a liberação de mediadores envolvidos neste processo. Essa 

hipótese será investigada futuramente.  

Dentre as toxinas presentes no veneno crotálico, a crotoxina é a 

principal delas, sendo responsável pela toxicidade do VCdt (Slotta & Fraenkel-

Conrat, 1938; Bon et al.,1989). Assim, uma vez demonstrada a ação inibitória 

do VCdt total sobre a resposta inflamatória induzida por carragenina, na etapa 
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seguinte do presente estudo foi investigar o efeito da crotoxina, sobre os 

mesmos parâmetros avaliados para o VCdt. 

Da mesma forma que o VCdt total, a crotoxina inibiu o desenvolvimento 

de edema de pata e a migração de células para a cavidade peritoneal 

induzidos pela carragenina. Adicionalmente, como foi observado pela 

microscopia intravital, a crotoxina alterou a interação leucócito-endotélio, na 

microcirculação do músculo cremaster inibindo a adesão das células ao 

endotélio e conseqüentemente as células migradas para o tecido extravascular. 

Considerando que a crotoxina representa aproximadamente 60% do veneno 

total (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Breithaupt, 1976) podemos sugerir, que 

este componente do VCdt contribui para o efeito inibitório do veneno total sobre 

os eventos vasculares e celulares da resposta inflamatória induzida pela 

carragenina. Entretanto, a ação dos demais componentes não deve ser 

descartada. A comprovação dessa hipótese deverá ser investigada. Esses 

dados corroboram com trabalhos recentes realizados pelo nosso grupo, os 

quais demonstram que a crotoxina, particularmente a sua subunidade a

 

fosfolipase A2, é o componente responsável pelo efeito inibitório do VCdt sobre 

a funcionalidade dos macrófagos peritoneais (Sampaio et al., 2006), células 

relevantes no processo inflamatório.  

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram pela primeira vez 

que uma única dose de VCdt, administrada pela via subcutânea ou pela via 

oral, induz um efeito antiinflamatório prolongado sobre os eventos vasculares e 

celulares da resposta inflamatória, inibindo o edema de pata e a migração 

celular induzida pela carragenina. Ainda, os dados sugerem que a crotoxina 

contribui para o efeito antiinflamatório do veneno. Cabe ressaltar que, em 
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relação ao efeito prolongado, os dados do presente estudo estão de acordo 

com trabalhos anteriores que demonstraram também um efeito inibitório 

prolongado do VCdt sobre a dor inflamatória induzida pela carragenina (Giorgi 

et al., 1998; Picolo et al., 2000) e sobre o espraiamento e fagocitose de 

macrófagos peritoneais (Sousa-e-Silva et al., 1996). 

Em estudos de biodistribuição do veneno de Crotalus durissus terrificus 

foi demonstrado que este veneno permanece no local da injeção 6 h após a 

sua administração no tecido subcutâneo, porém 4 h após a injeção o VCdt não 

é mais detectado em órgãos como rins, baço e cérebro (Gomes et al., 2002). 

Baseado neste fato é difícil explicar como uma única dose de VCdt permanece 

por um longo período de tempo atuando como antiinflamatório no organismo. 

Todavia, podemos sugerir que o efeito antiinflamatório do VCdt é complexo e 

envolve provavelmente mecanismos que agem simultaneamente ou 

sinergisticamente. Esses mecanismos podem estar associados ainda à ação 

antiinflamatória do VCdt inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(Cury et al., 2006), bem como modulando a produção de outros mediadores da 

resposta inflamatória. Corroboram para essa hipótese estudos recentes, os 

quais demonstram que o VCdt e a crotoxina induzem um aumento da produção 

de lipoxina A4 por macrófagos peritoneais, um mediador lipídico com potente 

ação antiinflamatória (Sampaio et al., 2006).  

A comprovação da hipótese formulada acima deverá ser investigada 

futuramente, bem como a caracterização dos mecanismos no efeito 

antiinflamatório do VCdt. 

Em conclusão, os resultados deste estudo evidenciam o efeito 

antiinflamatório do VCdt e da sua principal fração, a crotoxina. Além disso, os 
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resultados indicam que o VCdt pode ser um antiinflamatório em potencial, 

semelhante a outras drogas antiinflamatórias clássicas.  

Os resultados ainda ampliam os conhecimentos referentes à ação 

modulatória do VCdt sobre a resposta inflamatória, demonstrando mais uma 

vez que o veneno de Crotalus durissus terrificus é uma ferramenta científica 

importante para a compreensão dos principais mecanismos endógenos 

envolvidos no processo inflamatório.  
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6. Resumo dos resultados  

 
O pré-tratamento com o VCdt (7 dias ou 1 h), assim como o pós-

tratamento (48, 4 ou 1 h) inibiu o desenvolvimento do edema de pata 

induzido pela carragenina.  

 

O tratamento com o VCdt 1 h após a injeção de carragenina, assim 

como a dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide, 

inibiram o edema de pata induzido pela carragenina. Apenas o VCdt e o 

nimesulide inibiram a formação do primeiro pico e impediram a formação 

do segundo pico de edema de carragenina. 

  

Em relação à migração celular, o pré-tratamento (21, 14, 7 dias ou 1 h) 

ou o pós-tratamento (1 h) com o VCdt pela via subcutânea inibiu a 

migração de células para a cavidade peritoneal, induzida pela 

carragenina, principalmente de polimorfonucleares. 

 

O pós-tratamento (1 h) com o VCdt foi mais eficaz em inibir a migração 

de células peritoneais induzida pela carragenina, quando comparado ao 

tratamento de outras drogas antiinflamatórias específicas como a 

dexametasona, indometacina ou nimesulide.  

 

O pós-tratamento (1 h) com o VCdt, associado a drogas antiinflamatórias 

como dexametasona, indometacina e nimesulide não inibiu a migração 

de células para a cavidade peritoneal, induzida pela carragenina. 

 

O VCdt administrado pela via oral 14, 7 dias ou 1 h antes ou 1 h após a 

injeção de carragenina nos animais inibiu a migração de células 

peritoneais, principalmente de polimorfonucleares.  
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Em relação à interação leucócito-endotélio na microcirculação do 

músculo cremaster, o pré-tratamento (1 h) ou o pós-tratamento (1 h) 

com o VCdt inibiu a adesão de células ao endotélio e a migração de 

células para o tecido extravascular. 

 

O pré-tratamento (1 h) ou pós-tratamento (1 h) com a ctx, inibiu o 

desenvolvimento do edema de pata induzido pela carragenina. 

 

O pré-tratamento (1 h) ou pós-tratamento (1 h) com a ctx, inibiu a 

migração de células para a cavidade peritoneal, induzida por 

carragenina principalmente de polimorfonucleares.  

 

Em relação à interação leucócito-endotélio na microcirculação do 

músculo cremaster, o pré-tratamento (1 h) ou o pós-tratamento (1 h) 

com a ctx inibiu a adesão de células ao endotélio e a migração de 

células para o tecido extravascular.  
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7. Conclusão  

Como citado na introdução, o termo antiinflamatório é amplo e pode ser 

aplicado a drogas ou a substâncias que inibem um dos eventos inflamatórios 

induzidos experimentalmente. Assim, com base neste conceito, podemos 

concluir que o VCdt apresenta um efeito antiinflamatório prolongado sobre a 

resposta inflamatória induzida pela carragenina em camundongos. Os 

resultados indicam ainda que a ctx contribui para o efeito antiinflamatório do 

veneno. 

Dessa forma, considerando que uma única dose de VCdt induz um efeito 

antiinflamatório que persiste por um período prolongado, podemos sugerir que 

este veneno representa uma nova perspectiva na terapêutica dos processos 

inflamatórios, bem como uma ferramenta científica para o estudo dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia da resposta inflamatória.   
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8.Resumo   

O presente estudo investigou o efeito do veneno de Crotalus durissus 
terrificus (VCdt) e da sua principal fração, crotoxina (ctx) sobre a resposta 
inflamatória induzida pela carragenina (cg). Foram avaliados o efeito do pré e 
do pós-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do edema de pata, a 
migração celular para a cavidade peritoneal e a interação leucócito-endotélio 
na microcirculação do músculo cremaster de camundongos induzidos por 
carragenina. O pré (14, 7 dias ou 1 h) e pós-tratamento (48, 4 ou 1 h) com o 
VCdt (1,5 g/50

 

L

 

s.c.) inibiu o desenvolvimento do edema de pata induzido 
pela injeção intraplantar de carragenina em todos os tempos analisados (300 

g/50

 

L). O mesmo efeito inibitório foi observado para o pré (21, 14, 7 dias ou 
1 h) e pós-tratamento (1 h) com o VCdt (1,5 g/50

 

L s.c.) sobre a migração 
celular para a cavidade peritoneal induzida pela carragenina (300 g/50

 

L). A 
administração do VCdt por via oral (8,8 g/200 L) antes (14, 7 dias ou 1 h) ou 
após (1 h) a injeção de carragenina (300 g/200

 

L) também inibiu o influxo 
celular para a mesma cavidade. Em relação à interação leucócito-endotélio, o 
tratamento com o VCdt 1 h antes ou após a injeção de carragenina no 
subcutâneo da bolsa escrotal (300 g/100

 

L), aumentou o número de células 
em estado de rolling. Por outro lado, reduziu a adesão das células ao endotélio 
e a migração celular para o tecido extravascular. Da mesma forma que o VCdt, 
a ctx (0,89 g/50

 

L s.c.) administrada 1 h

 

antes ou após a carragenina inibiu 
todos os eventos acima citados. Os efeitos inibitórios do VCdt sobre o edema e 
sobre a migração celular foi comparado ao de clássicas drogas 
antiinflamatórias: a dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide. 
Para o edema, foi observado que somente o VCdt e o nimesulide impediram a 
formação do segundo pico de edema de carragenina. Para a migração celular, 
não foi observada diferença entre o tratamento com o VCdt e as drogas 
antiinflamatórias. A associação do VCdt com as drogas antiinflamatórias acima 
citadas não potencializou as suas ações inibitórias sobre a migração celular. 
Os dados demonstram que o VCdt apresenta um efeito antiinflamatório 
prolongado, e ainda, que a ctx pode contribuir para o efeito antinflamatório do 
VCdt.  

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus; carragenina; inflamação; 
camundongos.    
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9. Abstract   

In the present study, we investigated the effects of Crotalus durissus 
terrificus venom (CdtV) and crotoxin (ctx) on vascular and cellular events of 
inflammation induced by carrageenan (cg) in mice. It was evaluated the effect of 
the pre or post-treatment with CdtV on development of paw edema, cell 
migration and leukocyte-endothelium interaction at the cremaster muscle 
microcirculation induced by cg in mice. The pre (14, 7 days or 1h) and post-
treatment (48, 4 or 1h) with CdtV (1,5 µg/50 µL s.c.), inhibited the paw edema 
induced by carrageenan (300 µg/50 µL) in all periods of time evaluated. The 
same inhibitory effect of CdtV (1,5 µg/50 µL s.c.) was observed to the pre (21, 
14, 7 days or 1 h) and post-treatment (1h) on cell migration to the peritoneal 
cavity induced by cg (300 µg/200 µL). The oral administration of CdtV (8,8 
µg/200 µL) before (14, 7 days or 1h) or after (1h) intraperitoneal injection of cg 
(300 µg/200 µL), also inhibited the cell influx to the same cavity. To evaluate 
leukocyte-endothelium interaction, the treatment with CdtV 1h before or after 
the cg injection (300 µg/100 µL) into the scrotal bag of the animals induced an 
increase in leukocyte rolling, but reduced the cellular adhesion to the 
endothelium surface and cellular migration to the extravascular tissue. The 
administration of ctx (0,89 µg/50 µL s.c.) 1 h before or after cg injection, could 
inhibit all inflammatory events mentioned above. The inhibitory effect of CdtV on 
paw edema and cellular migration were also compared with that observed for 
classical anti-inflammatory drugs, such as: dexamethasone, indomethacin, L-
NAME and nimesulide. Only CdtV and nimesulide blocked the second peak of 
edema formation induced by cg. For cell migration, no differences were 
observed among the treatment with CdtV and anti-inflamatory drugs. The 
association of CdtV with drugs did not potentialize their actions on cell 
migration. These results demonstrate that CdtV exhibits a long-lasting anti-
inflammatory effect and that ctx could contribute for the anti-inflammatory effect 
of CdtV.   

Keymords: Crotalus durissus terrificus venom; Inflammation; ccarrageenan, 
mice.  
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