
RENATA GONÇALVES DIAS 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DA INFLAMAÇÃO ARTICULAR INDUZIDA POR 
FOSFOLIPASE A2 – GRUPO IIA: DETERMINAÇÃO DAS 

ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS, COMPORTAMENTAIS E 
MEDIAÇÃO QUÍMICA 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-graduação 

em Farmacologia do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, para 

obtenção do Título de Doutor em Ciências. 

 

Área de Concentração: Farmacologia 
 

Orientadora: Dra. Yara Cury 

Co-orientadora: Dra. Gisele Picolo 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2010 



RESUMO 

 

Dias RG. Caracterização da inflamação articular induzida por fosfolipase A2 – grupo IIA: 

determinação das alterações histopatológicas, comportamentais e mediação química 

[tese (Doutorado em Farmacologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, 2010. 

 

As fosfolipases A2 secretadas (sFLA2) são encontradas em diversos tecidos animais e, particularmente as 

FLA2 do grupo II são abundantes nos venenos de serpentes, incluindo o gênero Bothrops. As FLA2 

estão envolvidas em diversos processos  fisiológicos e  fisiopatológicos,  como  inflamação e dor, 

componentes  importantes  de  diferentes  patologias,  incluindo  artrite.  Contudo,  não  está 

totalmente caracterizado o papel da FLA2 para a gênese e manutenção dos quadros de inflamação 

articular. Assim, este projeto teve por objetivo padronizar um novo modelo de artrite, utilizando 

uma sFLA2 do grupo IIA (miotoxina II) isolada do veneno da serpente Bothrops asper, bem como 

avaliar  a  mediação  química  envolvida  no  processo  nociceptivo  presente  neste  quadro.  Os 

resultados mostraram que esta FLA2  induz  inflamação articular, caracterizada pelo aumento de 

permeabilidade  vascular,  infiltrado  celular  e  hiperalgesia.  A  hiperalgesia  é  um  processo 

multimediado, envolvendo a participação de bradicinina, endotelina e citocinas (IL‐1β, IL‐6, TNFα 

e CINC‐1). Apesar desta FLA2 ser desprovida de atividade catalítica, foi detectada participação de 

prostanóides neste processo, sendo sua produção decorrente da ativação de FLA2 endógenas. Os 

resultados  indicam ainda que a mobilização de polimorfonucleares é  importante para a 

manifestação  do  fenômeno  nociceptivo.  Estes  dados  sugerem  que  esta  FLA2  pode  se 

tornar  uma  ferramenta  científica  importante  para  o  entendimento  dos  mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nos processo de inflamação articular. 

 

Palavras‐chave: Phospholipase A2. Inflamação articular. Miotoxina. Bothrops asper.  



ABSTRACT 

 

Dias  RG.  Characterization of joint inflammation induced by phospholipase A2 - Group II: 

determination of the histopathological changes, behavioral and chemical mediation [Ph. 

D. Thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, 2010. 

 

 

Secretory phospholipases A2 (sPLA2) are abundant in different kinds of animal tissues and, 

particularly group II PLA2 are found in venom snakes, including snakes from Bothrops 

genus. PLA2s are proteins involved in many physiological and pathophysiological 

processes, like inflammation and pain, which are important components of different 

pathologies including arthritis. However, the involvement of PLA2 in the genesis and/or 

maintenance of articular inflammation is not well characterized. Then, the aim of this 

project is to characterize the articular inflammatory response induced by Lys 49-PLA2 (IIA 

group) isolated from B. asper snake venom. For this purpose it was analyzed the 

inflammatory alterations induced by this PLA2 and determined the chemical mediation of 

the nociceptive process involved in this disorder, developing a new experimental model of 

articular inflammation. Our results demonstrated that sPLA2 induces articular 

inflammation characterized by increase in the vascular permeability, cell migration and 

hyperalgesia. Hyperalgesia is a multi-mediated process that involves the participation of 

bradykinin, endothelin and cytokines (IL-1β, IL-6, TNFα e CINC-1). Although this PLA2 is 

enzymatically inactive, prostanoids are involved in the nociceptive process, being its 

production dependent of the endogenous phospholipase activation. In addition, cell 

mobilization contributes to the sensibility alteration. Together, these data indicate that this 

PLA2 could be an important scientific tool for the understanding of the pathophysiological 

mechanisms involved in articular inflammation processes.  

 

Keywords: Phospholipase A2. Articular inflammation. Myotoxin. Bothrops asper.  



1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

As doenças articulares, como a osteoporose e a artrite reumatóide, afetam centenas de milhões de pessoas 

em todo o mundo, atingindo particularmente a população adulta. Estas doenças podem ter diversas 

etiologias  que  resultam  na  presença  de  processo  inflamatório  e  alterações  do metabolismo  ósseo 

(Artigo  para  revisão)  (Libbrandt  e  Penninger,  2009).  Apesar  dos  avanços  no  conhecimento  dos 

mecanismos  fisiopatológicos  envolvidos  na  gênese  e  manutenção  destes  distúrbios  (Libbrandt  e 

Penninger, 2009; Manzo et al., 2009), estes mecanismos não são ainda  totalmente conhecidos e os 

sintomas decorrentes destas alterações, particularmente alterações funcionais e dor, nem sempre são 

adequadamente controlados. 

Dados de  literatura demonstram que nestes quadros  inflamatórios articulares,  independentemente 

da  etiologia,  existe  a  presença  de  níveis  elevados  de  fosfolipases  no  fluido  sinovial  dos 

pacientes, em especial, de fosfolipase secretada do tipo II‐A (Forster et al., 1985; Hurtig et al., 

2001;  Leistad  et  al.,  2004).  As  fosfolipases  são  as  enzimas‐chave  na  liberação  de  ácido 

aracdônico, substrato para biossíntese de diversos mediadores lipídicos que desencadeam os 

processos  inflamatórios  (Dennis,  1994)  entretanto,  apesar  das  evidências  de  presença  de 

níveis elevados de fosfolipases A2
 no fluido sinovial de pacientes com inflamação articular, não 

está  totalmente  caracterizada a  contribuição destas enzimas, para a  gênese e manutenção 

das artrites. 

As  fosfolipases  A2  (FLA2)  constituem  uma  família  de  proteínas  estruturalmente  relacionadas,  capazes  de 

hidrolisar a ligação acíl‐éster na posição sn‐2 de fosfoglicerídeos e liberar quantidades equimolares de 

ácidos  graxos  livres,  como  ácido  araquidônico  e  lisofosfolipídeos  (van  Scharrenburg  et  al.,  1982; 

Dennis, 1994). O ácido aracdônico é substrato para biossíntese de mediadores lipídicos envolvidos na 

resposta  inflamatória,  tais  como  prostaglandinas,  leucotrienos  e  fatores  de  agregação  plaquetária 

(Parente et al., 2001) que  são capazes de afetar a permeabilidade vascular e o  fluxo de  sangue da 

microcirculação promovendo a  infiltração  celular para o  sítio  inflamatório, além de promover dano 

tecidual pela  liberação de enzimas  lisossomais, proteínas  catiônicas e espécies  reativas de oxigênio 

(artigo para revisão) (Harris, 1993).  

As  FLA2  estão  amplamente  distribuídas  em  diversos  tecidos  de  mamíferos,  principalmente  de  humanos, 

camundongos e bovinos, além de serem encontradas em venenos de serpentes, de abelhas, no lagarto 

Heloderma, plantas e no caracol marinho Conodipina sp  (Ho et al., 2001). As FLA2 são divididas em 



quatro principais tipos: as FLA2 citosólicas (cFLA2), FLA2 independentes de cálcio (iFLA2), FLA2 secretadas 

(sFLA2) e as PAF acetilhidrolases ou lipoproteínas associadas a FLA2 (LpPLA2) (Burke e Dennis, 2009) e 

juntas  compõem  15  grupos  de  FLA2  e  muitos  subgrupos,  cujas  enzimas  diferem  na  estrutura  e 

mecanismos catalíticos (Schaloske, 2006; Six e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009; Magrioti e Kokotos, 

2010).  

Conforme  citado  anteriormente,  a  sFLA2  do  tipo  II‐A  está  presente  no  fluido  sinovial  de  pacientes  com 

inflamação  articular  e  por  isso  estas  sFLA2  apresentam  particular  interesse  neste  estudo.  Neste 

sentido, as sFLA2 utilizam como unidade catalítica a histidina na posição 48 e o aspartato na posição 99 

e requerem quantidades milimolares de cálcio para catálise. São divididas em 11 grupos (I, II, III, V, IX, 

X,  XI,  XII,  XII,  XIIIa  e  XIV)  com  base  na  estrutura  primária  e  na  presença  de  pontes  dissulfídicas 

intramoleculares segundo a revisão de Burke e Dennis (2009). Em 2001, foi relatada por Soragni et al. 

(2001)  a  primeira  fosfolipase  isolada  de  fungos  e  bactérias,  denominada  TbSP1,  proposta  como 

pertencente ao grupo XIII destas enzimas. Canaan et al. (2004) propuseram a existência de um grupo 

adicional de FLA2 secretadas, constituído por enzimas presentes em parvovírus, que foi caracterizada 

como do grupo XIV destas enzimas. 

As sFLA2 estão amplamente distribuídas, sendo encontradas em animais vertebrados e invertebrados, plantas, 

bactérias e vírus. Em mamíferos são encontradas 10 isoenzimas com atividade catalíticas (Murakami et 

al.,  2001).  As  sFLA2  desempenham  várias  funções  fisiológicas,  contudo  as  funções  destas  enzimas, 

inclusive na produção de eicosanóides, não estão totalmente esclarecidas (Lambeau e Gelb, 2008). 

A caracterização de proteínas de membrana e solúveis, que se  ligam as sFLA2 sugere que, além da atividade 

enzimática, estas enzimas possam  funcionar  também como  ligantes de alta afinidade. Dois  tipos de 

receptores para FLA2 foram isolados: receptor tipo N (neuronal), que tem afinidade elevada pelas FLA2 

neurotóxicas de venenos animais, sendo considerado o receptor que medeia os efeitos tóxicos destes 

venenos;  e  um  receptor  tipo M  (músculo),  que  apresenta  estrutura  semelhante  ao  receptor  para 

manose  de macrófagos  e  é  expresso  por  células  do músculo  esquelético,  pulmões,  rins  e  fígado 

(Valentin et al., 2000).  

 

1.1 Fosfolipases A2 miotóxicas 

 

As sFLA2 são enzimas abundantes nos venenos de serpentes do gênero Bothrops e estão envolvidas em uma 

ampla  variedade  de  processos  fisiológicos,  incluindo  digestão  fosfolipídica  e  defesa  do hospedeiro, 



além de causarem vários efeitos fisiopatológicos, caracterizados por efeitos neurotóxico, cardiotóxico, 

anticoagulante,  antiplaquetário,  hemolítico,  inflamatório  e  mionecrótico  (Rosenberg  et  al.,  1986; 

Harris et al., 1991; Lambeau e Gelb, 2008; Boyanovsky e Webb, 2009).  

Algumas das sFLA2 presentes nos venenos das serpentes do gênero Bothrops possuem  importante atividade 

miotóxica (Queiroz et al., 1984; Gutierrez e Lomonte, 1995; Queiroz et al., 2002). Estas fosfolipases 

são estruturalmente caracterizadas como pertencentes ao grupo II. A atividade miotóxica destas sFLA2 

não depende exclusivamente de  sua atividade catalítica, visto que apesar da homologia  sequencial, 

algumas  fosfolipases,  destituídas  de  atividade  enzimática  e  incapazes  de  hidrolisar  fosfolipídeos, 

também apresentam atividade miotóxica. Está bem estabelecido que as FLA2 dos grupos I e II possuem 

aspartato  na  posição  49  (Asp49)  e  apresentam  atividade  catalítica  elevada,  como,  por  exemplo,  a 

miotoxina III de B. atrox e de B. asper, a miotoxina II de B. godmani, as frações SIII e SIV de B. insularis 

e as toxinas PLA‐B e PLA‐N de Trimeresurus flavoviridis. No entanto, outras FLA2 homólogas, com baixa 

ou nenhuma  atividade  catalítica,  como por exemplo,  a miotoxina  II da B. asper,  a Bothropstoxina‐I 

(BTX‐I) de B.  jararacussu, a piratoxina  I de B. pirajaí, a Moojetoxina  I da B. moojeni, a BnSp‐7 da B. 

neuwiedi pauloensis e as BPI e BPII de Trimeresurus flavoviridis, mantém potente atividade miotóxica. 

Estas FLA2 têm como característica, a presença de uma lisina na posição 49 (Lys 49) (Gutierrez, 1985; 

Canduri, Mancuso et al., 1998). Estudos de cristalografia mostraram que o grupo σ‐amino do resíduo 

Lys49  está  localizado na  posição ocupada pelo  íon  cálcio,  cofator  essencial  para  a  estabilização do 

intermediário tetraédrico durante a reação de catálise pelas FLA2‐Asp49 (Holland et al., 1990; Arni et 

al., 1995; Lee e Schmid‐Schonbein, 1995), o que explica a baixa ou nenhuma atividade catalítica destas 

fosfolipases.  Apesar  da  redução  ou  ausência  de  atividade  enzimática,  as  sFLA2‐Lys49  homólogas 

mantém  a  habilidade  de  lesar  membranas  biológicas  e  sintéticas,  por  um  mecanismo  pouco 

conhecido, mas  que  parece  estar  relacionado  com  a  capacidade  de  promover  um  efluxo  de  íons 

potássio e  aumentar  a  liberação de ATP no meio  extracelular  e  induzir  a  lesão em  células  vizinhas 

(Rufini et al., 1992; Gutierrez e Lomonte, 1995; Cintra‐Francischinelli et al., 2010). 

Tem sido sugerido que sítios  ricos em aminoácidos carregados positivamente presentes na molécula destas 

FLA2, são importantes para o desencadeamento de sua atividade farmacológica (Lomonte et al., 1994; 

Landucci et al., 1998; Landucci et al., 2000). 

 

1.2 Efeitos inflamatórios e nociceptivos de fosfolipases miotóxicas 

 



Vários dados de  literatura  têm mostrado que  as  FLA2  isoladas de  venenos de  serpentes  induzem  resposta 

inflamatória e dor (Teixeira et al., 2003) contribuindo significativamente para o quadro  inflamatório 

local  observado  nos  envenenamentos  por  estas  serpentes.  Grande  parte  do  conhecimento  dos 

mecanismos farmacológicos envolvidos no processo inflamatório acarretado por estas FLA2 miotóxicas 

foi obtido após a descoberta das variantes Lys49, reconhecidas como toxinas homólogas às FLA2, mas 

destituídas de atividade enzimática (Ownby et al., 1999).  

Dados  da  literatura  têm mostrado  que  as  FLA2s  isoladas  de  venenos  de  animais  são  capazes  de  induzir 

inflamação  in vivo, provavelmente pelo aumento de produção de mediadores  inflamatórios  lipídicos 

(Murakami et  al.,  2001;  Kudo et  al.,  2002;  Lambeau et  al.,  2008).  Em  relação  as  FLA2  obtidas de 

venenos de  serpentes do gênero Bothrops,  foi demonstrado que miotoxinas  com estrutura de FLA2 

(variantes  Lys49 e Asp49)  isoladas do veneno de B. asper e B.  jararacussu,  induzem a  formação de 

edema (Ownby et al., 1999; Chaves et al., 1998; Landucci et al., 1998). O edema acarretado por FLA2 

isoladas  do  veneno  da  Bothrops  asper  é  multimediado,  envolvendo  a  participação  de  histamina, 

serotonina, prostaglandina, cininas e óxido nítrico, além de receptores alfa‐adrenérgicos (Gutiérrez et 

al., 1986; Osaka, 1989; Chaves et al., 1998, Chaves et al., 1995; Teixeira et al., 2003; Chaves et al., 

2006; Olivo et al., 2007).  

Algumas  das  FLA2  isoladas  de  venenos  botrópicos  acarretam  ainda,  a  desgranulação  de mastócitos,  com 

conseqüente  liberação  de  mediadores  inflamatórios  envolvidos  no  aumento  da  permeabilidade 

vascular  (Landucci  et  al.,  1998;  Landucci  et  al.,  2000,  Fernandez  et  al.,  2010).  Estas  ações 

inflamatórias  dependem,  pelo menos  em  parte,  e  em  especial,  para  as  FLA2  variantes  Lys49,  das 

propriedades catiônicas destas moléculas (Chaves et al., 1998; Landucci et al., 1998; Lambeau e Gelb, 

2008). Estes dados corroboram a hipótese de que estas FLA2 básicas exercem seus efeitos biológicos 

por meio de  interações eletrostáticas destes  resíduos catiônicos com  sítios negativos na membrana 

celular,  representados  principalmente  pelos  proteoglicanos,  enquanto  que  resíduos  hidrofóbicos, 

principalmente os aromáticos,  interagem e penetram a bicamada  fosfolipídica da membrana celular, 

resultando na sua desestabilização (Nunez et al., 2001). 

Além do componente vascular, as fosfolipases miotóxicas afetam também o componente celular da resposta 

inflamatória. A injeção intraplantar (i.pl) em ratos, da Miotoxina II (FLA2‐Lys49) isolada do veneno de B. 

asper,  acarreta  intenso  infiltrado  neutrofílico  (Lomonte,  1994).  Ainda,  em modelo  de  pleurisia  em 

ratos,  foi  observado  que  a  Bothropstoxina  I  e  II,  duas  miotoxinas,  variantes  Lys49  e  Asp49, 

respectivamente,  isoladas  do  veneno  de  B.  jararacussu  e  a  piratoxina  I  (B.  pirajai)  induzem  o 



recrutamento de  leucócitos, por mecanismo  independente da atividade enzimática (de Castro et al., 

2000).  Ensaios  in  vitro  evidenciaram  que  FLA2  miotóxicas  são  também  capazes  de  acarretar 

quimiotaxia de neutrófilos humanos, resultante da liberação de leucotrieno B4 e PAF (Gambero et al., 

2002). Adicionalmente, Zuliani et al. (2005) mostraram que a MII (destituída de atividade enzimática) e 

a  miotoxina  III  (MIII,  com  atividade  enzimática)  obtida  do  veneno  da  B.  asper  estimulam, 

diferentemente o processo de fagocitose e a atividade do “burst” respiratório de macrófagos. Nestes 

estudos  foi observado que a MII estimula a  fagocitose via receptores para Fc da  IgG, complemento, 

manose  e  β‐glucano,  enquanto  a MIII,  que  apresenta  atividade  enzimática  é  capaz  de  estimular  a 

fagocitose  somente  via  receptores  para  manose  e  β‐glucano  (Zuliani  et  al.,  2005b).  Estudos 

experimentais têm mostrado ainda, que as MII e a MIII estimulam a produção e liberação de diversos 

medidadores inflamatórios no local da administração e também em ensaios in vitro, tais como: IL‐1, IL‐

6,  TNF‐α,  leucotrienos,  tromboxana,  prostaglandina  E2  e  prostaglandina  D2  (Zuliani  et  al.,  2005; 

Moreira et al., 2008). Estes estudos têm sugerido ainda que a ciclooxigenase do tipo 2 é a principal 

isoforma envolvida na síntese de prostaglandinas e leucotrienos induzida por estas FLA2s  (Moreira et 

al., 2008). 

Apesar das inúmeras atividades inflamatórias descritas para FLA2 isoladas de venenos de serpentes (Pruzanski 

e Vadas, 1991; Wang e Teng, 1992; Chaves et al., 1998; Landucci et al., 1998; Teixeira et al., 2003), 

pouco  se  conhecia  sobre  os  efeitos  nociceptivos  destas  toxinas  e  sua  contribuição  para  a  dor 

observada  nos  envenenamentos  ofídicos.  A  primeira  evidência  de  que  FLA2  miotóxicas  induzem 

nocicepção  foi apresentada por Chacur e colaboradores  (Chacur et al., 2004), demonstrando que a 

MII e MIII, isoladas do veneno de Bothrops asper, acarretam hiperalgesia, quando injetadas na pata de 

ratos, mas  apenas  a MIII  é  capaz  de  induzir  alodinia.  Por  outro  lado,  em  um modelo  de  neurite 

inflamatória induzida também em ratos, ambas as toxinas foram capazes de acarretar alodinia (Chacur 

et  al.,  2004).  Estudos  experimentais  sobre  a mediação  química  envolvida  no  efeito  hiperalgésico 

destas  FLA2,  injetadas  por  via  i.pl., mostraram  que  este  fenômeno  é  um  processo multimediado, 

dependente da  ação da bradicinina em  receptores B2, e pelo menos parcialmente, da  liberação de 

histamina, serotonina e citocinas pró‐inflamatórias (TNF‐α e IL‐1). Além disso, foi demonstrado que a 

hiperalgesia  induzida  pela  MII,  destituída  de  atividade  enzimática,  é  mediada  também  por 

prostanóides e por aminas simpatomiméticas (Chacur et al., 2003). A caracterização dos mecanismos 

centrais (medula espinhal) envolvidos nos fenômenos nociceptivos causados por ambas as fosfolipases 

mostraram  que  astrócitos  e microglia  são  essenciais  para  o  desencadeamento  destes  fenômenos 

(Chacur et al., 2004). Ainda na medula espinhal,  receptores NK1  (Natural Killer  tipo 1) e para CGRP 



(Calcitonin gene‐related peptide), receptores ionotrópicos para glutamato, a IL‐1 (interleucina‐1), o NO 

(óxido nítrico) e prostanóides participam da hiperalgesia induzida por ambas as toxinas (Chacur et al., 

2004). Adicionalmente, receptores metabotrópicos para glutamato e o TNFα (Tumor necrosis factor‐

α) estão envolvidos na hiperalgesia  induzida pela MIII. Estes dados  sugerem que apesar de não  ser 

essencial  para  o  desencadeamento  de  hiperalgesia,  a  atividade  catalítica  é  importante  para  a 

determinação  da mediação  química  envolvida  neste  fenômeno.  Os  estudos  sobre  os mecanismos 

estruturais  envolvidos  na  gênese  da  hipernocicepção mostraram  que para  a MII,  este  fenômeno  é 

decorrente da presença de resíduos catiônicos/hidrofóbicos presentes na região 115‐129 da porção C‐

terminal da molécula (Chacur et al., 2003).  

 

1.3 Inflamação articular  

 

Em 2003,  Lebrão e Duarte  realizaram  levantamento  sobre as doenças mais  comuns em  idosos no 

município  de  São  Paulo,  no  Brasil,  e  demonstraram  que  os  distúrbios  articulares 

correspondem a 31,7% das doenças que acometem pacientes com mais de 60 anos. 

As articulações  são estruturas constituídas por duas  superfícies ósseas,  recobertas pela membrana  sinovial, 

formando  a  cápsula  articular.  As  células  do  tecido  sinovial  (sinoviócitos)  produzem  um  líquido 

transparente  (líquido  sinovial)  que  preenche  a  cápsula,  promovendo  a  lubrificação  da  articulação, 

reduzindo o atrito e facilitando o movimento. A manutenção da cartilagem articular, que é composta 

predominantemente  pela matriz  extracelular  (colágeno,  proteoglicanos  e  ácido  hialurônico)  e  por 

condrócitos, é dependente do equilíbrio entre as atividades catabólicas e anabólicas. Quando ocorre 

reparo ou crescimento, os processos anabólicos são mais  intensos que os catabólicos.  Já em alguns 

tipos  de  inflamação,  observa‐se  aumento  da  atividade  catabólica  em  relação  à  atividade  anabólica 

(Haupt et al., 2005). 

Durante a  inflamação articular (ou artrites), ocorrem dois principais processos fisiopatológicos:  inflamação e 

perda  da  cartilagem  articular.  O  tecido  sinovial  inflamado  apresenta  intenso  infiltrado  celular, 

caracterizado  principalmente  por  linfócitos  e  macrófagos.  Células  polimorfonucleares,  como 

neutrófilos, estão  também presentes no  fluído articular, principalmente na  fase  aguda do processo 

(Harris, 1990; Yanni et al., 1994), sendo a mobilização destas células mediada por quimiocinas, C5a e 

leucotrieno B4. Em relação às células inflamatórias, tem sido demonstrada correlação entre a presença 



de  macrófagos  e  a  lesão  cartilaginosa  (Mulherin  et  al.,  1996).  Os  macrófagos,  presentes 

principalmente  na  membrana  sinovial,  tornam‐se  ativados,  produzindo  diferentes  mediadores 

químicos, além de enzimas da  família das metaloproteinases, que podem  favorecer a destruição da 

cartilagem  (Mulherin et al., 1996) e do osso. Hiperplasia e hipertrofia  sinovial podem ocorrer,  com 

aumento no volume do fluído sinovial. Os sinais clássicos da  inflamação estão presentes,  incluindo a 

dor (Evans e Robbins, 1996). 

As  artrites podem  ser de diferentes  tipos e origens,  como por exemplo,  injúria mecânica ou deposição de 

cristais,  como  na  osteoartrite  (OA)  ou  decorrente  de  processos  autoimunes,  como  na  artrite 

reumatóide  (AR). A OA  é  o  tipo mais  comum  de  artrite,  sendo  caracterizada  por  fibrose  capsular, 

formação  de  osteofito  e  inflamação  da  membrana  sinovial  (Tehranzadeh  et  al.,  2005).  A  artrite 

reumatóide é uma doença sistêmica articular degenerativa, caracterizada pela destruição progressiva 

da cartilagem e de estruturas ósseas das articulações (Firestein, 1991). A OA e AR são caracterizadas 

principalmente pelo desequilíbrio entre a síntese e a degradação da matriz extracelular da cartilagem 

articular, estando a degradação dos complexos de proteoglicanos acelerada nestes pacientes  (Saxne 

et al., 1987; Bensouyad et al., 1990; Poole et al., 1994). A perda de proteoglicanos é causada pela 

grande  expressão  de  proteinases,  resultante  de  um  desequilíbrio  dessas  enzimas  e  seus  inibidores 

(Schuright et al., 2005). As metaloproteinases de matriz (MMPs) têm papel central na degradação da 

cartilagem  (Martel‐Pelletier  e  Pelletier,  1987).  As  MMPs  são  secretadas  na  forma  inativa,  pelos 

condrócitos e por células sinoviais, em resposta à presença de mediadores  inflamatórios como IL‐1β, 

TNF‐α  e  IFN‐δ  (interferon‐δ),  são  armazenadas  na matriz  e  ativadas  após  clivagem  (Palmer  et  al., 

1988; Murrell et al., 1995; Nagase 1997). A estromelisina (MMP‐3) e as colagenases são as principais 

MMPs envolvidas na degradação do colágeno durante  inflamação articular  (van Meurs et al., 1999; 

van Kujik et al., 2010). Dentre as colagenases, as MMPs 1, 8 e 13 se distinguem das outras enzimas 

pela  sua  habilidade  de  clivar  o  colágeno  tipo  II,  o  principal  componente  da matriz  extracelular  da 

cartilagem  articular  (Mitchell  et  al.,  1996).  Em  decorrência  dos  seus  efeitos  sobre  a  matriz 

extracelular,  as  gelatinases,  particularmente  a  MMP  2  e  MMP  9,    são  também  consideradas 

importantes para a progressão da degradação da cartilagem, durante a artrite  (Ahrens et al., 1996; 

Goldbach‐Mansky et al., 2000; Itoh et al., 2002). 

A atividade das MMPs é controlada em parte, pelos  inibidores teciduais de metaloproteinases 

(TIMPs)  (Baker  et  al.,  2002).  O  desequilíbrio  entre  estas  proteinases  e  seus  inibidores  acarreta 

alteração na proteólise dos componentes da cartilagem articular. Na artrite, a cartilagem  tem baixa 



capacidade  intrínseca  de  recuperação  e  o  processo  contínuo  de  destruição  da  cartilagem  acarreta 

degradação irreversível da fibra do colágeno.  

A  inflamação articular consiste em um processo  inflamatório multimediado, havendo  interação 

entre os diversos mediadores químicos e estudos in vivo e in vitro têm indicado que o TNF‐α e a IL‐1 

estão  envolvidos  na  gênese  e  progressão  da  destruição  da  cartilagem  articular  (Goldring,  2001; 

Pelletier et al., 2001).  

Nos processos  inflamatórios, de maneira geral, a  IL‐1β está envolvida com diversas fases deste 

processo, como o recrutamento leucocitário, febre e aumento da permeabilidade vascular (Goldblum 

et al., 1988; Moser et al., 1989; Dinarello, 1994). Ainda, é sabido que a IL‐1β estimula a expressão de 

COX‐2  e  subsequente  liberação  de  prostaglandinas  (Bernheim,  1986;  Zucali, Dinarello et  al.,  1986; 

Crofford  et  al.,  1994),  que  por  sua  vez,  são  capazes  de  sensibilizar  nociceptores  e  por  isso  é  um 

importante mediador hipernociceptivo inflamatório (Ferreira et al., 1988). A hipernocicepção induzida 

por  IL‐1β é mediada pela ativação de receptores de membrana específicos e subsequente síntese de 

prostaglandinas  (Hori  et  al.,  1990;  Oka  et  al.,  1993).  No  entanto,  além  da  sensibilização  de 

nociceptores por produção de prostanóides, ocorre a participação de outros mediadores inflamatórios 

como a serotonina, histamina e outras citocinas, entre elas o TNF‐α (Doak e Sawynok, 1997; Parada et 

al.,  2001; Oliveira  et  al.,  2005).  Tanto  o  TNF‐α  como  a  IL‐1  aumentam  a  produção  e  secreção  de 

metaloproteinases de matriz e catepsinas em  fibroblastos  (Dayer et al., 1985; Lemaire et al., 1997; 

Vincenti e Brinckerhoff, 2002; Schuright et al., 2005).  

Adicionalmente à ativação de MMPs, o TNF‐α é capaz de acarretar  recrutamento  leucocitário 

(Bombini et al., 2004). Ainda, a  IL‐6, encontrada em níveis elevados no soro e no  fluido sinovial de 

pacientes com AR (Madhok et al., 1993; Sack et al., 1993; Miyazawa et al., 1999; Nishimoto et al., 

2004), está envolvida na ativação das  células  imunes e produção de anticorpos, osteoclastogênese, 

perda óssea e com os sintomas de debilidade física associados à resposta de fase aguda, importantes 

na gênese e manutenção da artrite. A IL‐15 também tem sido detectada no líquido sinovial de animais 

suscetíveis a artrite induzida por colágeno tipo II (McInnes et al., 1996) e o aumento da expressão de 

RNAm para esta interleucina foi demonstrado no tecido sinovial de pacientes com artrite reumatóide 

(Thurkow et al., 1997). Da mesma maneira,  a presença de  IL‐17  tem  sido  relatada em quadros de 

inflamação  como em artrite  reumatóide  (Arend, 1997; Brennan e McInnes, 2008). Esta  interleucina 

induz recrutamento e ativação de leucócitos, liberação de outras citocinas, quimiocinas e mediadores 

citotóxicos (Fossiez et al., 1996; Albanesi et al., 1999; Jones e Chan, 2002; Ruddy et al., 2004; Ruddy 



et al., 2004; Witowski et al., 2004). Dados experimentais tem mostrado ainda, que esta citocina induz 

nocicepção (Pinto et al., 2010). 

A IL‐18 também tem papel  importante na AR (Naik et al., 1999; Greene et al., 2000). É expressa na sinóvia, 

favorecendo  a  artrite  por mecanismos  que  incluem  recrutamento  de  neutrófilos,  via  TNF‐α  e  LTB4 

(leucotrienos), e ativação de macrófagos (Gracie et al., 1999; Canetti et al., 2003). Assim, a função da 

IL‐18  na  artrite  clínica  e  experimental  está  bem  documentada  (Gracie et  al.,  1999;  Joosten et  al., 

2000;  Plater‐Zyberk  et  al.,  2001; Wei  et  al.,  2001).  Verri  et  al.  (2007)  sugeriram  que  a  IL‐18  está 

relacionada com a hipernocicepção articular na inflamação induzida por antígeno e com o aumento da 

produção de IFN‐γ, ET‐1 (endotelina) e prostaglandina E2. No processo inflamatório não articular, esta 

interleucina contribui com o edema e migração neutrofílica  induzida pela carragenina  (Leung et al., 

2001). 

Vários  estudos  têm mostrado  o  envolvimento  de  outras  quimiocinas,  como  IL‐8  (interleucina‐8), MIP‐1α 

(Macrophage  inflammatory  protein  1‐α),  MCP‐1  (Monocyte  chemotactic  protein‐1)  e  ENA‐78 

(Epithelial cell‐derived neutrophil‐activating peptide 78), e seus receptores, na artrite. As quimiocinas 

são  produzidas  pelas  células  da  sinóvia  e  cartilagem  e  estimulam  a  migração  leucocitária  e  a 

proliferação e produção de metaloproteinases por fibroblastos (Szekanecz et al., 2003; de Kock et al., 

2004).   

A  endotelina  tem  sido  apontada  como  importante  mediador  nos  processos  de  artrite.  Em  especial,  a 

endotelina‐1 é encontrada em níveis elevados no fluido sinovial e no plasma de pacientes com OA e 

AR, estando correlacionada com a severidade do processo (Nahir et al., 1991; Yoshida et al., 1998). 

Tem sido mostrado o envolvimento destes mediadores em doenças crônicas com extensa destruição 

da  matriz  extracelular.  Estes  mediadores  são  capazes  de  regular  a  expressão  de  MMPs, 

particularmente  colagenases  (Roy‐Beaudry et al., 2003), por meio da  interação com  receptores ETA 

(Podesser et  al.,  2001). A  produção  de  endotelina‐1  por  condrócitos  é  aumentada  por  citocinas  e 

fatores de crescimento  (Khatib et al., 1997). De  fato, Conte et al.  (2008) demonstraram que as ETs 

contribuem para a inflamação da articulação do joelho, em modelo de artrite induzida por zimosan em 

camundongos, via receptores ETA e ETB, modulando a formação de edema, recrutamento neutrofílico 

e produção de mediadores inflamatórios.  

A  bradicinina  é  outro  mediador  importante  na  artrite  reumatóide  (Couture  et  al.,  2001)  e  na  resposta 

inflamatória articular, tanto via ativação de receptores B1, quanto receptores B2 (Guzzo et al., 2000). 



A  bradicinina  é  um  mediador  inflamatório  encontrado  no  fluido  sinovial  e  parece  estimular 

diretamente nociceptores de  terminais nervosos  sensoriais participando do processo de geração de 

dor  (Wood e Docherty, 1997; Schaible et al., 2002). De  fato, Yamashita et al.  (1995)  relataram que 

receptores nociceptivos intraarticulares são estimulados pela administração de bradicinina.  

Confirmando a participação da bradicinina nestes eventos nociceptivos articulares, MdDougall et al.  (2009) 

demonstraram que a ativação local de PAR‐4 (receptores ativados por proteinase tipo 4) induz efeitos 

pró‐inflamatórios  e  pró‐nociceptivos  na  articulação  do  joelho  de  ratos,  dependentes  do  sistema 

calicreína‐cinina, sendo que o bloqueio destes receptores articulares pode ser utilizado como meio de 

controle da inflamação articular e dor.  

Estudos  experimentais  tem  evidenciado  ainda,  em modelos  de  artrite,  que  a  bradicina  pode  acarretar  a 

produção  de  NO  (Guzzo  et  al.,  2000;  Couture  et  al.,  2001; Mello  et  al.,  2002). O  NO  produzido 

localmente nas articulações, na vigência de osteoartrite e artrite reumatóide (Evans e Robbins, 1996) 

acarreta a degradação da cartilagem articular (Hashimoto et al., 1998). Neste processo, a atividade da 

NO sintase está correlacionada ao aumento da atividade de metaloproteinases (Hirai et al., 2001) e o 

aumento nos níveis de NO,  induzido por  IL‐1, medeia a síntese de metaloproteinases de matriz e de 

fator  de  crescimento  de  fibroblastos,  favorecendo  a  degradação  da  cartilagem  articular  e  a 

angiogênese na sinóvia de articulações artríticas (Sasaki et al., 1998).  

Dentre  os mediadores  pró‐inflamatórios  envolvidos  na  patogênese  da  inflamação  articular,  cabe  ressaltar 

ainda  a participação dos  eicosanóides  (Laufer,  2003;  Kojima et  al.,  2005). Osteoblastos obtidos de 

indivíduos com OA produzem quantidades variáveis de prostaglandinas e leucotrieno B4 (LTB4) (Laufer, 

2003) e ambos os eicosanóides são detectados no fluído sinovial de pacientes com artrite reumatóide 

(Kojima et al., 2005). As prostaglandinas e o LTB4 regulam a síntese de citocinas pró‐inflamatórias e de 

colágeno  e  o  seu  envolvimento  nos  mecanismos  de  artrite  tem  sido  demonstrado  em  modelos 

experimentais de inflamação articular (Rocha et al., 1997; Bombini et al., 2004; Kojima et al., 2004). 

Em sinóvia obtida de pacientes com osteoartrite, foi observado, após o tratamento farmacológico com 

inibidores  de  ciclooxigenases,  desvio  do  metabolismo  do  ácido  araquidônico  para  a  via  das 

lipoxigenases, estando estes metabólitos envolvidos no aumento na produção de IL‐1 (Marcouiller et 

al., 2005) e metaloproteinases (Martel‐Pelletier e Pelletier, 1987).  

O principal precursor dos eicosanóides é o ácido araquidônico, o qual é clivado dos fosfolipídios de membrana, 

pelas FLA2 citoplasmáticas (tipo IV) ou secretadas (tipo II e V) (Chapman et al., 2000). A FLA2 citosólica 

(cFLA2) possui  função  crítica na patogênese da artrite. Hegen et al.  (2003) observaram que animais 



deficientes desta FLA2 apresentam redução da inflamação e da formação de pannus ósseo em modelo 

experimental de artrite  induzida por colágeno. Ainda, estudos de reabsorção óssea  induzida por LPS 

indicam que a cFLA2 tem papel  importante para esta reabsorção  (Miyaura, 2003). Este efeito parece 

ser mediado pela PGE2 (Masuda e Okamoto, 2005).  

Está bem estabelecido que o  fluido  sinovial de pacientes  com artrite  reumatóide  contém alta atividade de 

sFLA2  e  esta  atividade  tem  sido  correlacionada  com  a  severidade da  doença  (Kramer et  al.,  1989; 

Pruzanski  et  al.,  1995),  Por meio  de  ensaios  bioquímicos  e  estudos  de  clonagem molecular,  esta 

atividade  têm sido atribuída à sFLA2 do grupo  IIA. Em  tecidos de pacientes com artrite  reumatóide, 

verificou‐se que  a  sFLA2‐IIA  é detectada  em  várias  células,  como  as  células  sinoviais,  condrócitos e 

fibroblastos  (Jamal  et  al.,  1998; Masuda  e  Okamoto,  2005).  Adicionalmente  foi  observado  que  a 

expressão  destas  enzimas  está  aumentada  em  macrófagos  sinoviais  da  artrite  reumatóide  e  em 

fibroblastos de  sinóvias de  indivíduos não  artríticos  (Jamal et al., 1998). A  sFLA2‐IIA humana  causa 

inflamação  aguda  quando  administrada  em  articulações  de  coelhos  (Bomalaski  et  al.,  1991) 

entretanto, sFLA2‐IIA de camundongos transgênicos não  induz desenvolvimento de artrite. Em 2005, 

Masuda  e  colaboradores  observaram  também  a  expressão  de  outras  fosfolipases  secretadas,  em 

tecidos de AR humana, evidenciando  a presença de  sFLA2 do  grupo  IID em  folículos  linfáticos e no 

endotélio capilar, do grupo IIE na musculatura lisa vascular e do grupo V, nos fibroblastos intersticiais.  

A  presença  de  níveis  elevados  de  FLA2s,  particularmente  secretadas,  no  fluido  sinovial,  sugere  que  estas 

fosfolipases tenham papel  importante na artrite. Contudo, os mecanismos envolvidos na ação destas 

enzimas na gênese das alterações fisiopatológicas e na  liberação de mediadores químicos envolvidos 

na artrite não estão ainda totalmente caracterizados.  

Os dados em conjunto sugerem que os mediadores inflamatórios têm importante papel na fisiopatologia dos 

fenômenos da artrite. Os  tratamentos existentes para o  controle desta patologia não  são  ideais ou 

totalmente  eficazes.  Assim,  é  importante  a  padronização  de  novos  modelos  de  artrite  para  a 

compreensão da fisiopatologia e do controle desta inflamação. Uma vez que as FLA2 secretadas estão 

presentes  em  abundância  no  fluido  sinovial  de pacientes  com  inflamação  articular  e baseados  nos 

estudos de que a miotoxina  II (fosfolipase A2 secretada do grupo  IIA)  isolada do veneno da Bothrops 

asper, tem importante papel na gênese de inflamação e dor, a utilização desta FLA2 como ferramenta 

para indução de inflamação articular pode contribuir para o melhor entendimento do papel das sFLA2 

neste  processo,  bem  como  para  ampliar  a  caracterização  da mediação  química  e  da  ativação  das 

células nestes processos inflamatórios.  



 

* 

*        * 

 

O objetivo geral deste  trabalho é caracterizar a  resposta  inflamatória e nociceptiva articular 

induzida pela Miotoxina II (variante Lys49) obtida do veneno de serpentes B. asper. 

Os objetivos específicos são avaliar: 

‐  a  resposta  inflamatória  causada  pela  injeção  intraarticular  (i.a.)  da  FLA2  por  meio  da 

determinação das alterações de permeabilidade vascular e da migração leucocitária; 

‐ as alterações histopatológicas e morfométricas da articulação fêmur‐tíbio‐patelar e tíbio‐tarsal 

de animais injetados com a miotoxina,  

‐ a resposta nociceptiva induzida pela toxina;  

‐ os mecanismos (mediadores químicos) envolvidos na dor induzidos pela injeção intraarticular de 

FLA2. 

  



6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados indicam que: 

 

• A fosfolipase A2 secretada, variante Lys‐49 (Miotoxina II obtida do veneno de B. asper) induz 

inflamação  articular,  caracterizada  pelo  aumento  de  permeabilidade  vascular,  infiltrado 

celular e hiperalgesia.  

• A  presença  de  infiltrado  polimorfonuclear  tem  papel  importante  para  a  gênese  da 

hiperalgesia. 

• A hiperalgesia induzida pela FLA2 é um processo multimediado, envolvendo a participação de 

bradicinina, endotelina e citocinas (IL‐1β, IL‐6, TNFα e CINC‐1) e prostanóides.  

• FLA2 endógenas são relevantes para a manifestação do fenômeno nociceptivo.  

• Estes dados em conjunto, indicam que esta fosfolipase A2 pode ser uma ferramenta científica 

importante  para  o  entendimento  de  alguns  dos  mecanismos  envolvidos  na  inflamação 

articular e da contribuição das fosfolipases para este processo. 
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