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RESUMO 

 

SOUTO, P. C. M. C. Caracterização da reação inflamatória induzida pelo veneno da 
serpente Bothrops insularis: influxo leucocitário, liberação de mediadores inflamatórios e 
mecanismos envolvidos nesses efeitos. 2009. 111 f. Dissertação (Mestrado em Farmacologia) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

 

 Este estudo teve por objetivos: i) caracterizar o influxo leucocitário induzido pela 

injeção intraperitoneal do veneno de Bothrops insularis (VBi), em camundongos, no que se refere 

ao número, tipo celular, cinética e relação dose-efeito; ii) avaliar o efeito do VBi no número de 

leucócitos circulantes; iii) avaliar o efeito VBi quanto à liberação dos mediadores lipídicos PGD2 

e PGE2, TXA2 e LTB4 e das quimiocinas MCP-1 e KC; iv) analisar a ação do VBi na expressão 

protéica das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e -2) e v) avaliar os mecanismos envolvidos no 

influxo leucocitário induzido pelo VBi quanto à participação das vias da COX-1 e -2 e da 5-LO. 

Para tanto, camundongos Swiss machos (18-20 g) receberam injeção intraperitoneal (i.p.) de VBi 

(0,05 µg/g) ou de salina apirogênica (controle). Decorridos diferentes períodos de tempo, o 

exsudato peritoneal foi coletado para a análise dos leucócitos (totais, PMN e MN) sob 

microscopia de luz, da expressão de COXs por western blotting e da concentração de PGD2, 

PGE2, TXB2, LTB4, MCP-1 e KC por ensaio imunoenzimático (EIA). Os leucócitos circulantes 

foram contados e tipados sob microscopia de luz. Os resultados obtidos mostraram que o VBi 

causou influxo leucocitário para a cavidade peritoneal entre 3 e 72 horas, com PMN entre 6 e 24 

horas e MN até 72 horas, além de aumento de leucócitos circulantes na 3ª hora. Ainda, este 

veneno acarretou a liberação de PGD2 (0,5 hora), PGE2 (0,5 a 48 horas), TXA2 e LTB4 (6 horas) e 

de MCP-1 (0,25 a 48 horas), mas não de KC. Adicionalmente, o VBi induziu a expressão da 

COX-2, sem alterar a expressão da COX-1, em leucócitos recrutados para o local da injeção. O 

tratamento dos animais com indometacina, etoricoxibe ou zileuton inibiu, de modo significante, o 

influxo de leucócitos induzido pelo VBi na 12ª h, mas não na 6ª h da ação do veneno. Em 

conclusão, os dados obtidos indicam a capacidade do VBi induzir o influxo de leucócitos, com 

predominância de células MN nos períodos iniciais e de PMN em períodos mais tardios. Ainda, 

este veneno tem a capacidade de induzir a liberação de importantes mediadores inflamatórios do 

grupo dos eicosanóides e das quimiocinas, para o local de sua injeção. O influxo leucocitário é 

dependente de eicosanóides derivados da 5-LO, da COX-1 e COX-2, sendo a COX-2 a mais 



 

importante. A capacidade do veneno induzir a expressão de COX-2 deve ser relevante para o seu 

efeito. O aumento do número de neutrófilos, linfócitos e monócitos circulantes na vigência da 

ação desse veneno também deve contribuir para o recrutamento leucocitário induzido. Por outro 

lado, a quimiocina MCP-1, mas não a KC, deve contribuir para o recrutamento de leucócitos 

mononucleares causado pelo VBi. 

 

Palavras-chave: Bothrops insularis, Leucócitos, Eicosanóides, Ciclooxigenases, Lipooxigenases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

SOUTO, P. C. M. C. Characterization of the inflammatory reaction induced by Bothrops 
insularis snake venom: leukocyte influx, release of inflammatory mediators and 
mechanisms involved in this effects. 2009. 111 p. Master thesis (Pharmacology) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 
 
 In this study the effects of Bothrops insularis venom (BiV) on the leukocyte influx,  on 

the circulating leukocyte numbers and release of inflammatory mediators, such as PGD2, PGE2, 

TXA2, LTB4, MCP-1 and KC into the local of its injection. Moreover, the role of eicosanoids in 

the BiV- induced leukocyte influx was assessed by selected pharmacological treatments. BiV 

caused  influx of total leukocytes (3-72 h) when injected into the peritoneal cavity of mice. 

Polymorphonuclear (PMN) were accumulated from 6 up to 24 h and mononuclear (MN) cells 

from 3 up to 72 h. Moreover, BiV increased blood leukocyte numbers (total, PMN and MN) at 3 

h after injection. Significant increments in peritoneal levels of PGD2, PGE2, TXA2, LTB4, MCP-

1, but not KC, were detected at distinct periods of time after venom injection. In addition, BiV 

induced the protein expression of COX-2 from 1 up to 12 h after its injection, but did not change 

the levels of COX-1. The BiV-induced leukocyte influx was significantly reduced by 

indomethacin (inhibitor of COX-1 and -2) or etoricoxib (inhibitor of COX-2) or zileuton 

(inhibitor of 5-LO) at 12 h after injection. In conclusion, BiV is able to induce leukocyte 

infiltration and increase of blood leukocyte numbers. Moreover, the ability of BiV to induce 

protein expression of COX-2 and release inflammatory mediators is relevant for the recruitment 

of leukocytes into the local of its injection. 

 

Key words: Bothrops insularis, Leukocytes, Eicosanoids, Ciclooxygenases, Lipooxygenases. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução



 

1 INTRODUÇÃO  

 
 

A serpente Bothrops insularis, conhecida popularmente como jararaca-ilhoa, é uma espécie 

endêmica restrita à Ilha da Queimada Grande, localizada na costa do Estado de São Paulo, Brasil 

(CAMPBELL e LAMAR, 2004). Esta serpente é considerada uma espécie diferenciada da 

Bothrops jararaca. Acredita-se que um ancestral comum deu origem às duas espécies de 

jararacas, contudo, o final da última glaciação há cerca de 12.000 anos determinou o isolamento 

geográfico insular e o processo de especiação (MARQUES et al., 2002; GRAZZIOTIN et al., 

2006).  O isolamento da espécie B. insularis fez com que esta serpente adquirisse características 

genéticas e comportamentais diferenciadas em relação às espécies continentais do mesmo gênero. 

Assim, são serpentes semi-arborícolas, pois habitam diferentes níveis de vegetação e, devido à 

inexistência de roedores, alimentam-se quase que exclusivamente de pássaros (AMARAL, 1924; 

DUARTE et al., 1995; WÜSTER et al., 2005).  

A toxinologia do veneno de Bothrops insularis (VBi) é pouco conhecida em comparação a 

outras espécies do gênero Bothrops.  Quanto à constituição do veneno, até o presente, foram 

isoladas e caracterizadas esterases (SELISTRE e GIGLIO, 1987; SELISTRE et al., 1990), um 

fator ativador de protrombina (insularinase A) e um componente inibidor de trombina-like tipo 

lectina-C (MODESTO et al., 2005; OLIVEIRA-CARVALHO et al., 2008), além de um fator de 

crescimento do endotélio (sv-VEGF) (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2001), uma 

fosfolipase A2 (fração IV) (COGO et al., 1998, 2006; RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004; 

BRAGA et al., 2008), peptídeos potencializadores de bradicinina (CINTRA et al., 1990), bem 

como uma proteína do tipo lectina-C e uma L-amino oxidase (fração II) (BRAGA et al., 2006, 

2008). Ainda, a análise proteômica do veneno de B. insularis demonstra a sua composição em 

quatro famílias principais: metaloproteinase, serinoproteinase, fosfolipase A2 e lectina (CIDADE 

et al., 2005; VALENTE et al., 2009). 

Do ponto de vista de ações biológicas, foi demonstrado que o veneno da B. insularis inibe a 

transmissão neuromuscular, de modo irreversível, em preparações de junção neuromuscular de 

camundongo e de pintainho (COGO et al., 1993) e, recentemente, foi descrita a participação de 

prostaglandinas, do óxido nítrico e da histamina no edema induzido pelo veneno dessa serpente 

em camundongos (BARBOSA, 2003). Além disso, foi demonstrada a atividade miotóxica do 

VBi no músculo gastrocnêmio de camundongos e a sua atividade hemorrágica na 



 

microcirculação e pele desses animais, sendo estes dois efeitos neutralizados pelo antiveneno 

botrópico poliespecífico (LIRA et al., 2007).  

Os venenos de serpentes do gênero Bothrops induzem, em geral, um quadro fisiopatológico 

caracterizado por efeitos sistêmicos e reações locais imediatas. Os efeitos sistêmicos envolvem 

alterações da coagulação sangüínea e do sistema cardiovascular (AMARAL et al., 1985). As 

reações locais são caracterizadas por hemorragia, mionecrose e inflamação intensa, com edema 

proeminente e dor (ROSENFELD, 1971; GUTIÉRREZ e LOMONTE, 1989). 

A inflamação está freqüentemente associada ao envenenamento botrópico (ROSENFED, 

1971; GUTIÉRREZ e LOMONTE, 1989; FLORES et al., 1993; CURY et al., 1994). Esse 

fenômeno é multimediado e a resposta edematôgenica local, induzida pelo veneno de Bothrops 

jararaca e de Bothrops asper, envolve a participação de mediadores α e β-adrenérgicos, do fator 

ativador de plaquetas (PAF), da serotonina e da histamina, além de eicosanóides, derivados do 

ácido araquidônico (TREBIEN e CALIXTO, 1989; CHAVES et al., 1995, MOREIRA et al., 

2007, 2009).  A participação de eicosanóides também foi observada no desenvolvimento da 

hiperalgesia induzida pelos venenos de B. jararaca (TEIXEIRA et al., 1994) e de B. asper 

(CHACUR  et al., 2001) e no edema podal induzido pelo VBi (BARBOSA et al., 2003).  

Além do edema, a presença de infiltrado leucocitário, no local da injeção, foi demonstrada 

para algumas espécies de serpentes do gênero Bothrops. Lomonte et al. (1994) demonstraram a 

presença de leucócitos no tecido muscular de camundongos, após a injeção do veneno de B. asper 

e Flores et al. (1993) relataram o acúmulo de neutrófilos na cavidade peritoneal de ratos, após a 

administração dos venenos de B. erythromelas e B. alternatus. Acosta de Pérez et al. (1996) 

mostraram um infiltrado neutrofílico no músculo gastrocnêmio de ratos, após a injeção do veneno 

de B. jararaca da Argentina. A seguir, Farsky et al. (1997) caracterizaram o componente 

leucocitário da reação inflamatória induzida pelo veneno de B. jararaca em ratos e demonstraram 

um infiltrado significante de neutrófilos nas primeiras horas da injeção desse veneno e de 

macrófagos em fases mais tardias. Ainda, Zamuner et al. (2005) demonstraram um perfil 

semelhante de tipos celulares, recrutados para a cavidade peritoneal de camundongos por ação 

dos venenos de B. jararaca e de B. asper. Por outro lado, não existem dados na literatura sobre o 

componente celular envolvido na reação local induzida pelo veneno de B. insularis. O fato do 

veneno dessa serpente induzir uma resposta edematogênica importante, em modelo experimental, 



 

sugere a natureza inflamatória do mesmo e justifica o desenvolvimento de estudos relativos ao 

componente leucocitário no local de sua injeção.   

Os leucócitos são fundamentais para o desenvolvimento e resolução da reação inflamatória, 

por suas funções fagocítica, microbicida e capacidade de liberar uma grande variedade de 

mediadores inflamatórios (MEDZHITOV, 2008). No entanto, o efeito do veneno de B. insularis 

nestas células, sob o ponto de vista de recrutamento e/ou ativação, não é conhecido.   

Dentre os mediadores liberados pelos leucócitos estão os prostanóides e os leucotrienos, 

originados do metabolismo do ácido araquidônico (AA) pelas enzimas ciclooxigenases (COXs) e 

lipooxigenase (5-LO), respectivamente. Esse ácido graxo, por sua vez, é liberado de membranas 

celulares de mamíferos pela ação de enzimas fosfolipases A2 (FLA2) (ROCCA e FITZGERALD, 

2002). O fato de esses mediadores contribuírem para a ação edematogênica do veneno de B. 

insularis, descrito em trabalho anterior (BARBOSA et al., 2003), demanda a realização de 

estudos adicionais que avaliem a formação e a liberação desses mediadores inflamatórios no local 

da injeção do VBi. Além disso, considerando que os venenos de serpentes do gênero Bothrops 

contém, em diferentes graus, as enzimas FLA2, tais estudos são pertinentes e devem ampliar o 

conhecimento dos mecanismos de ação local do veneno de serpentes do gênero Bothrops. 

Com base nas informações acima, este estudo pretende verificar a capacidade do veneno de 

Bothrops insularis de induzir o influxo leucocitário e de ativar mecanismos específicos destas 

células, responsáveis pela produção desses importantes mediadores inflamatórios.  

A composição química e as atividades biológicas dos venenos ofídicos apresentam 

variações entre famílias, gêneros, espécies e subespécies (MOURA da SILVA et al., 1991; 

CHIPPAUX et al., 1991). No que se refere à espécie B. insularis, provavelmente em virtude do 

difícil acesso à Ilha da Queimada Grande, não há registro de envenenamento em humanos, de 

modo que esta serpente não é considerada um problema de saúde pública (COGO et al., 1991). 

Em virtude do longo isolamento geográfico da serpente, acredita-se que os padrões do veneno da 

Bothrops insularis tenham sido modificados. Neste sentido, foi demonstrado que alguns 

componentes deste veneno, como uma fosfolipase A2 com atividade neurotóxica (COGO, et al., 

1998; RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004), diferem daqueles da B. jararaca do continente, 

justificando estudos adicionais relacionados aos seus efeitos e mecanismos de ação. Além de 

contribuir para o conhecimento das ações locais de serpentes botrópicas do Brasil, este estudo 

poderá detectar variações de efeitos inflamatórios entre as espécies insular e as do continente. 



 

1.1 Considerações gerais sobre a resposta inflamatória 

 

1.1.1 Resposta inflamatória aguda 

 

A reação inflamatória é a resposta do organismo a uma agressão, caracterizada por uma 

série de eventos complexos do tecido conjuntivo afetado, incluindo vasodilatação arteriolar, 

seguida de aumento de fluxo sanguíneo e da permeabilidade venular, exsudação plasmática e 

migração leucocitária para o espaço extravascular. Essas alterações, que ocorrem principalmente 

na microcirculação, se traduzem nos sinais clássicos da inflamação aguda, descritos como rubor, 

tumor, calor e dor, decorrentes da ação de produtos biologicamente ativos liberados no local da 

lesão, denominados mediadores químicos (WEISSMANN, 1992; COTRAN et al., 1999; 

COLLINS, 2000; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Os mediadores inflamatórios são 

de origem celular, como a histamina, os eicosanóides, o óxido nítrico, o fator ativador de 

plaquetas, as citocinas e outras proteínas leucocitárias ou de origem plasmática, como as cininas e 

o sistema complemento (ROCHA e SILVA e GARCIA-LEME, 1972; FERREIRA et al.,1973). 

Durante a reação inflamatória ocorre o recrutamento de leucócitos para o foco da lesão. O 

componente celular da reação é representado, primordialmente, por leucócitos 

polimorfonucleares (neutrófilos, eosinófilos e basófilos) e mononucleares (monócitos e 

linfócitos), que migram da luz dos vasos sanguíneos para o tecido adjacente. Nos primeiros 

estágios de uma resposta aguda, há predomínio numérico de neutrófilos. Essas células, 

mobilizadas a partir dos compartimentos de reserva e da corrente sanguínea, marginam a 

superfície dos vasos da microcirculação da área que circunda a lesão. Inicialmente os leucócitos 

deslizam sobre o endotélio (comportamento rolling de leucócitos) e posteriormente, aderem à 

parede do vaso. Estas células migram para o exterior do vaso através de junções interendoteliais 

(diapedese), locomovem-se de modo orientado, no sítio extravascular, em resposta a um 

gradiente de concentração de mediadores inflamatórios (quimiotaxia) e acumulam-se no local de 

lesão, para destruírem o agente lesivo (FLOREY, 1970). 

A ação dos mediadores inflamatórios induz alterações hemodinâmicas e expressão de 

receptores glicoprotéicos na membrana de leucócitos e na célula endotelial. Estes receptores, 

denominados moléculas de adesão, interagem entre si e acarretam o fenômeno da migração 

leucocitária. Várias famílias de moléculas de adesão, classificadas de acordo com sua estrutura 



 

química, foram caracterizadas e dentre essas, três desempenham papel fundamental na interação 

leucócito-endotélio: 1) das selectinas, expressas em leucócitos circulantes e particularmente, nas 

células endoteliais, responsáveis principalmente, pelo comportamento rolling; 2) das integrinas, 

expressas nas células endoteliais e alguns tipos de leucócitos, que contribuem para a aderência e 

diapedese; 3) das imunoglubulinas, expressas na célula endotelial e alguns tipos de leucócitos, 

que contribuem para a aderência e diapedese. A expressão diferenciada das moléculas de adesão 

nos diferentes estágios do desenvolvimento da reação inflamatória é responsável, em parte, pela 

seletividade e cinética de migração dos leucócitos para o foco de lesão (GRANGER e KUBES, 

1994; ALBELDA et al., 1994; RAMPART, 1994; FARSKY e MELLO, 1995). 

 Os fenômenos de marginação leucocitária e atividades locomotoras permitem que o 

leucócito alcance o foco de lesão para posterior destruição do agente injuriante. A eliminação do 

agente lesivo presente no foco inflamatório ocorre por meio de fagocitose, realizada 

principalmente pelos neutrófilos e macrófagos. Concomitantemente a este processo, ocorre um 

aumento da produção de mediadores inflamatórios e do metabolismo oxidativo destas células, 

resultando na produção de agentes microbicidas (BABIOR et al., 1973; BRAWN e FRIDOVICH, 

1980). Além deste sistema citotóxico, dependente de oxigênio, os leucócitos liberam o conteúdo 

de grânulos lisossômicos citoplasmáticos, que contém diversas enzimas líticas (COTRAN et al., 

1994). 

 A partir da fase aguda exsudativa, podem ocorrer fenômenos de regeneração e reparo. A 

resolução do processo inflamatório agudo se dá através da eliminação dos leucócitos recrutados 

por apoptose. A seguir, as células apoptóticas e os debris celulares, são removidos pelos 

macrófagos por processo de fagocitose ou são drenados pelos vasos linfáticos através da linfa. A 

fagocitose por macrófagos é uma importante via de eliminação de leucócitos polimorfonucleares. 

Em caso de persistência do estímulo lesivo, podem ocorrer modificações significantes das 

características da resposta inflamatória com cronificação da reação, que adquire caráter 

proliferativo. 

Em síntese, as informações acima indicam que os leucócitos, por sua capacidade de 

produzirem diversos mediadores inflamatórios e exercerem funções microbicida e fagocitária, 

possuem papel central no desenvolvimento e resolução do processo. No desempenho de suas 

funções, os leucócitos produzem e liberam vários mediadores lipídicos, que incluem os 

prostanóides, pelas vias COX - 1 e COX - 2 (POULIOT et al., 1998; YU et al, 1998; BALSINDE, 



 

1998; GRAF et al., 1999) e os leucotrienos, pela via da 5-lipooxigenase (KIM e LUSTER, 2007), 

associados com processos inflamatórios, infecciosos e isquêmicos. 

  

 

1.1.2 Eicosanóides 

 

Em membranas celulares de mamíferos, o ácido araquidônico (AA) representa mais de 90% 

dos ácidos graxos insaturados. O AA, produto da hidrólise de fosfolipídeos de membranas 

celulares pelas fosfolipases A2, é metabolizado rapidamente por vários complexos enzimáticos, 

que incluem as ciclooxigenases e as lipooxigenases (ROCCA e FITZGERALD, 2002). A 

metabolização do AA, pelo sistema enzimático das ciclooxigenases, leva à formação dos 

prostanóides, como as prostaglandinas da série E, D e F, a prostaciclina e a tromboxana, que 

regulam numerosas funções fisiológicas e patológicas, como o desenvolvimento e a promoção da 

inflamação e angiogênese (MORITA, 2002; BOS et al., 2004; HATA e BREYER, 2004).  

Por outro lado, a metabolização do AA pelo sistema enzimático das lipooxigenases, 5-, 12- 

e 15 lipooxigenase, sendo a via da 5-lipooxigenase a mais estudada, leva à síntese de 

leucotrienos, incluindo o leucotrieno B4 (LTB4) e os leucotrienos cisteínicos (LTC4, LTD4 e 

LTE4), que participam de inúmeras patologias inflamatórias e/ou alérgicas (BERGER et al., 

2007; SHIMIZU, 2009). 

Do ponto de vista das ciclooxigenases, atualmente são descritas três isoformas de 

ciclooxigenases, denominadas ciclooxigenase-1 (COX-1), ciclooxigenase-2 (COX-2) e 

ciclooxigenase-3 (COX-3). As duas primeiras isoformas são as mais amplamente estudadas, 

enquanto a terceira foi recentemente descoberta (WARNER e MITCHELL, 2004). Alguns 

autores sugerem, ainda, a existência de uma quarta isoforma de ciclooxigenase, que poderia ser 

induzida pelo diclofenaco, cuja função estaria relacionada à fase de resolução do processo 

inflamatório. No entanto, a existência de COX-4 ainda é alvo de especulações (BOTTING e 

AYOUB, 2005). A COX-1 é a isoforma expressa constitutivamente na maioria das células e 

tecidos, que incluem o endotélio, monócitos, plaquetas, células renais e vesículas seminais 

(BOTTING, 2006). Esta enzima é responsável pela formação dos prostanóides que, em condições 

fisiológicas, são responsáveis pela regulação da homeostasia (O’NEILL e FORD-

HUTCHINSON, 1993; DUBOIS , 1998; BOTTING, 2006). Estas funções incluem a manutenção 



 

da integridade da mucosa gástrica (WHITTLE et al., 1978), do fluxo sanguíneo renal (PALMER 

e HENRICH, 1995), da homeostase dependente de plaquetas (SCHAFER, 1995; FUNK et al., 

1991) e do endotélio (MONCADA et al., 1976). Por outro lado, alguns estudos indicaram que 

essa isoforma também está envolvida na resposta inflamatória (LANGENBACH et al., 1995; 

WALLACE et al.,1999; OCHI e GOTO, 2002). A concentração da COX-1, normalmente, é 

constante. Contudo, pequenos aumentos podem ocorrer em resposta a estímulos por hormônios 

ou fatores de crescimento (DEWITT, 1991; UEDA et al., 1997). A expressão constitutiva da 

COX-2 ocorre em algumas áreas do sistema nervoso central (YAMAGATA et al., 1993; 

BREDER et al., 1995; CAO et al., 1995), em tecidos envolvidos na reprodução, além de rins e 

timo (SMITH e LANGENBACH, 2001) e no sistema gástrico (KARGMAN et al., 1996). Além 

disso, esta isoforma é uma fonte importante de prostaciclina, em tecido cardíaco, células 

endoteliais vasculares e células renais, a partir de sinais endógenos e exógenos, para a proteção 

das funções cardiovascular e renal (HARRIS et al., 1994; GUAN et al., 1997; WU, 1998). De 

outra parte, a expressão de COX-2 é reconhecida como um importante componente em patologias 

de caráter inflamatório, na injúria tecidual e em processos tumorais (DUBOIS et al.,1998; 

SIMMONS et al., 2004; KATORI e MAJIMA, 2000; WARNER e MITCHELL, 2004). A 

indução da COX-2 pode se dar por mediadores inflamatórios como o TNF-α, fator de 

crescimento-β (TGF-β), interferon-α (INF-α) (BARRIOS-RODILES e CHADEE, 1998; DIAZ et 

al.,1998) e outras citocinas, como as interleucina-1 (IL-1) α e β (JACOBS et al., 1994; DIAZ et 

al.,1998) e por lipopolissacarídeos de bactérias (LPS) (LEE et al., 1992). Ainda, a expressão da 

COX-2 pode ser induzida por hormônios (SIROIS et al., 1992; MORRIS e RICHARDS, 1995) e 

por fatores de crescimento (CHEPENIK et al., 1994; KELNER e UGLIK, 1995). A diminuição 

da indução dessa isoforma, no entanto, é efetuada por citocinas antiinflamatórias, além dos 

glicocorticóides (SCOTT et al., 1999). 

As COX-1 e -2 apresentam muitas similaridades quanto aos seus mecanismos catalíticos, 

cinéticos e natureza dos produtos originados. Ademais, apresentam 60 a 70% de homologia na 

seqüência de aminoácidos (aa), sendo que a COX-1 contém 576 aa, enquanto a COX-2 é 

constituída por 587 aa (SMITH et al., 2000; ROUZER e MARNETT, 2005). Essas enzimas são 

codificadas por dois genes diferentes, localizados em cromossomos distintos (SMITH e 

LANGEBACH, 2001). Ambas estão localizadas na membrana do retículo endoplasmático, mas a 

COX-2 é também encontrada em altas concentrações na membrana nuclear (OTTO e SMITH, 



 

1994; MORITA et al., 1995). As isoenzimas de COX também já foram localizadas em 

corpúsculos lipídicos, presentes em leucócitos (BOZZA et al., 1996).  

Quanto ao mecanismo enzimático, as COXs apresentam duas atividades distintas: uma 

atividade endoperóxido sintase que oxigena e cicliza o AA, para formar o endoperóxido PGG/ 

PGG2 e uma atividade peroxidase, que reduz o grupo 15-hidropéroxi deste metabólito para 

formar PGH2. Tanto a PGG2 como a PGH2 são quimicamente instáveis e sofrem a ação de 

sintases específicas, originando uma variedade de prostanóides dentre os quais estão aqueles dos 

grupos da série E, D, F, prostaciclina (PGI2) e tromboxana (TXA2). A formação desses produtos 

está relacionada ao sistema enzimático predominante em cada tecido (SMITH et al., 2000; 

ROCCA e FITZGERALD, 2002). Após a produção, as prostaglandinas são liberadas rapidamente 

das células e agem na proximidade de seu sítio de produção, através da sua interação com 

receptores de alta afinidade, presentes em membranas plasmáticas (HARRIS et al., 2002). 

As prostaglandinas são mediadores lipídicos que coordenam uma ampla variedade de 

processos fisiológicos e patológicos, via receptores da superfície de células alvo (FITZPATRICK 

e SOBERMAN, 2001). Em condições fisiológicas, esses mediadores exercem um papel 

importante na proteção da mucosa gástrica, homeostasia e na hemodinâmica renal (CROFFORD, 

1997; FITZGERALD et al., 2001; SMITH e LANGENBACH, 2001). A PGE2 corresponde ao 

prostanóide mais abundante do organismo (SERHAN e LEVY, 2003) e é produzido por várias 

células, incluindo os fibroblastos, leucócitos, células renais e algumas células tumorais. Em 

processos fisiológicos, a PGE2 atua nos sistemas gastrointestinal, renal e cardiovascular 

(NARUMIYA e FITZGERALD, 2001; HARRIS et al., 2002). Em condições inflamatórias, as 

prostaglandinas da série E, além de promoverem a vasodilatação e o aumento da permeabilidade 

vascular, causado pela histamina e bradicinina, estão envolvidas nos fenômenos de edema, dor e 

febre (CAO, et al., 1998; PORTANOVA et al., 1996; HARRIS et al., 2002; CLAUDINO et al., 

2006). Esta prostaglandina é considerada a principal prostaglandina na inflamação aguda, como 

na artrite reumatóide e osteoartrite, por exemplo, (BOMBARDIER e MENCHOINS. 1981; 

AMIN et al, 1995). Contudo, a PGE2 exerce efeitos opostos, como suprimir a produção de 

citocinas inflamatórias, como o TNF-α, a IL-1 e a IL-6 (TAKAYAMA et al., 2002; NOGUCHI  

et al., 2005), inibir a fagocitose de macrófagos (DAVIDSON et al., 1998) e a proliferação de 

células T (NATARAJ et al., 2001). A ampla capacidade dos efeitos pró e anti-inflamatórios da 

PGE2, são desencadeados por quatro subtipos de receptores, denominados EP1, EP2, EP3 e EP4, 



 

codificados por diferentes genes (BOS et al., 2004). A PGD2 é sintetizada em vários tecidos e 

está associada a efeitos fisiológicos no sistema nervoso central, tais como a indução do sono, 

modulação da temperatura corporal, função olfativa, liberação de hormônios, nocicepção e 

neuromodulação (WRIGHT et al., 1999; MIZOGUCHI , 2001; HAYAISHI e URADE, 2002). 

Em condições inflamatórias, a PGD2 é a principal prostaglandina liberada por mastócitos, medeia 

a vasodilatação e/ou vasoconstrição, glicogenólise, broncoconstrição, inibe a agregação 

plaquetária, além de modular respostas alérgicas e a quimiotaxia de linfócitos Th2 e eosinófilos 

(ELLIS et al., 1979; LEWIS et al., 1981; ALVING et al., 1991; ITO , 1989; DUMITRASCU, 

1996; HERSCHMAN, 1996; MATSUOKA, et al., 2000; HIRAI, et al., 2001; KANAOKA e 

URADE, 2003). Este mediador lipídico também pode exercer efeitos anti-inflamatórios e inibir a 

produção de citocinas como o TNF-α, IL-6 e IL-1 β (KIYOMIA e OH-ISHI, 1985; JIANG et al., 

1998) e funções de neutrófilos (DARIUS et al., 1994). Os efeitos da PGD2 são modulados por 

dois tipos de receptores denominados DP e CRTH2 (chemoattractant receptor homologous 

molecule expressed on T helper type 2 cells), este conhecido também como DP2 (BOIE et al., 

1995; HIRAI et al., 2001). A PGI2 também pode participar de processos inflamatórios e exerce 

ação vasodilatadora, potencia o aumento de permeabilidade vascular induzido por bradicinina, 

pode inibir a agregação plaquetária e contribuir para o aparecimento da dor (SIMMONS et al., 

2004). A TXA2, por sua vez, é produzida em grande quantidade por plaquetas estimuladas. É 

instável sob condições fisiológicas e possui meia-vida de 30 segundos, sendo convertida 

rapidamente em um composto estável, a tromboxana B2 (TXB2) (GERRITSEN, 1996). Em 

processos inflamatórios, este prostanóide é quimiotático para leucócitos, modula a produção 

autócrina de TNF-α e de IL-1β, estimula a proliferação de linfócitos, a expressão de moléculas de 

adesão e está associado a doenças inflamatórias, como a aterosclerose (WILES et al., 1991; 

CAUGHEY et al., 1997; SPAGNUOLO et al., 1980; CEUPPENS et al., 1985; CAMPBELL e 

TOLSON, 1988; ISHIZUKA et al., 1994, 1998; XIAO et al., 2001). Além disso, a estimulação 

de receptores da TXA2, em células de cordão umbilical humano, aumenta a produção da MCP-1 

(chemokine monocyte-chemoattractant protein-1), via NF-kB (ISHIZUKA et al., 2000). 

Provavelmente, o melhor indicador da importância dos prostanóides em processos 

fisiopatológicos é o emprego de inibidores destas vias em uma grande variedade de contextos 

clínicos. Muitos anti-inflamatórios não esteirodais (AINEs), que inibem a atividade das 

ciclooxigenases, por exemplo, apresentam tanto a capacidade analgésica e antipirética como a 



 

anti-inflamatória, em processos agudos, indicando, assim, a ação das prostaglandinas em 

processos algésicos, febris e infecciosos, respectivamente (SIMON, 1996).  

 Outra via de metabolização do AA é determinada pelas 5-, 12- ou 15-lipooxigenases, 

enzimas citoplasmáticas que catalisam a oxigenação dos ácidos graxos poliênicos em 

hidroperóxidos  lipídicos. O ácido graxo contendo o grupamento hidroperóxido nas posições 5, 

12 ou 15 do ácido araquidônico é metabolizado em vários produtos. Estes, por sua vez, são 

metabólitos intermediários instáveis e análogos às PGG e PGH, conhecidos como ácidos 

hidroperoxieicosatetraenóicos (5-, 12- ou 15-HPETEs) e podem, ainda, serem convertidos em 

hidroxiácidos (5-, 12- ou 15-HETEs). A via da 5-lipooxigenase (5-LO), assim denominada por 

ter sido descoberta primeiramente em leucócitos, é a mais estudada. A 5-LO, associada a FLAP 

(5-LO-activating protein), metaboliza o AA via hidroperóxido (5-HPETE) em leucotrieno A4 

(LTA4). Este, sob ação da LTA4 hidrolase, origina o LTB4 ou, alternativamente, pode ser 

conjugado com a glutationa, por ação de uma transferase, formando o LTC4. Este perde o ácido 

glutâmico por ação da γ-glutamil-transpeptidase e origina o LTD4. A clivagem subseqüente da 

glicina do LTD4, por uma cisteinilglicinase, origina o LTE4 (SAMUELSSON et al., 1987; 

GERRITSEN, 1996; SHIMIZU, 2009).  

 Os leucotrienos, de um modo geral, estão envolvidos em diversos processos 

fisiopatológicos de origem inflamatória (LEWIS et al., 1990; SHIMIZU, 2009). O LTB4, um dos 

principais eicosanóides da via das 5-LO, é um potente mediador quimiotático para muitas células 

inflamatórias, incluindo células T efetoras CD8+, eosinófilos, monócitos e neutrófilos (LAM et 

al., 1990; VACHIER et al., 2005; MIYAHARA, 2005), por aumentar a expressão de moléculas 

de adesão da família das β2 integrinas (STEADMAN et al., 1996; GRISHAM et al., 1998). Além 

disso, este eicosanóide promove aumento da liberação de enzimas lisossômicas e a produção de 

ânions superóxidos por neutrófilos (FORD-HUTCHINSON, 1990; SAMUELSSON et al., 1987), 

bem como a quimiotaxia e a ativação destas células durante a peritonite bacteriana experimental 

(SCOTT et al., 2004). Dois receptores para o LTB4 foram identificados e denominados de BLT1 

e BLT2. Ambos são acoplados à proteína G e diferem quanto à especificidade e à afinidade pelo 

LTB4. O BLT1 apresenta alta afinidade e o BLT2 baixa afinidade pelo LTB4 além de interagir 

com outros mediadores lipídicos. O BLT1 é expresso principalmente em leucócitos e o BLT2, 

expresso em mastócitos, células dendríticas e em vários tecidos, além dos leucócitos (KIM e 

LUSTER, 2007; SHIMIZU, 2009). 



 

 Os leucotrienos C4, D4 e E4 são denominados de leucotrienos cisteínicos e participam, 

principalmente, de reações anafiláticas (PIPER, 1993; AUSTEN, 2007). Os receptores para os 

leucotrienos cisteínicos são o CysLT1 e o CysLT2, ambos acoplados à proteína G. O CysLT1 é 

expresso principalmente em leucócitos e o CysLT2, expresso em outros tipos celulares como 

mastócitos, células dendríticas, células do cordão umbilical humano, além dos leucócitos 

(EVANS, 2003; KIM e LUSTER, 2007).  

 Recentemente, foi descrito um grupo adicional de produtos da via das lipooxigenases 

denominados de lipoxinas, resolvinas e neuroprotectinas (CHIANG et al., 2004; SVENSSON et 

al., 2007). A síntese destes mediadores lipídicos inicia-se pela metabolização dos ácidos 

eicosapentaenóico e docosahexaenóico, por mais de duas lipooxigenases distintas. Estes 

mediadores parecem ter propriedades de resolução do processo inflamatório ou anti-inflamatórias 

(SERHAN et al., 2004; 2006).  

A partir dessas considerações, as informações acima apresentadas indicam a importância 

dos eicosanóides em processos fisiológicos e fisiopatológicos, de modo que, os estudos da ação 

do veneno de B. insularis sobre a liberação e vias de síntese desses mediadores é relevante. 

 

1.1.3 Quimiocinas  

 

 O termo quimiocina denomina uma grande família de citocinas, que exerce atividade 

quimiotática para leucócitos em condições fisiológicas ou em processos inflamatórios (LOCATI 

e MURPHY, 1999). Estas proteínas apresentam homologia estrutural de apenas 20% e são 

agrupadas de acordo com a localização dos resíduos de cisteína. Na região NH2-terminal, as duas 

cisteínas são utilizadas para classificar quatro subfamílias: as quimiocinas CXC, CC, CX3C e 

XC. As quimiocinas CXC (ou α- quimiocinas) possuem um aminoácido na região NH2-terminal, 

entre dois resíduos de cisteína e são denominadas, de acordo com sua nomenclatura, de CXCL1 a 

CXCL16. Entre essas quimiocinas, sete são quimiotáticas para neutrófilos (CXCL1-CXCL3 e 

CXCL5-CXCL8) e sua região terminal contém o grupamento conservado Glu-Leu-Arg (ELR), 

importante para ativar seus receptores específicos. As quimiocinas CXC que não apresentam o 

grupamento ELR são quimiotáticas para células NK (natural killer) e linfócitos T e B 

(BAGGIOLINI et al., 1997; LUSTER, 1998). A subfamília das quimiocinas CC (ou β-



 

quimiocinas) não apresenta nenhum aminoácido entre os resíduos de cisteína na região NH2-

terminal, constituindo um grande grupo com mais de vinte quimiocinas ligantes (CCL1-CCL28). 

A atividade dessas moléculas não é restrita apenas à leucócitos inflamatórios, como monócitos ou 

linfócitos T ativados, mas também exercem um papel importante na orientação de leucócitos em 

condições fisiológicas normais (FORSTER et al., 2008). Além disso, existem outras duas classes 

de quimiocinas que, no entanto, foram pouco estudadas. Estas são as quimiocinas da classe 

CX3C (com três aminoácidos entre os dois resíduos de cisteína) e as quimiocinas do grupo XC 

(que possuem apenas um resíduo de cisteína) (LUSTER, 1998; VIOLA e LUSTER, 2008;  

MORTIER et al., 2008).  

 Dentre as quimiocinas melhor caracterizadas, aquelas pertencentes à classe CC possuem 

elevada seletividade para recrutar leucócitos mononucleares (monócitos/macrófagos e células T). 

As principais representantes deste grupo são as quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5, que 

constituem, respectivamente, as quimiocinas macrophage chemotactic protein-1 (MCP-1), 

monocyte inflammatory protein-1 (MIP-1) e regulated upon activation normal T-cell expressed 

and secreted (RANTES). Já as quimiocinas da classe CXC são seletivas para o recrutamento de 

leucócitos polimorfonucleares, principalmente neutrófilos. As principais representantes deste 

grupo são a CXCL1 e a CXCL8, também conhecidas como kerotinocyte-derived chemokine 

(KC)/growth related oncogen (GRO) e a interleucina-8 (IL-8), respectivamente (LUSTER, 1998). 

Os mecanismos de ação da KC para o recrutamento de neutrófilos circulantes, não estão 

completamente esclarecidos, porém, sabe-se que este mediador induz o aumento de leucócitos em 

fase de rolamento, de adesão e de transmigração, de modo dependente da expressão de P-

selectina (ZHANG et al., 2001). Estudos recentes demonstraram também que a KC participa da 

saída de neutrófilos dos compartimentos centrais de produção de leucócitos, via a ativação do 

receptor CXCR2, expresso nessas células, acarretando aumento do número desse tipo celular na 

circulação periférica (WENGNER et al., 2008).  

 As quimiocinas exercem suas funções biológicas ao se ligarem a receptores de membrana, 

todos eles acoplados à proteína G (GPCR). Até o presente, foram identificados 18 receptores, a 

maioria dos quais contendo uma subunidade GαI, acoplada à cauda citoplasmática do receptor. A 

ativação desses receptores leva ao aumento do influxo de cálcio, ativação das proteínas 

sinalizadoras PI3K, IP3 e proteína cinase C (PKC), além da via das Ras e Rho GTPases 

(LUSTER, 1998; VIOLA e LUSTER, 2008). Após a ativação, os receptores de quimiocinas 



 

tornam-se parcialmente ou completamente desensibilizados, por fosforilação dos resíduos de 

serino e treonina da porção C-terminal. Acredita-se que a desensibilização seja necessária para 

que a célula não perca sua capacidade de migrar em um ambiente com gradiente quimiotático 

(PROUDFOOT et al., 2000).  

 Nesse contexto, a análise da liberação de quimiocinas induzida pelo veneno da serpente B. 

insularis é importante para a melhor compreensão dos efeitos desse veneno, em particular no que 

se refere à indução do recrutamento leucocitário. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusões



 

6 CONCLUSÕES 

 

 
1) A injeção intraperitoneal do veneno da serpente Bothrops insularis, em camundongos, induz: 

 

• recrutamento de leucócitos totais, com predomínio de leucócitos mononucleares em todos 

os períodos de tempo e de polimorfonucleares entre 6 e 24 horas; 

• aumento do número de leucócitos circulantes; 

• liberação dos mediadores lipídicos PGD2, PGE2, TXA2 e LTB4; 

• expressão protéica de COX-2, mas não de COX-1; 

• liberação das quimiocinas MCP-1, mas não de KC; 

 

 

2) O recrutamento leucocitário, induzido pelo VBi, depende de eicosanóides derivados da 5-LO, 

da COX-1 e da COX-2, sendo esta isoforma a mais importante; 

 

 

3) O aumento do número de neutrófilos, linfócitos e monócitos circulantes, na vigência da ação 

do veneno, deve ser importante para o influxo dessas células para a cavidade peritoneal; 

  

 

4) A quimiocina MCP-1, mas não a KC, deve contribuir para o recrutamento de leucócitos 

mononucleares causado pelo VBi. 
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