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Resumo 

 

Paioli FS. Efeito citotóxico da crotoxina em células de melanoma murino e 
fibroblastos. [dissertação (Mestrado em Biotecnologia)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2011. 
 

A crotoxina é a toxina mais abundante e ativa do veneno da cascavel brasileira 

Crotalus durissus terrificus. Foi descrita como uma neurotoxina envolvida no 

bloqueio pré-sinaptico das junções neuromusculares. É uma proteína heterodimérica 

formada por uma unidade ácida (crotapotina) sem atividade enzimática, ligada à 

subunidade básica (PLA2) que possui de baixa toxicidade. No entanto, o 

heterodímero demonstra alta toxicidade, atribuida à interação entre a subunidade 

ácida que age como uma chaperonina e a básica que age como uma fosfolipase A2. 

Alguns autores atribuíram à esta toxina um efeito citotóxico e sugeriram seu uso 

como um agente terapêutico contra  células tumorais. No presente trabalho, foi 

investigado o efeito citotóxico da crotoxina em células B16-F10 e L929. As células (5 

x 105 /ml) foram cultivadas em placas de 96 poços. Posteriormente, foram incubadas 

com concentrações crescentes de crotoxina. Depois de 6, 24 ou 48 horas de 

tratamento a viabilidade celular foi avaliada com ensaio de MTT. Posteriormente, os 

ensaios foram repetidos com as subunidades da crotoxina em concentrações na 

proporção molar destas na molécula inteira. Os resultados dos ensaios de 48 horas 

mostraram que a crotoxina é altamente tóxica para as células de B16-F10 induzindo 

a morte celular até em concentrações mais baixas enquanto a linhagem L929 foi 

afetada somente em concentrações bem maiores. Os ensaios de 6 e 24 horas 

mostraram que o efeito citotóxico na linhagem B16-F10 foi verificado somente 

quando utilizaram-se as maiores concentrações da toxina, enquanto nenhuma morte 

celular foi observada na linhagem L929. Os ensaios com as subunidades 

demonstraram que a PLA2 é menos efetiva sem o carreador (crotapotina), e também 

que não houve efeito citotóxico nas células tratadas somente com a crotapotina. 

 

Palavras–chave: Crotoxina. Fosfolipase A2. Tumor. Melanoma. Efeito citotóxico. 
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Abstract 

 

Paioli FS Cytotoxic effect of crotoxin on melanoma cells and fibroblasts. Master 
thesis (Biotechnology). São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 
de São Paulo; 2011.  

 

Crotoxin is the most abundant and active toxin from the venom of the Brazilian 

rattlesnake Crotalus durissus terrificus. It has been described as a neurotoxin 

involved in pre-synaptic blockade of neuromuscular junctions. Some authors have 

also attributed to this toxin a direct cytotoxic effect, and have suggested its use as a 

therapeutical agent against tumoural cells. In the present work, we investigated the 

cytotoxicity of crotoxin on B16-F10 and on L929 cells. Cells (5 x 105 /ml) were grown 

in 96 wells microplates. After 24 hours, the cells were incubated with increasing 

concentrations of crotoxin, ranging from 7.5 to 500 g/ml, previously diluted in RPMI 

with 10% fetal calf serum. After 6, 24 or 48 hours, the cells viability was determined 

using an MTT based assay. These assays were repeated with the crotoxin subunits, 

using the molar ratios of the entire toxin. Our results for the 48 hours assays indicate 

that crotoxin is highly toxic to the B16-F10 cells inducing cell death even at the lowest 

concentration while the fibroblast were only affected with the higher concentrations. 

The 24 hours assays indicate that the cytotoxic effect is not immediately observed, 

since no detectable changes were observed for the concentrations that induced cell 

death in the longer lasting experiment. However, at high concentrations  some loss of 

cell viability was observed only on the B16-F10 cells. The subunits assays showed a 

lower cytotoxic effect for PLA2 demonstrating the importance of the acidic subunit  

(crotapotin) for the cytotoxicity. There was no cytotoxic effect on cells treated with 

crotapotin.   

 

Key words: Crotoxin. Phospholipase A2. Tumor. Melanoma. Cytotoxic effect. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Câncer 

 

Todos os anos surgem milhares de novos casos de câncer em seres 

humanos em todo o mundo. Na medicina veterinária tem-se notado um aumento dos 

casos de neoplasia, principalmente entre os animais de estimação em virtude da 

elevação da expectativa de vida de cães e gatos, o que tem levado à necessidade 

de estudar e implantar novos esquemas de tratamento dessas neoplasias. Entre os 

seres humanos, além do aumento da expectativa de vida, outros fatores ambientais 

como tabagismo, obesidade, alimentação, sedentarismo também contribuem para a 

elevada freqüência de casos de câncer. Agentes físicos, químicos e biológicos 

podem induzir agressão ao genoma e levar ao desenvolvimento neoplásico.   

O processo de divisão celular é controlado por fatores reguladores que 

fazem a manutenção da homeostase. Em certas circunstâncias este controle falha e 

as células passam a se dividir de maneira autônoma (Abbas et al., 2005) 

A célula neoplásica (neo: novo; plasein: formas) tem como características a 

capacidade de se esquivar dos controles de crescimento e do sistema imune. Esta 

capacidade de escape aos controles é transmitida a toda progênie da célula e, 

frequentemente, se acentua conforme aumentam as gerações e as mutações 

(Abbas et al., 2005). 

Tumor, sinônimo de neoplasma ou blastoma, é o crescimento anormal de 

tecidos, no qual as células com um distúrbio genético passam a se reproduzir mais 

rapidamente do que as células normais. O tumor é denominado como maligno 

quando seu crescimento é demasiadamente acelerado e desorganizado com 

produção de metástases (Adam et al., 2003; Sarasin, 2003). 

Câncer é uma palavra derivada do latim e significa caranguejo. Este nome 

foi dado em devido à semelhança com o crustáceo que se adere firmemente a 

qualquer lugar, assim como o tumor se adere ao tecido onde se desenvolve (Bold et 

al., 1997). 

A doença acontece quando alterações genéticas interferem nos 

mecanismos normais de crescimento celular. Estas alterações podem ser herdadas 
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ou adquiridas e, por isso, sabe-se que a oncogênese é um processo de múltiplos 

estádios, em nível de genótipo e fenótipo, que envolvem alterações cumulativas 

(Altieri, 2001; Bunz, 2001; Adam et al., 2003). 

Segundo estatísticas publicadas pelo INCA (Instituto Nacional do Câncer, 

2010), o câncer é uma importante causa de doença e morte no Brasil, desde 2003 

as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte na população, 

representa quase 17% das mortes de causa conhecida notificadas em 2007. 

Esperam-se 489.270 novos casos de câncer para o ano de 2010. O mais incidente 

será o câncer de pele amelanótico, com 113.850 casos. Em seguida vêm os tumores 

de próstata (52.350), mama feminino (49.240), cólon e reto (28.110) e pulmão 

(27.110).    

Considerada uma patologia com desenvolvimento genético, o câncer se 

desenvolve devido a mutações ao longo dos anos. Estas mutações estão 

relacionadas com os proto-oncogenenes envolvidos no crescimento celular, os quais 

se transformam em oncogenes tornando a célula neoplásica, levando-a a 

imortalização pela ação da enzima telomerase (Rais et al., 1999). Esta enzima 

encontra-se ativa nas células germinativas, progenitoras e tumorais. Nas células 

somáticas, a telomerase encontra-se reprimida. A ativação da telomerase leva à 

imortalização celular, enquanto a repressão leva a uma contínua redução do 

tamanho cromossômico que acaba por levar à morte celular (Yim et al., 2007). A 

presença de alterações na forma e número de cromossomos, a perda das 

propriedades de adesividade célula-célula e a falha no controle da proliferação 

celular levam a um crescimento descontrolado e a deleção de proto-oncogenes 

como o p53 e bcl2, os quais estão envolvidos no controle negativo do ciclo celular e 

na regulação da apoptose ou morte celular programada (Zhivotovysky e Orrenius, 

2003).   

Oncogênese é um termo que designa o processo de desenvolvimento de 

uma neoplasia, desde alterações mais precoces no DNA, que supostamente 

ocorrem em uma só célula ou em um grupo delas, até a formação de um tumor que 

pode destruir o organismo do hospedeiro (Abbas et al., 2005). 

A descoberta da transplantabilidade de tumores (Jubb e Kennedy, 1993) foi 

de grande importância para a elucidação dos mecanismos pelos quais as neoplasias 

se instalam e se desenvolvem no organismo. Tal processo também permite avaliar 
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vários tratamentos quimioterápicos e analisar os mecanismos de escape 

imunológico do hospedeiro às neoplasias.   

Agentes antineoplásicos são usados para tratamento de neoplasias e suas 

metástases, bem como para aliviar as síndromes paraneoplásicas que são 

manifestações de caráter imunológico ou humoral que precedem ou acompanham a 

doença. Alguns destes medicamentos, dentre outros mecanismos, atuam também 

desencadeando as vias de apoptose, constituindo assim uma quimioterapia menos 

agressiva para o paciente oncológico (Dagli et al., 2002).  

Embora exista uma grande disponibilidade de agentes antineoplásicos, 

ainda ocorrem falhas de tratamento e mortes, devido a resistência de alguns 

tumores aos agentes e a toxicidade para os tecidos normais. Por esta razão, a 

pesquisa por novos agentes antitumorais é crescente.  

Os compostos naturais são altamente diversificados, oferecendo uma gama 

de oportunidades para a indústria farmacêutica. Produtos naturais com atividade 

biológica possuem estruturas que são fontes de novos agentes farmacológicos. 

Muitas drogas disponíveis no mercado ou em testes clínicos são derivados de 

produtos naturais, como por exemplo, os derivados de plantas: morfina (analgésico), 

taxol, podofilotoxina, camptotecina e alcalóides da vinca (antitumorais), artemisina 

(antimalárico), aspirina (antiinflamatório, analgésico, antipirético e inibidor da 

agregação plaquetária) (David et al., 2002); e os derivados de venenos animais: 

captopril (anti-hipertensivo, oriundo da peçonha de Bothrops jararaca). 

Estes fatos mostram o grande potencial terapêutico dos compostos naturais, 

dentre eles, as peçonhas de serpentes e seus peptídeos e justifica a necessidade de 

estudos para identificar e isolar novas peçonhas com propriedades terapêuticas, 

como o efeito antitumoral para variados tipos de tumores.    

Os agentes antineoplásicos promovem a diminuição dos sintomas da 

doença, aumentam a sobrevida dos pacientes e ocasionalmente promovem a cura. 

Para que um fármaco seja eficiente contra os tumores, este deve matar ou 

incapacitar as células tumorais sem, no entanto, danar excessivamente as células 

sadias (Vorherr, 1984). Esta situação ideal pode ser obtida com a indução da 

apoptose em células tumorais. 

Tais fatos enfatizam a importância de estudos sobre componentes que 

atuem especificamente no ciclo celular, induzindo a apoptose de células tumorais. 
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1.2 Ciclo celular 

 

O ciclo celular começa quando fatores de crescimento ligam-se a receptores 

de membrana que ativam proteínas transdutoras de sinais. Uma vez que estes 

sinais alcançam o núcleo, ativam os fatores de regulação nuclear, iniciando-se a 

transcrição do DNA culminando com a divisão celular. O ciclo se desenvolve nas 

seguintes etapas, denominadas de fases: G0 (repouso), G1 (gap ou lacuna 1), S 

(síntese), G2 (gap 2) e M (mitose) (Rais et al., 1999; Sarasin, 2003). 

Na fase G0 as células mantêm suas funções em nível basal; na fase G1, a 

célula acumula no citoplasma os materiais necessários para o desdobramento do 

DNA. Após a fase G1 há uma pausa, denominada ponto R (restrição) ou primeira 

parada, na qual haverá uma checagem da fita de DNA, antes da progressão do 

ciclo. Se houver alguma anormalidade na informação genética a mesma deverá ser 

reparada durante esta parada, caso contrário, a célula não progredirá. Na fase S 

ocorre a replicação do DNA e na fase G2, há o armazenamento dos materiais 

necessários para a mitose. Por último acontece a fase M em que a célula se divide. 

As duas células-filhas com igual número de cromossomos da célula-mãe, que 

sofreram mitose entram em fase G1 e podem reiniciar o ciclo celular ou 

alternativamente parar o ciclo celular, temporária ou definitivamente. Outro processo 

de controle da divisão celular é a contagem do número de telômeros que induz a 

célula a se dividir. Neste mecanismo, as pontas dos cromossomos (telômeros) 

determinam o numerode divisões, e no momento apropriado iniciam senescência e 

morte; estes mecanismos sugerem uma tentativa de imortalização da célula 

cancerosa (Rais et al., 1999).  

A progressão do ciclo celular é controlada por um grupo de proteínas 

reguladoras denominadas quinases dependentes de ciclina (CDK). . Estas são 

enzimas que se ligam a outras proteínas ativadoras denominadas de ciclinas e 

ambas agem através de reação de fosforilação em outros substratos, os quais 

inibem ou ativam fases específicas do ciclo celular. Assim, para a célula entrar na 

fase G1, age a ciclina D ligada à CDK4 ou à CDK6; após o ponto R, ainda na fase 

G1, age a ciclina E ligada à CDK2. Na fase S age a ciclina A, na fase G2 as ciclinas 

A e B e na fase M a ciclina B, ligadas as CDK’s correspondentes (Mercetante et al., 

2002; Blagosklonny, 2003). 
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Figura 1 – Representação esquemática do ciclo celular de mamíferos 
                 Fonte: Collins et al. (1997). 
 
 

Uma vez ocorrida a divisão celular, cada célula contém informações 

específicas na fita de DNA, as quais são transcritas em nível nuclear para a fita de 

ácido ribonucléico mensageiro (RNAm). Este RNAm leva as informações até o 

citoplasma, mais especificamente até os ribossomos, onde com o auxilio do RNA de 

transferência (RNAt) e do RNA de síntese (RNAs) ocorre a síntese de proteínas. 

Cada célula é programada para cumprir suas funções e terminar o seu ciclo de vida 

com a morte celular programada, denominada de apoptose (Lehninger et al., 2002). 

A apoptose é, na realidade, um processo controlado geneticamente, que 

atua na remoção de células indesejáveis cujo processo está envolvido tanto em 

funções fisiológicas quanto patológicas (Bohm e Schild, 2003). Os avanços da 

biologia molecular permitiram a identificação de genes que intervém no crescimento 
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celular, possibilitando o melhor conhecimento do processo de oncogênese humana. 

Duas classes de genes têm sido identificadas: os supressores de tumor e os 

oncogenes (Bold et al., 1997; Roninson et al., 2002). 

Um clone celular é considerado neoplásico quando apresenta as seguintes 

características: perda de controle da proliferação e da divisão celular, imortalização 

pala ação da enzima telomerase, presença de alterações na forma e no número de 

cromossomos, perda das propriedades adesivas da membrana plasmática que 

permite o reconhecimento célula-célula e a inibição por contato do movimento e 

crescimento e crescimento celular. Além destas, perda da função e capacidade de 

diferenciação ou especialização, capacidade de atingir tecidos vizinhos e formar 

metástases e capacidade de induzir a formação de novos vasos sanguíneos, a 

angiogênese (Blagosklonny, 2003). 
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1.3 Morte celular 

 

A morte celular é um fenômeno que por muito tempo foi negligenciado, o 

conceito predominante sugeria que a morte celular seria um processo degenerativo 

produzido durante situações patológicas (Soini et al., 1998). 

Em meados do século dezenove alguns pesquisadores chegaram a 

considerar a morte celular como um processo exclusivamente patológico, que 

ocorreria apenas em situações anormais, como no caso de doenças. Neste caso o 

estudo da morte celular promoveu seu melhor entendimento dos eventos celulares 

envolvidos em algumas doenças. No século vinte, alguns pesquisadores passaram a 

considerar a morte celular como um fenômeno fisiológico, necessário para o 

desenvolvimento normal e manutenção da forma normal dos tecidos, estudando 

tecidos embrionários. Nos anos 70, outro grupo de pesquisadores ao analisar a alta 

freqüência de morte celular em tumores, relacionou esta morte com fenômenos 

homeostáticos, reguladores do número de células para promover equilíbrio entre 

perda e ganho celular (Bohn e Schild, 2003). 

O fenômeno de morte celular atrai a atenção de inúmeros pesquisadores 

em variados campos de conhecimento, no entanto, muitos problemas aparecem 

quando se tenta entender o processo e os mecanismos da morte celular. Muitas 

tentativas foram feitas para classificar e caracterizar os possíveis tipos de morte 

celular, segundo sua função para os seres vivos, a morfologia das células atingidas 

e os aspectos bioquímicos de sua ocorrência. Resumidamente, os tipos de morte 

celular são: necrose e morte celular programada ou apoptose, que envolve um 

programa genético na sua execução. Somente em mamíferos, a morte celular 

programada e a apoptose são consideradas sinônimos (Soini et al., 1998). 

Embora a morte celular durante o desenvolvimento do organismo já tivesse 

sido sugerida há mais de um século, foi a classificação bioquímica e morfológica 

sugerida por Kerr em 1972 que começou a esclarecer o papel fisiológico desse 

fenômeno, diferenciando apoptose de necrose (Bohm e Schild, 2003; Zhivostovsky e 

Orrenius, 2003). 
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1.3.1 Necrose 

 

Uma das expressões morfológicas da morte celular, a necrose refere-se a 

um espectro de alterações morfológicas que se seguem à morte celular. É resultante 

em grande parte, da ação progressiva de enzimas sobre a célula letalmente lesada, 

que se caracteriza pela morte celular causada por injúrias no tecido, constituindo-se 

num processo não mediado por ATP, ou seja, passivo, levando a ruptura da célula. 

Acontece uma ruptura da membrana citoplasmática e extravasamento de material 

antigênico que induz à reação inflamatória, intensificando o dano tecidual. A 

morfologia é decorrente do resultado de dois processos: digestão enzimática que se 

traduz microscopicamente como uma necrose de liquefação e a desnaturação de 

proteínas que origina a necrose de coagulação. Na necrose de coagulação os 

contornos celulares são preservados por algum tempo enquanto que na necrose de 

liquefação a célula é completamente digerida. As alterações nucleares aparecem 

sob três padrões: a basofilia da cromatina pode diminuir (cariólise), uma alteração 

que supostamente se reflete na atividade da DNAse. Um segundo padrão é a 

picnose, caracterizada pela retração nuclear e aumento da basofilia. Neste caso o 

DNA aparentemente se condensa em uma massa sólida , basofílica. No terceiro 

padrão, conhecido como cariorrexe, o núcleo picnótico ou parcialmente picnótico 

sofre fragmentação. Com o tempo, um ou dois dias, a célula necrótica desaparece 

totalmente (Cotrans et al., 2000; Bohm e Schild, 2003). 

 

1.3.2 Apoptose (morte celular programada) 

 

Apoptose é uma palavra de origem grega que significa cair em pedaços. 

Trata-se de um processo fisiológico essencial para o desenvolvimento e evolução 

dos tecidos. Vários processos biológicos se devem a mecanismos de morte celular 

programada controlado pelas células, como por exemplo, a metamorfose de larvas 

de anfíbios (perda de cauda dos girinos), atrofia de rins devido à obstrução de 

ductos excretores, a eliminação de membranas interdigitais durante a embriogênese, 

a involução das glândulas mamárias após o período de lactação. As células tumorais 
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podem não apresentar mecanismos de morte celular programada, fato que leva ao 

crescimento descontrolado (Bhom e Schild, 2003; Zhivotovsky e Orrenius, 2003). 

A apoptose é um processo ativo mediado por ATP, pode ser iniciada por 

algumas vias como a de caspases que são proteínas que catalisam uma série de 

reações hidrolíticas, provocando a clivagem e inativação de proteínas que protegem 

as células da morte. Danos genéticos subletais sinalizam para que as células 

morram por apoptose, enquanto danos severos inibem a habilidade das células em 

produzir ATP eliminando-as por necrose (Leytin e Fredman, 2003). 

Estima-se que 50 a 70 bilhões de células pereçam a cada dia no adulto em 

decorrência da apoptose, em um ano, cada individuo produzirá e erradicará uma 

massa de células igual ao peso do corpo inteiro. É necessário que este processo 

esteja altamente regulado, já que defeitos na maquinaria apoptótica, aumentam a 

sobrevivência da célula e podem contribuir para a expansão de células anormais. A 

sobrevivência prolongada de células cria um ambiente permissivo para instabilidade 

genética e acúmulo de mutações. Além disso, defeitos nos mecanismos apoptóticos 

conferem resistência à quimioterapia, radiação e destruição imunomediada (Andreeff 

et al., 2000). 

Com a biologia molecular, o estudo da morte celular programada atingiu o 

campo da genética molecular. A expressão de vários genes tem sido associada à 

indução de morte celular em uma grande variedade de vertebrados e invertebrados 

(Wang et al., 2003). 

A apoptose é caracterizada por uma série de modificações celulares que 

podem ser vistas ao microscópio de luz. Microscopicamente ocorre fragmentação 

nuclear e celular em vesículas apoptóticas e a formação dos corpos apoptóticos. 

Diferente da necrose, não existe extravasamento de conteúdo para o interstício e, 

portanto, não há inflamação ao redor da célula morta (Moffat et al., 2000; Lowe e 

Lin, 2000). 

Quatro componentes genéticos devem ser considerados em relação aos 

mecanismos apoptóticos: as caspases, os complexos sinalizadores de morte celular, 

as mitocôndrias e as proteínas da família Bcl-2 (Bohm e Schild, 2003). 

As reações hidrolíticas centrais dos processos apoptóticos são catalisadas 

por uma família de proteases chamadas de caspases que apresentam um sítio ativo 

de cisteínas que é um aminoácido ativo. Elas são sintetizadas como pró-enzimas 

que são ativadas por clivagem de modo autolítico ou por outras caspases. As 
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caspases são frequentemente classificadas como enzimas iniciadoras ou efetoras 

dos processos apoptóticos, dependendo se sua atuação se dá sobre estímulo de 

sinais iniciais, ou na última etapa de destruição celular via apoptose (Kirkin et al., 

2004). 

  A apoptose é também induzida pelos “complexos sinalizadores de morte 

celular” (DISCs –Death Inducing Sinaling Complexes) na membrana plasmática. 

DISCs são formados quando ligantes extracelulares chamados de TNF (fator de 

necrose tumoral) interagem com receptores de superfície pertencentes à 

superfamília de genes receptores ricos em cisteína (Shimada et al., 2004). 

O receptor de morte Fas, também conhecido como CD95 ou Apo-1, é 

importante para a eliminação de linfócitos T CD4 ativados, que combatem as 

infecções e por induzir a ação de linfócitos T citotóxicos (CD8) sobre as células 

cancerígenas. As ligações entre o Fas e seus ligantes também levam à formação de 

domínios de morte intracelular, devido à ligação entre receptores, formando 

complexos macromoleculares (clusters) que agem como receptores de pró-caspases 

(como a pró-caspase 8) que quando ativada por processo de autoclivagem, por sua 

vez, ativará uma cascata de caspases efetoras (como a caspase 3) levando a célula 

à apoptose. De maneira alternativa a caspase 8 pode clivar uma proteína da família 

Bcl-2, chamada de Bid, promovendo a apoptose (Bold et al., 1997; Bohm e Schild, 

2003). 

As mitocôndrias são organelas centrais nos processo de morte celular 

programada. Sinais provenientes de receptores de superfície da célula ou de sítios 

danificados convergem sobre a mitocôndria provocando a permeabilização de suas 

duas membranas, a perda do potencial transmembrana da membrana interna das 

mitocôndrias e liberação de proteínas relacionadas a apoptose como o citocromo c, 

derivados mitocondriais ativadores de caspases e certas pró-caspases a partir do 

espaço intermembranas. A liberação de proteínas indutoras de apoptose e o colapso 

do potencial transmembrana mitocondrial resultam na abertura de poros, pela 

alteração do volume mitocondrial e pela ruptura da membrana mitocondrial externa e 

consequentemente a liberação de proteínas presentes no espaço intermembranas 

que ativam as caspases do citosol (Gruber et al., 2004).  

O início do processo de apoptose pode acontecer por uma via intrínseca, 

estimulada por sinais de estresse provenientes do interior da célula. Radiação, 

quimioterápicos, choque térmico, falta de fatores de crescimento, níveis aumentados 
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de corticosteróides são alguns dos fatores que podem gerar tais sinais de estresse 

(Huigsloot et al., 2002). Estes sinais são detectados pelas mitocôndrias que passam 

por um desacoplamento da cadeia respiratória e liberam para o citosol, citocromo c, 

as proteínas SMAC/Diablo (Second Mithocondria-derived of Caspases/Direct IAP-

Binding protein with a low isoeletric point) e AIF (Apoptosis Inducing Factor). Por 

outro lado o citocromo c citoplasmático se liga a Apaf-1 e este complexo na 

presença de ATP (adenosina tri-fosfato) ativa a caspase 9, que por sua vez ativará a 

caspase 3. A SMAC é responsável pelo cancelamento da ação negativa de 

moléculas da família dos IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein) sobre a apoptose. Esta 

família de inibidores endógenos de caspases é bastante conservada evolutivamente, 

apresentando homologia com moléculas virais. É composta por moléculas que 

possuem de um a três domínios BIR (Baculovirus IAP Repeates) os quais parecem 

ser responsáveis pela inibição das caspases 3,7 e 9 (Franklin et al., 2002). 

A morte celular programada faz parte de diversos processos vitais, como o 

desenvolvimento embrionário, o controle de tumores e a regulação de populações 

de células do sistema imune. Alterações nos genes responsáveis pela 

autodestruição podem ser desastrosas. Por ser indispensável à vida, a morte da 

célula deve seguir um plano. Qualquer distúrbio de sua regulação, tanto o excesso 

quanto a insuficiência, pode levar ao desenvolvimento de doenças degenerativas ou 

do câncer (Reed e Warner, 2002). 
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1.4 Câncer de pele 

 

Os cânceres de pele mais comuns são divididos em dois grupos principais: 

os melanóticos e os amelanóticos, sendo o segundo grupo composto por carcinoma 

de células basais e por carcinoma de células escamosas. Os cânceres amelanóticos 

são pouco fatais, porém de crescimento rápido, que se negligenciado, pode levar à 

destruição local ou funcional. Por outro lado, o melanoma aparece em menor 

frequência, porém sua letalidade é maior. A profundidade do tumor é uma 

característica essencial para o prognóstico, portanto o sucesso terapêutico está 

diretamente ligado ao reconhecimento precoce (Ricotti et al., 2009).    

O melanoma tem origem a partir de melanocitos produtores de pigmento de 

melanina. A pele a derme e a epiderme separam-se por uma membrana basal e os 

melanócitos posicionam-se na junção epidermal. Aproximadamente, pode-se 

localizar um melanócito a cada dez células basais, produzindo melanina, que pro 

sua vez é distribuída para as camadas superiores, dando cor à pele e protegendo  o 

DNA contra a radiação ultravioleta (Ricotti et al., 2009).  

Embora esteja envolvido na dinâmica natural de proteção epidérmica no 

crescimento, diferenciação e migração vertical dos queratinócitos, a proliferação dos 

melanócitos é altamente controlada e é raramente observada em condições 

fisiológicas basais. Estas células são diferenciadas a partir dos melanoblastos, 

oriundos de células pluripotentes da crista neural. O desenvolvimento do melanoma 

é a maior conseqüência patológica de um descontrole microambiental do 

mecanismo de controle gênico celular na diferenciação dos melanócitos (Pomerantz 

et al., 1998). 

O mecanismo exato envolvido no desenvolvimento do melanoma pela 

irradiação ultravioleta não está esclarecido. Muitas teorias para a carcinogênese 

induzida pela irradiação ultravioleta tem sido propostas. De maneira geral, o 

melanoma é uma doença genética caracterizada por uma série de alterações 

acumulativas dos genes que modulam diversos mecanismos relacionados à 

proliferação celular, morte celular programada, angiogênese e expressão de 

moléculas de adesão (Pomerantz et al., 1998).   
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Embora o melanoma corresponda por apenas 4% de todos os cânceres de 

pele, este é responsável por 80% das mortes provocadas pelos tumores desta 

classe. Poucos pacientes com metástase alcançam uma sobrevida de cinco anos. 

Os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento do melanoma estão no 

histórico familiar, nevos benignos ou atípicos, e histórico anterior de melanoma. A 

imunossupressão, sensibilidade solar e exposição à radiação ultravioleta são fatores 

de risco adicionais. Cada um destes fatores constitui uma predisposição genética ou 

um estresse ambiental que contribuem para a geração de um tumor. O melanoma se 

origina da transformação dos melanócitos e torna-se mais perigoso quando começa 

a avançar para as camadas mais internas da pele, pois aumenta a possibilidade de 

metástases.  No entanto, como na maioria dos cânceres, existe uma 

heterogeneidade tanto no aparecimento como na patogenicidade. Os casos são 

mais frequentes em pessoas com histórico de exposição solar por longos períodos, 

particularmente com episódios de queimaduras, sendo outros fatores de risco pouco 

conhecidos. As apresentações de melanoma em mucosas e tecidos moles parecem 

ter patogenia distinta. Grande parte dos casos de melanoma apresentam mutações 

na CDKN2A (inibidor de quinase dependente de ciclina 2A), e a minoria na quinase 

dependente de ciclina 4 (CDK4). Estas características explicam a ligação entre a 

susceptibilidade e as mutações no CDKN2A ou CDK4 já que ambos são genes 

supressores de tumor. O efeito da exposição à luz ultravioleta é regulado por 

alterações de genes em particular (polimorfismo) que afetam a resposta defensiva 

da pele contra a luz ultravioleta. A radiação ultravioleta causa mudanças genéticas 

na pele, altera a função imune cutânea, aumenta a produção local de fatores de 

crescimento, e induz a formação de espécies reativas do oxigênio que danificam o 

DNA dos queratinócitos e melanócitos (Miller e Mihm, 2006; Rother e Jones, 2009).     

 

1.4.1 Células B16-F10   

 

Trata-se de um melanoma que possui grande afinidade por células 

pulmonares. Foi isolado por Fidler (1973), que estudava o potencial de 

metastatização de melanoma maligno em camundongos C57BL/6. Começando com 

um melanoma murino B16 com baixo potencial de metastatização in vivo, variantes 

foram selecionadas por suas características de implantação, invasão, sobrevivência 

e crescimento para formar metástase em pulmão após injeção subcutânea em 
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camundongos C57BL/6. As metastases desenvolvidas no pulmão eram identificados 

pela sua pigmentação (melanina) e retirados para isolamento de crescimento em 

cultura. Assim foi obtida a designada linhagem B16-F1, este processo foi repetido 

mais nove vezes até a obtenção da linhagem B16F10, que apresentava um maior 

potencial de metástase no pulmão em relação a B16F1 (Fidler, 1973, 1975; Nicolson 

et al., 1978). 

A linhagem tumoral B16F10 constitui um modelo biológico muito útil no 

estudo do melanoma, pois é um tumor que surgiu espontaneamente na linhagem 

murina C57BL/6 e possui o mesmo complexo de histocompatibilidade principal 

(MHC) permitindo seu uso para estudo in vivo; é um tumor que pode ser visto 

facilmente na pele e órgãos pela presença de muita melanina e suas células podem 

ser cultivadas facilmente in vitro e injetadas por diferentes vias in vivo para 

observação de diversas interações. 

Uma pequena dificuldade observada ao utilizar estes modelos para estudar 

o melanoma é o fato de que as células são aplicadas de forma subcutânea, e isto 

não reflete o surgimento natural do tumor na epiderme, portanto alguns processos 

de invasão das células para a derme são ignorados, mas a sua capacidade de 

metástase pode ser avaliada e terapias para sua prevenção podem ser testadas. 

A linhagem B16-F10 é especializada em invadir a circulação e induzir 

metástases, portanto é um modelo ideal para estudar o tratamento de melanoma 

maligno metastático. 

 

1.5 A peçonha da serpente Crotalus durissus terrificus 

 

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus tem sido descrito como de 

pouca complexidade. Essa serpente encontra-se distribuída no Brasil nas zonas 

altas e secas, sul oriental e meridional, desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais. 

Sua denominação popular é cascavel ou boiquira. O veneno apresenta efeitos 

importantes sobre os músculos esqueléticos, sistema nervoso autônomo, rins e 

sangue. Outros órgãos como o fígado também podem ser acometidos (Barraviera, 

1994). O veneno crotálico também induz rabdomiólise generalizada, mialgia, 

aumento dos níveis de creatinoquinase (CK) acompanhado de mioglobinúria e dor 

por todo o corpo (Sano-Martins et al., 2001). 
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Foram isoladas e caracterizadas quatro principais toxinas deste veneno: 

convulxina, giroxina, crotoxina e crotamina (Takeda et al., 1985). 

 A convulxina, glicoproteína de cerca de 70 kDa provoca efeitos como 

convulsões tônico-clônicas, alterações circulatórias e respiratórias, ativação e 

agregação plaquetária, na ausência de fibrinogênio (Vargaftig et al., 1983). 

A giroxina possui peso molecular de 33 kDa e provoca síndrome convulsiva, 

caracterizada por movimentos circulatórios ao longo do seu eixo longitudinal do 

corpo lembrando o rolar de um barril (Silva 2004), característico em camundongos. A 

giroxina também apresenta atividade coagulante do fibrinogênio no plasma, 

exercendo assim uma atividade do tipo trombina (Alexander et al., 1988). 

A crotoxina de 23 kDa, representa cerca de 60% do veneno total de 

Crotalus durissus terrificus e apresenta alta toxicidade. É uma neurotoxina pré-

sináptica que atua nas terminações nervosas motoras inibindo a liberação de 

acetilcolina pelos impulsos nervosos, sendo este o principal fator responsável pelo 

bloqueio neuromuscular e, portanto pelas paralisias motoras e respiratórias 

observadas nos animais (Azevedo Marques et al., 1992).  Esta neurotoxina é 

composta por duas sub-unidades ligadas não covalentemente. A subunidade ácida é 

enzimaticamente inativa e não possui toxicidade, é também conhecida como 

crotapotina e potencializa a ação da fosfolipase (subunidade básica) (Bon et al., 

1979).  

A crotamina é um polipeptídeo básico de 4.8 kDa que atua na membrana 

das fibras musculares alterando sua permeabilidade ao sódio, produzindo espasmos 

musculares (Azevedo Marques et al., 1992). 
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1.5.1 Crotoxina 

 

Os venenos de serpentes são misturas complexas de proteínas 

farmacologicamente ativas, sendo as fosfolipases A2 um de seus componentes mais 

ubíquos. Dois grupos (I e II) de fosfolipases foram estabelecidos para estes venenos 

baseando-se em suas estruturas primárias e nos padrões de pontes dissulfeto. O 

grupo I abrange a família Elapidae enquanto o grupo II é encontrado nas serpentes 

das famílias Viperidae a Crotalidae (Gebrim et al., 2009).     

A crotoxina é o principal componente do veneno da cascavel sul americana 

Crotalus durissus terrificus, foi descrita em 1938 por Slotta e Frankel-Conrad. Trata-

se de uma toxina heterodimérica composta por duas subunidades, sendo uma não 

tóxica de caráter ácido chamada Crotapotina (CA) sem atividade de fosfolipase A2 

(PLA2), e a outra de pouca toxicidade e caráter básico (CB) que apresenta atividade 

de PLA2.  A subunidade CA é formada por três cadeias polipeptídicas ligadas por 

pontes dissulfeto. São geradas pela quebra proteolítica do precursor de CA, o qual é 

similar às enzimas PLA2 do grupo II. Até então, já foram isolados do transcriptoma 

de C. durissus terrificus quatro isoformas deste precursor (CA1, CA2, CA3 e CA4). 

As proteases envolvidas no processamento da subunidade CA ainda não foram 

identificadas. 

 A subunidade CB é uma enzima PLA2 do Grupo II. Embora tenha sido a 

primeira toxina a ser cristalizada, a estrutura tridimensional do complexo ainda não 

está disponível.  Funcionalmente, a crotoxina é uma neurotoxina potente, age 

bloqueando a transmissão de sinais nervosos nas junções neuromusculares. De 

maneira similar ao complexo da crotoxina nativa, a subunidade CB causa o bloqueio 

da transmissão neuromuscular e exibe outros efeitos farmacológicos, enquanto a CA 

é farmacologicamente inativa. Embora a CB exiba neurotoxicidade, o complexo da 

crotoxina é, pelo menos, dez vezes mais potente do que a CB sozinha. A 

subunidade CA age como uma chaperonina que impede que a CB se ligue em sítios 

não específicos e guiando-a para o sítio especifico, o que aumenta a sua potência 

(Doley e Kini, 2009).    

As fosfolipases A2 são enzimas que aparecem em altas concentrações nos 

venenos de serpentes, abelhas, vespas e no suco pancreático de mamíferos (Harris, 

1991). Podem ser encontradas em uma grande variedade de venenos de serpentes 
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apresentando um amplo espectro de atividades biológicas dentre elas a ação 

hemolítica indireta, neurotóxica, cardiotóxica, anticoagulante, edematogênica e 

miotóxica (Kini e Evans, 1989). 

Também conhecidas por fosfatididil – acil – hidrolases, as pLA2s são uma 

família de enzimas que catalisam a hidrólise de ligações acil – éster, na porção sn-2 

de fosfolipídios. Tal reação depende da presença de íons cálcio, sendo a unidade 

catalítica formada pelos aminoácidos His 48, Asp 49 e uma molécula de água 

(Dennis et al., 1994). Este processo catalítico gera ácidos graxos livres, como o 

ácido araquidônico (AA), precursor de eicosanóides, que atuam como segundos 

mensageiros de processos fisiopatológicos (Dennis et al., 1994) e lisofosfolipídeos, 

como o liso-PAF (Smith et al., 2000). As PLA2s são classificadas em cinco grupos: 

as PLA2s secretadas (sPLAs), as intracelulares (como as cPLA2 citosólicas),  as 

PLA2s independentes de Ca+ (iPLA2), as acetil-hidrolases (PAF-AH) e as PLA2s 

lisossomais (Schaloske e Dennis, 2006). 

    As PLA2s secretadas, provenientes dos venenos de serpentes Crotalidae 

e Viperidae, assim como aquelas do fluido sinovial e de plaquetas, estão incluídas 

no grupo II. A subunidade PLA2 da crotoxina tem seqüência de aminoácidos 

homológa à de PLA2s presentes em venenos de outras Viperidae (Fraenkel-Conrat 

et al., 1980). 

O grupo das PLA2s secretadas é o mais amplamente estudado. Seus 

efeitos na função celular são dependentes da liberação de derivados do ácido 

araquidônico e de lisofosfolopídeos (Rizzo et al., 2000). Outros efeitos dependem da 

ligação da enzima a receptores de membrana específicos, descritos como do tipo M 

(muscular) e N (neuronal). Os do tipo N foram os primeiros a serem identificados 

estando presentes em grande número em membranas do cérebro de ratos e são 

compostos por, ao menos, dois sítios de ligação (Rizzo et al., 2000). Estes 

receptores apresentam bastante afinidade por uma variedade de PLA2s 

neurotóxicas, incluindo a crotoxina. Tal fato sugere que este receptor seja crucial 

para o efeito neurotóxico. Os receptores do tipo M estão presentes em músculos 

esqueléticos e são potenciais candidatos a ligantes das PLA2 miotóxicas como por 

exemplo a miotoxina 2 de Bothrops asper (Lomonte et. al, 1999). Na literatura há 

muita informação sobre o efeito da sPLA2 crotálica, em variados tipos celulares, 

como em macrófagos, linfócitos, plaquetas e células neoplásicas (Newman et al., 

1993, Donato et al., 1996, Sampaio et al. 2005, Yan et al., 2006 e 2007).       
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Muitas toxinas de serpentes evoluíram de enzimas PLA2 digestivas por um 

processo de evolução acelerada. Os efeitos mais freqüentes são o neurotóxico 

(atingindo o sistema nervoso periférico e paralisando a presa rapidamente),  

algumas ainda têm efeito anticoagulante, hipotensor, hemolítico, edemaciante e 

afetam a agregação plaquetária. (Montecucco et al., 2008). 

 O mecanismo pelo qual a PLA2 leva a lesão celular é uma característica 

evolucionária altamente conservada, tais lesões são conseqüência de uma 

perturbação da membrana plasmática que promove um grande aumento da 

concentração do Ca2+ citosólico levando à degradação celular. (Montecucco et al., 

2008; Sampaio et al., 2010). 

As diferentes conseqüências patofisiológicas sistêmicas causadas por estas 

toxinas não estão relacionadas aos diferentes mecanismos de toxicidade celular, 

mas às propriedades anatômicas e fisiológicas dos tecidos e células atingidos 

(Sampaio et al., 2010).  

As diferentes PLA2s tem estruturas muito similares, sendo formadas por 

quatro α-hélices e duas folhas β anti-paralelas, ligadas por sete pontes dissulfeto. 

Elas variam no comprimento (119-134 aminoácidos) e possuem forma elipsóide de 

dimensões aproximadas de 45x30x20 Å. A crotoxina está classificada como uma 

PLA2 do grupo II, classificação dada segundo a posição de uma das pontes 

dissulfeto e pela presença de um alça adicional na porção C-terminal (Montecucco et 

al., 2008).  

 

1.5.2 Efeitos da crotoxina em células  

 

O uso da crotoxina como um agente anti-tumoral teve inicio na década de 

1970 em dois pacientes com câncer em estágio avançado. Na época, foi feita a 

aplicação peritumoral de um fármaco denominado VRCTC-310, que é composto por 

uma associação da crotoxina com a cardiotoxina, proveniente do veneno das 

serpentes da espécie Naja naja atra. Em ambos os casos houve resposta bastante 

positiva em relação a diminuição do volume tumoral (Costa et al., 1998). A aplicação 

da crotoxina foi repetida em 2002 por Cura et al. em 26 pessoas acometidas por 

tumores sólidos que já não respondiam à tratamentos convencionais. Os pacientes 

foram avaliados diariamente em relação aos efeitos colaterais do tratamento 

(toxicidade neurológica e não neurológica), farmanocinética, dor e respostas dos 



 

  23 

tumores. Os efeitos colaterais cessaram sem a necessidade de tratamento, com 

exceção dos casos de hipersensibilidade. Os tumores tiveram redução da 

progressão e tiveram suas massas reduzidas, além de ser relatada a diminuição das 

dores por metástase óssea por alguns pacientes. 

O fármaco VRCTC-310 foi testado por Newman et al. (1993) tanto in vitro 

como in vivo em carcinoma de pulmão de Lewis. A droga demonstrou especificidade 

citotóxica. Na experimentação in vivo foi alcançada a inibição de 83% do 

crescimento dos tumores com aplicações em concentrações variadas por via 

subcutânea durante vinte dias. Com o tempo os animais desenvolveram tolerância 

aos efeitos colaterais como o efeito neurotóxico, a perda de peso e a irritação no 

local das aplicações, através e um protocolo de indução de tolerância feito com o 

aumento gradual das doses de tratamento ou com aplicações de pequenas doses da 

droga antes do início dos experimentos com a inoculação dos tumores. 

 A atividade catalítica da fosfolipase A2 (PLA2) é importante para o seu 

efeito antiproliferativo, no entanto o seu mecanismo de ação não está esclarecido 

(Donato et al., 1996). Pesquisas realizadas com a PLA2 proveniente da crotoxina em 

células que expressavam diferentes níveis de receptores do fator de crescimento 

epidermico (EGFr), uma glicoproteína da membrana plasmática composta de um 

domínio de ligação extracelular (importante mediador do crescimento celular, 

diferenciação e sobrevivência), demonstrou que a supressão do crescimento foi 

mais efetiva nas linhagens expressavam maiores níveis de EGFr, sugerindo a 

correlação entre a expressão destes fatores com a ação antiproliferariva da 

crotoxina (Donato et al., 1996; Doley e Kini, 2009). 

Outra característica relacionada com a atividade da crotoxina pouco 

esclarecida seria o tipo de morte celular envolvido em seu efeito citotóxico. Estudos 

relacionando a autofagia e a apoptose celular foram feitos por Yan et al. (2006) em 

uma linhagem de leucemia mieloide crônica (K562). A toxina diminuiu a viabilidade 

das células, estimulando a autofagia, também foi contatado o colapso de membrana 

mitocondrial com liberação de citocromo-c e ativação da caspase -3, características 

de indução de apoptose. No ano de 2007 os mesmos autores repetiram os estudos 

em outra linhagem celular (MCF-7) de câncer mamário humano, deficientes em 

caspase-3. Desta vez, o estimulo da autofagia ainda foi observado, assim como a 

apoptose pela condensação e fragmentação nuclear. A viabilidade celular foi inibida 

de maneira dependente do tempo e da dose de exposição.   
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A apoptose é um tipo de morte celular com alterações morfológicas típicas e 

tem sido descrita em células tratadas com venenos. Este tipo de morte celular pode 

estar relacionado a complicações fisiológicas causadas por acidentes ofídicos, 

porém, o mecanismo envolvido na apoptose provocada pelos venenos permanece 

indefinido. Três mecanismos estão envolvidos no processo de apoptose: o mediado 

pelo mecanismo receptor ligante, a via mitocondrial e o mecanismo onde o retículo 

endoplasmático tem papel central (Tamieti et al., 2007). A despolimerização dos 

filamentos de actina do citoesqueleto puderam ser observadas em células de 

carcinoma ovariano de hamster (CHO-K1) incubadas por Tamieti et al. (2007) com 

diversas concentrações de veneno crotálico, as células perderam suas projeções 

aumento o espaço entre elas. Ocorreu uma reorganização dos limites externos das 

células e mudança na forma delas. Durante a apoptose, as células se arredondam e 

perdem contato entre si ocorrendo também a formação de saliências, mudanças que 

acontecem provavelmente pela reorganização de estruturas de citoesqueleto 

(Tamieti et al., 2007).  Os autores também constataram alterações no reticulo 

endoplasmático e núcleo (fragmentação nuclear), mudanças no retículo 

endoplasmático ou em enzimas localizadas nesta estrutura podem levar a apoptose. 

As alterações nucleares são características frequentemente descritas em processos 

apoptóticos.  

O veneno total da Crotalus durissus terrificus tem poder citotóxico 

significativamente maior que a cisplatina, uma droga usada clinicamente para 

tratamento de tumores (Soares et al., 2010). Células de glioma de ratos (RT2) e de 

adenoma benigno de pituitária (GH3) tratadas com veneno total apresentaram 

alterações morfológicas como irregularidades de parede, encolhimento, 

condensação nuclear, fragmentação de DNA e formação de corpos apoptóticos 

perinucleares, características típicas de apoptose (Soares et al., 2010). Análises de 

ciclo celular também sugeriram que o tratamento com o veneno da cascavel provoca 

apoptose, além de deter o ciclo das células RT2 na fase G0/G1, um indicativo de 

que houve reconhecimento do dano e tentativa de reparo sem sucesso, já que 

ocorre a morte total das células após período prolongado de tratamento (Soares et 

al., 2010).  

A apoptose em células tumorais induzida pelo veneno da cascavel, também 
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foi demonstrada por Tamieti et al. (2007) em células de carcinoma de ovário de 

hamster  (CHO-K1). Os autores sugeriram que, neste caso, a apoptose foi induzida 

por uma via da mitocôndria associada ao gene Bcl-2 promotor de morte celular. A 

linhagem CHO-K1 possui o gene p53 mutante e por este motivo não possui o ponto 

de checagem na fase G1 (Tamieti et al., 2007).   

No caso das células RT2, o gene p53 está na forma selvagem possibilitando 

a parada do ciclo celular nos pontos de checagem das fases G1 e G2 (Soares et al., 

2010).  

Fatores de crescimento são essenciais para a proliferação celular. Na 

ausência destes fatores, as células na fase G1 abandonam o ciclo e permanecem na 

fase G0 (fase quiescente), mantendo o metabolismo reduzido e cessando o 

crescimento celular, as células podem voltar ao ciclo normal se houver estímulo para 

crescimento. Os agentes antineoplásicos podem ser específicos para o ciclo celular 

(mais eficientes em células que proliferativamente ativas), ou não específicas para o 

ciclo celular (seu efeito independe da proliferação celular). Estudos indicam que o 

veneno de cascavel seja específico para o ciclo celular (Soares et al., 2010).  

O principal componente do veneno da cascavel, a crotoxina, também 

induziu a morte celular das linhagens RT2 e GH3, caracterizada por alterações 

morfológicas e degradação de DNA, porém, pelo menos para estas linhagens, o 

efeito citotóxico da crotoxina não foi tão intenso como o veneno total, um indício de 

que a crotoxina poderia não ser o único componente do veneno com poder citotóxico 

(Soares et al., 2010). Estes estudos demonstraram também que a administração das 

doses com efeito antitumoral do veneno total em animais não provocou efeitos 

tóxicos agudos, alterações histopatológicas ou alterações funcionais.         

O veneno da maioria das serpentes do gênero Viperidae tem grande 

potencial inflamatório. No entanto, o veneno da Crotalus durissus terrificus é uma 

exceção, pois não se observa reação inflamatória no local da picada (Sampaio et al., 

2001). Segundo alguns estudos este veneno inibe as respostas imune e inflamatória. 

O veneno ou a crotoxina (seu principal componente), tem efeito inibitório na resposta 

imune humoral interferindo com síntese de imunoglobulinas G (IgG) (Sampaio et al., 

2001). O veneno da cascavel inibe a distribuição e a atividade fagocitária de 

macrófagos, por outro lado eleva a produção de peróxido de hidrogênio, oxido nítrico 

e o metabolismo de glucose e glutamina (Sampaio et al., 2001). Estas ações são 

duradouras, permanecendo por até sete dias após aplicação do veneno.  O efeito 
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inibitório do veneno não está relacionado às alterações da viabilidade celular e pode 

estar relacionado com a alteração da distribuição e da atividade fagocitária destas 

células. A distribuição dos macrófagos é um mecanismo que está relacionado com a 

interação da célula com a partícula a ser ingerida (Sampaio et al., 2001).     

A principal toxina do veneno da cascavel, a crotoxina, também leva a uma 

inibição direta da distribuição e da atividade fagocitária dos macrófagos, o que 

sugere que esta seja a toxina responsável pelo efeito inibitório sobre os macrófagos 

no veneno total (Sampaio et al., 2003). A crotapotina (carreadora da PLA2) modula a 

resposta inflamatória diminuindo o edema de pata de camundongo induzido por 

carragenina (Landucci et al., 1995) e por PLA2  do veneno de naja e de abelha 

(Landucci et al., 2000). Garcia et al. (2003) mostraram que a crotapotina inibe a 

proliferação de linfócitos T em resposta a Concavalina A (Con-A), enquanto a PLA2 

teve a capacidade de induzir a inflamação com o aumento da permeabilidade 

vascular na pele de ratos.  Contrariando estes dados, Sampaio et al. (2005) 

obtiveram resultados que sugeriram que a PLA2 e não a crotapotina seria 

responsável pelo fator inibitório da crotoxina sobre a função dos macrófagos.      

Estudos mostram que o soro anti-crotálico possui uma quantidade inferior 

de anticorpos quando comparado à de outros soros, sugerindo que o veneno da 

cascavel seja um imunógeno pobre ou que tenha componentes com atividade 

imunossupressora (Rangel-Santos et al., 2004). Comparando os efeitos do veneno 

total, da crotoxina e da subunidade PLA2, Cardoso et al. (2004) observaram inibição 

da proliferação de células esplênicas, exceto pela PLA2, fato que demonstra a 

necessidade da integridade da molécula para os efeitos avaliados. A viabilidade 

celular, avaliada com MTT, não foi comprometida. Os autores relatam também, a 

inibição da produção de citocinas IL-2, IL4, IL10 e IFN-γ no tratamento com veneno 

total.  Quando se utilizou a crotoxina, houve inibição somente da IL-4 e IL10.  A 

transferência de células T e B purificadas do baço de ratos tratados com veneno 

para animais não tratados suprimiu a produção de IgG1 anti-ASH (albumina sérica 

humana).  O efeito na proliferação celular não está relacionado com a atividade 

citotóxica e a queda da resposta proliferativa induzida por Con-A das células 

esplênicas pode estar relacionada com os baixos níveis de IL-2. Sugere-se que as 

toxinas do veneno e a indução de liberação de substancias poderiam mudar a 

composição do microambiente interferindo na capacidade dos macrófagos de 

processar e apresentar o antígeno ao linfócito T. Estas células poderiam manifestar 
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um fenótipo supressivo, como um linfócito T regulatório, que poderia mediar a 

supressão da resposta imune (Rangel-Santos et al., 2004).     

Sampaio et al. (2006a e 2006b) demonstraram que tanto o veneno crotálico, 

como a crotoxina e sua sub-unidade PLA2 diminuiram significativamente a 

fagocitose de zimosan opsonizado por macrófagos. Além disso, os mesmos autores 

em 2005, demonstraram que a crotoxina inibia o espraiamento e a atividade 

fagocítica de macrófagos. A fagocitose é controlada pelo rearranjo do citoesqueleto 

de actina, que por sua vez é regulada pela atividade das GTPases . Imagens de 

microscopia eletrônica mostraram que o tratamento utilizando o veneno ou a 

crotoxina levou a um menor espraiamento dos macrófagos além de um aumento das 

microprojeções na superfície dessas células. Estudos de imunocitoquímica 

mostraram que tanto o veneno como a crotoxina aumentaram o conteúdo de actina-

F no citoplasma das células, porém induziram um decréscimo da fosfotirosina. Tais 

resultados indicam que o veneno crotálico é capaz de induzir o rearranjo do 

citoesqueleto dos macrófagos, efeito associado a inibição da fosforilação da tirosina 

e da atividade de proteínas envolvidas na sinalização de processos intracelulares 

importantes para atividade fagocitária destas células.   

  O veneno estimula a produção de peróxido de hidrogênio e oxido nítrico, 

atividade antimicrobiana e o metabolismo da glucose e glutamina nos macrófagos 

(Sampaio et al., 2001, 2006). Por outro lado, apresenta efeito inibitório na 

distribuição e atividade fagocitária de macrófagos incubados com o veneno, efeito 

atribuído à crotoxina (Sampaio et al., 2003). Os mesmos autores mostraram, 

posteriormente, em 2005 que a PLA2 é a subunidade responsável pelo efeito 

inibitório da crotoxina em macrofagos (e não a crotapotina). 

A crotoxina e a PLA2 causam a queda do número de linfócitos sanguíneos e 

linfáticos e levam a um aumento do conteúdo de linfócitos nos linfonodos 

mesentéricos em ratos (Zambelli et al., 2008). Além disso, a crotoxina promoveu 

aderência de leucócitos a células endoteliais da microcirculação sanguínea, o que 

deve ter contribuído para a queda no número de linfócitos circulantes. Várias 

moléculas de adesão expressas na membrana, tais como as integrinas e antígenos 

dos linfócitos estão envolvidas neste processo (Zambelli et al., 2008).   

A circulação de linfócitos depende da interação com as células endoteliais e 

envolve os processos de rolamento, adesão e diapedese. Tratamento de ratos com 

crotoxina ou PLA2 levam ao aumento de leucócitos aderentes às vênulas, efeito 
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evidente após uma ou duas horas da aplicação das toxinas, período correspondente 

ao da queda de leucócitos circulantes e em rolamento. Após um período de quatro 

horas de aplicação das toxinas, estes efeitos não são mais observados (Zambelli et 

al., 2008). Animais previamente tratados com bloqueadores de selectina, moléculas 

de adesão que regulam o rolamento dos leucócitos, não tiveram queda em seu 

número quando posteriormente tratados com as toxinas.       
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2 CONCLUSÃO 
 

A crotoxina teve efeito citotóxico para as duas linhagens de células tratadas, 

sendo a linhagem tumoral consideravelmente mais sensível à toxina em todos os 

tempos de tratamento (6, 24 e 48 horas de incubação). Estes resultados 

demonstram uma maior especificidade da crotoxina para as células B16-F10.  

A PLA2 também demonstrou efeito citotóxico para as duas linhagens, no 

entanto não com a mesma intensidade; indicando que a citotoxicidade da toxina 

depende diretamente da presença da chaperonina (crotapotina) para que o efeito se 

manifeste integralmente. Não foi constatado efeito citotóxico nas células tratadas 

com a crotapotina isolada. 

A partir dos valores de EC50%, foi possível observar que as células 

tumorais se mostraram cerca de 100 vezes mais sensíveis à ação da crotoxina do 

que a linhagem celular utilizada como controle negativo, abrindo perspectivas futuras 

do uso desta toxina ou de análogos e/ou porções da mesma, como potencial agente 

terapêutico. 
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