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APRESENTAÇÃO 

 

No Brasil, cerca de 30.000 acidentes, por ano, são causados por serpentes 

peçonhentas do gênero Bothrops. O envenenamento botrópico é caracterizado 

por graves danos locais, desencadeados pela toxicidade dos componentes da 

peçonha e agravados pela consequente inflamação induzida. As patologias 

decorrentes deste acidente ofídico são consideradas relevantes problemas de 

saúde pública, podendo levar a alterações físicas permanentes e incapacitantes 

nas vítimas. 

Embora vários estudos experimentais abordem os efeitos dos acidentes 

ofídicos, a compreensão da reação inflamatória desencadeada pela peçonha, 

ainda, é fragmentada e complexa.  Por isso, observações detalhadas do processo 

inflamatório são necessárias para entender a heterogeneidade dos efeitos 

provocados pelas toxinas ofídicas. Um estudo comparativo, além de contribuir 

para a caracterização patológica dos acidentes botrópicos, favorece a integração 

dos múltiplos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na gênese dos danos locais 

do envenenamento. Como os componentes da peçonha estimulam diversos 

mecanismos e vias inflamatórias, as proteínas isoladas podem servir como 

ferramentas moleculares para o estudo da inflamação provocada pelo 

envenenamento. Além de servirem como modelos para investigar e propor 

medidas terapêuticas alternativas no controle e eliminação dos agravos teciduais 

do acidente ofídico e de outras condições patológicas similares.  

Neste contexto, este trabalho apresenta uma análise comparativa dos 

efeitos inflamatórios locais induzidos por peçonhas botrópicas. A presente tese foi 

desenvolvida de acordo com as normas do Programa de Pós-Graduação em 

Genética e Bioquímica, para obtenção do título de Doutor. Para melhor descrição, 

os fundamentos teóricos e experimentais desta pesquisa científica foram divididos 

em capítulos. 

Inicialmente, foi feita uma revisão bibliográfica sobre conceitos e dados 

científicos relacionados ao assunto do trabalho experimental. As características 

biológicas, bioquímicas e fisiopatológicas do processo inflamatório e das 

peçonhas de serpentes botrópicas foram apresentadas no Capítulo I. 
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O Capítulo II, intitulado “Efeitos inflamatórios locais induzidos por toxinas 

botrópicas”, correlaciona os fundamentos teóricos aos resultados experimentais 

obtidos. Ele apresenta o edema, a dor e/ou a mionecrose causados por diferentes 

proteínas purificadas da peçonha das serpentes Bothrops alternatus, B. moojeni, 

B. leucurus, B. pauloensis e B. pirajai. Para verificar a contribuição dos diferentes 

componentes da peçonha nestes efeitos, a ação de proteínas isoladas foi 

comparada à da peçonha bruta. A caracterização farmacológica da reação 

inflamatória induzida por algumas toxinas também foi avaliada. A análise 

comparativa dos resultados permitiu identificar o envolvimento de diferentes 

toxinas e mecanismos inflamatórios na patogênese de manifestações locais 

típicas do envenenamento botrópico. 

O Capítulo III refere-se a efeitos inflamatórios locais causados pela 

peçonha das serpentes B. alternatus e B. moojeni. O edema, a hiperalgesia e a 

miotoxicidade induzidos por essas peçonhas foram caracterizados e, o 

envolvimento de enzimas ofídicas e de mediadores inflamatórios no 

desenvolvimento desses efeitos também foram investigados. Este estudo mostrou 

que a intensidade dos efeitos provocados pela peçonha de B. alternatus é 

relativamente menor que a de B. moojeni. Nossos resultados demonstraram 

também a participação de proteases, fosfolipases A2 e de vários mediadores 

inflamatórios nos efeitos locais provocados pelas peçonhas avaliadas. Os dados e 

as implicações desse trabalho são apresentados de acordo com padrões textuais 

e científicos exigidos pelo periódico a ser submetido (Toxicon).   

Ao final da tese, foi anexado o artigo “Histological and Ultrastructural 

Analyses of Muscle Damage Induced by a Myotoxin Isolated from Bothrops 

alternatus Snake Venom”, publicado, em 2013, na revista Protein and Peptides 

Letters (DOI: 10.2174/0929866511320020011). Este artigo contém parte dos 

resultados obtidos durante o doutorado, referente à caracterização histopatológica 

da mionecrose induzida por uma miotoxina (BaltMTX) isolada da peçonha de B. 

alternatus.  

 

 

 



 

 

3 

 

Capítulo I  
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Efeitos Inflamatórios 
 

 

 

 

 

 

Em condições fisiológicas, a célula é mantida em um estado ideal de 

equilíbrio estrutural e funcional que garante a execução de suas funções vitais. O 

estabelecimento metabólico, a capacidade de diferenciação e especialização, a 

disponibilidade de nutrientes e a integridade das biomembranas permitem que as 

células atinjam um estado de normalidade, denominado homeostasia (ROBBINS; 

COTRAN, 2010). Caso algum desses fatores sejam alterados pela ação de 

agentes lesivos ou estresse fisiológico sobrevém uma sequência de eventos 

degenerativos que ocasionam lesão celular e consequente ativação de processos 

que irão conter ou eliminar a agressão. A reação própria do organismo à infecção 

e aos danos celulares, com objetivo de eliminar a causa inicial da injúria e 

restaurar a estrutura e a função normais do tecido, é definida como inflamação 

(MEDZHITOV, 2010). Esta é uma resposta fundamentalmente protetora, 

determinada pela ação orquestrada de células e mediadores químicos 

especializados no controle e eliminação de agentes agressores para 

restabelecimento da área lesada. A reação inflamatória representa um 

mecanismo fisiológico de defesa tecidual próprio de tecidos conjuntivos, 

identificada, primariamente, por sinais clássicos de dor, calor (febre), rubor 

(eritema) e tumor (edema) (MAJNO, 1975; TRACY, 2006). Eventualmente, a 

persistência desses eventos, associado à ineficiente neutralização do estímulo 

nocivo, pode agravar a lesão tecidual e comprometer a função do órgão afetado 

(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; CONSOLARO, 2009; NATHAN; DING, 

2010).  
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Reação inflamatória 

 

Diferentes tipos de agentes lesivos (toxinas, patógenos e alteração 

fisiológica) podem induzir eventos inflamatórios específicos para contenção da 

agressão. Inicialmente a resposta inflamatória é desencadeada pela ativação de 

sensores e mediadores químicos, que induzem vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular, que levam ao aumento do fluxo sanguíneo (hiperemia) 

no local da lesão e consequente extravasamento de componentes plasmáticos do 

sangue para o tecido. Esses eventos determinam a progressiva migração de 

células de defesa para a região inflamada, com a função de neutralizar a lesão 

tecidual e promover reparo tecidual (MAJNO; JORIS, 2004). Detalhes desses 

eventos que culminam na resolução da inflamação aguda são ilustrados na figura 

1.1.  

 

 

Figura 1.1: Representação dos eventos inflamatórios primários. (1-5) Fase proliferativa: 

estimulação de sensores celulares no local da lesão tecidual, produção de mediadores 

inflamatórios, vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, hiperemia, edema, 

recrutamento de células de defesa; (6-9) Fase transitória: intensificação do infiltrado inflamatório, 

acúmulo de mediadores pró-inflamatórios e células fagocíticas; (10-12) Fase resolutiva: 

amplificação da reação inflamatória, neutralização do agente lesivo, reparo tecidual e resolução da 

inflamação. Adaptado de ALESSANDRI, et al. (2013). 
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Mediadores e células inflamatórias 

 

Mediadores inflamatórios são substâncias sinalizadoras essenciais à 

comunicação bioquímica intercelular e regulação da inflamação (ROWLEY, 1996). 

Essas substâncias são geradas a partir de células ou de proteínas plasmáticas 

em resposta a estímulos agressores. Substâncias produzidas por células lesadas 

ou por microrganismos estimulam a liberação e/ou ativação dos mediadores, que 

são reconhecidos por receptores celulares específicos em diferentes tipos 

celulares-alvo. Geralmente os mediadores têm meia-vida curta, sendo 

degradados ou inativados rapidamente por enzimas. No entanto, um mediador 

pode desencadear a liberação de outros mediadores e, assim, estabelecer e 

controlar a reação inflamatória. Alguns mediadores estão mais relacionados à 

indução de reações vasculares na inflamação, como a histamina, o óxido nítrico e 

algumas prostaglandinas. Outros, como citocinas e leucotrienos, agem no 

recrutamento e ativação das células inflamatórias (ASHLEY; WEIL; NELSON, 

2012). A tabela 1.1 resume as características básicas dos principais mediadores 

inflamatórios. Detalhes de algumas destas substâncias são descritos a seguir: 

- Histamina: é uma amina básica, considerada o principal mediador que causa 

aumento da permeabilidade vascular no início da inflamação. As fontes mais ricas 

de histamina são os mastócitos que normalmente estão presentes no tecido 

conjuntivo adjacente aos vasos sanguíneos, mas também pode ser liberada por 

plaquetas agregadas. Seus efeitos vasoativos são mediados, principalmente, pela 

ligação a receptores H1 nas células endoteliais, causando dilatação das arteríolas 

e aumento da permeabilidade capilar (HUANG; THURMOND, 2008). 

- Eicosanoides: são ácidos graxos poli-insaturados derivados do ácido 

araquidônico. Em decorrência de danos celulares e ativação de fosfolipases 

endógenas, especialmente fosfolipase A2 (PLA2) citosólica, os fosfolipídios de 

membrana são hidrolisados e liberam ácido araquidônico1. Este pode ser 

                                                             
1 Ácido araquidônico: ou ácido 5, 8, 11, 14-eicosatetraenoico é um ácido graxo poli-insaturado com 20 

carbonos, normalmente é encontrado esterificado nos fosfolipídios de membrana, sendo liberados pela 

ação de ezimas PLA2.  Os sinais bioquímicos envolvidos na ativação das PLA2 e produção de ácido 
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degradado pela via da lipoxigenase2 (LOX), dando origem aos leucotrienos (LT) e 

lipoxinas (LX) ou pela via das ciclooxigenases3 (COX-1 e COX-2), que catalisam a 

biosíntese de prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX) (GILROY, 2010). As 

fases iniciais e tardias da inflamação são inevitavelmente acompanhadas da 

liberação de eicosanoides (MURAKAMI; KUDO, 2003; MAJNO; JORIS, 2004; 

CABRAL, 2005). A PGE2, produzida por células endoteliais e outros tecidos, e a 

PGD2, liberada por mastócitos, são potentes vasodilatadores e aumentam a 

permeabilidade vascular por potencializarem a ação de outros mediadores 

vasoativos, como a histamina e bradicinina. A PGD2, também, é quimioatraente 

para neutrófilos, enquanto a PGE2 é hiperalgésica e está envolvida na febre 

induzida por citocinas. A PGI2 (ou prostaciclina) é vasodilatadora, inibidora da 

agregação plaquetária e potencializa o aumento da permeabilidade e os efeitos 

quimiotáticos de outros mediadores (STRAUS; GLASS, 2001). O TXA2, produzido 

por plaquetas, é um potente agente vasoconstritor e agregante plaquetário, que 

junto com os outros prostanoides parece exercer um efeito modulador da reação 

inflamatória. Os leucotrienos C4, D4 e E4, produzidos principalmente por 

neutrófilos, causam intensa vasocontrição e permeabilidade vascular aumentada 

nas vênulas. Eles são muito mais potentes em alterar a permeabilidade do que a 

histamina. O LTB4 é um importante agente quimiotático e ativador de leucócitos, 

causando agregação e adesão das células ao endotélio vascular, proliferação de 

macrófagos e linfócitos e, a produção de citocinas por estas células (MURPHY; 

GIJÓN, 2007). As LXs são reconhecidas como mediadores lipídicos anti-

                                                                                                                                                                                         
araquidônico incluem aumento no Ca2+ citoplasmáticos e ativação de cinases em resposta a estímulos 

externos (MURAKAMI; KUDO, 2003). 

2 Lipoxigenases (LOX):  família de enzimas que promovem a conversão de ácido araquidônico em uma 

variedade de hidroperoxiácidos lineares. A 5-LOX está relacionada à biossíntese de leucotrienos em 

leucócitos, principalmente; enquanto as 15-LOX e 12-LOX são associadas à produção de lipoxinas em 

leucócitos, células epiteliais e plaquetas (MADERNA; GODSON, 2005). 

3 Cicloxigenases (COX): conjunto de isoenzimas que catalisam a conversão de ácido araquidônico em 

prostanoides, conhecidos como prostaglandinas e tromboxanos. COX- 1, forma constitutiva, encontrada na 

mucosa gástrica, plaquetas, endotélio vascular e rins; COX-2, forma induzida por reação inflamatória, 

presente em macrófagos, monócitos, músculo liso, endotélio, epitélio e neurônios (STRAUS; GLASS, 2001). 
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inflamatórios, que inibem o recrutamento de leucócitos e ativam processos de 

reparo celular (MADERNA; GODSON, 2005). 

- Citocinas: são proteínas e peptídeos com efeitos pró e anti-inflamatórios, 

produzidas principalmente por linfócitos e macrófagos. São identificadas mais de 

100 citocinas agrupadas como: interleucinas (IL), quimiocinas, fatores de 

crescimento (GF), interferonas (INF), fatores estimuladores de colônias e fator de 

necrose tumoral (TNF). IL-1 e TNF-α estão relacionados à indução da expressão 

de moléculas de adesão endotelial e da síntese de mediadores inflamatórios, 

incluindo outras citocinas, quimiocinas, GF, eicosanoides e óxido nítrico. Os GF 

derivados de plaquetas, de fibroblastos e endoteliais, estão associados com os 

processos de reparo tecidual, na fase final da inflamação. INFs estão 

relacionadas à atividade antiviral e ativação de macrófagos. As quimiocinas são 

citocinas quimioatraentes para tipos específicos de leucócitos, como a MCp-1 

para monócitos, a MIP-1α para macrófagos, a eotaxina para eosinófilos, 

linfotactina para linfócitos e a fractalquina para monócitos e linfócitos (CHEN, et 

al., 2002). 

- Produtos do sistema complemento: compreende mais de 20 proteínas 

plasmáticas com efeito complementar à ação dos anticorpos. As principais 

proteínas do sistema complemento são nomeadas de C1 a C9. Quando as 

proteínas do complemento encontram-se e interagem com complexos antígenos-

anticorpos, fixam-se nos mesmos, são ativadas e atuam, no local, provocando a 

degradação da membrana e lise da célula atacada. A ativação das moléculas do 

complemento, geralmente implica em sua clivagem e liberação de fragmentos 

maiores (b) com ação enzimática e fragmentos menores (a) quimiotáticos. 

Quando as proteínas do complemento, no exsudato (ou no plasma), interagem 

com os complexos antígenos-anticorpos, fixam-se e são ativadas para atuarem 

enzimaticamente, promovendo da digestão de componentes da membrana à lise 

celular de microrganismos, células estranhas ou infectadas. Os fragmentos C3a e 

C5a liberados do complemento atuam no aumento da expressão do receptor para 

adesão celular endotelial neutrofílico, induzem extravasamento vascular, atraem 

leucócitos por quimiotaxia e estimulam a liberação de histamina por ativação de 

mastócitos (BARRINGTON, et al., 2001).  
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Tabela 1.1: Características básicas dos principais mediadores inflamatórios 

Mediador Origem Ações 

Derivados proteicos 

Histamina 
Mastócitos, basófilos e 

plaquetas 

Ativação de células endoteliais, 

vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular 

Serotonina 

Plaquetas, células 

neuroendócrinas e 

mastócito de roedores 

Vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular 

Neuropeptídeos 

(substância P, 

neurocinina A e CGRP) 

Leucócitos e nervos 

sensoriais 
Vasodilatação e dor 

Citocinas (TNF, IL-1, IL-6, 

IL-17 e quimiocinas) 

Mastócitos, macrófagos, 

linfócitos T e células 

endoteliais 

Ativação de células endoteliais, febre, 

dor, hipotensão, quimiotaxia e 

ativação de leucócitos 

Produtos do sistema 

complemento (C3a, C3b, 

C4a, C5a e MAC) 

Proteínas do complemento 

no plasma 

Vasodilatação, aumento da 

permeabilidade vascular, dano celular 

e recrutamento de células fagocíticas 

Proteases do sistema de 

coagulação 

Proteínas plasmáticas da 

cascata de coagulação e 

sistema fibrinolítico 

Adesão e recrutamento de leucócitos, 

indução da produção de citocinas, 

cininas e prostaglandinas, ativação do 

sistema complemento 

Cininas (Bradicinina) 

Peptídeos vasoativos 

derivados de proteínas 

plasmáticas (cininogênio) 

Vasodilatação, aumento da 

permeabilidade vascular e dor 

Derivados lipídicos 

Prostaglandinas 

(PGI2, PGD2 e PGE2) 

Mastócitos, leucócitos e 

células endoteliais 

Vasodilatação, aumento da 

permeabilidade vascular, dor e febre 

Tromboxanos (TXA2) Plaquetas Vasoconstrição 

Leucotrienos (LTB4, LTC4, 

LTD4 e LTE4) 
Mastócitos e leucócitos 

Vasoconstrição, aumento da 

permeabilidade vascular e quimiotaxia 

Lipoxinas (LXA4) 

Leucócitos, plaquetas, 

células endoteliais e 

fibroblastos 

Anti-inflamatória pró-resolutiva, 

antinociceptiva e ativam a ação 

reparadora de macrófagos 

Fator ativador de 

plaquetas (PAF) 

Mastócitos, plaquetas, 

células endoteliais e 

leucócitos 

Vasodilatação, aumento da 

permeabilidade vascular, aumento da 

adesão dos leucócitos ao endotélio e 

quimiotaxia 
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Derivados gasosos 

Espécies reativas de 

oxigênio ou de nitrogênio 
Leucócitos 

Dano tecidual, aumento da 

permeabilidade vascular, expressão 

de citocinas e de moléculas de 

adesão de leucócitos endoteliais e 

amplificação da reação inflamatória 

Óxido nítrico (NO) Leucócitos e endotélio Vasodilatação e dano tecidual 

 

A reação inflamatória envolve, também, a ativação e recrutamento de 

várias células de defesa, circulantes e teciduais, como leucócitos e mastócitos, 

respectivamente (KUBES, 2002). Os leucócitos são as células inflamatórias mais 

atuantes. Neutrófilos, eosinófilos e basófilos são leucócitos polimorfonucleares, 

com importante ação fagocítica de agentes agressores, predominantes no início 

do processo inflamatório. Macrófagos e linfócitos são leucócitos mononucleares 

essências na defesa e no reparo do tecido lesado, que aparecem 

sequencialmente à instalação da inflamação. Essas e outras células inflamatórias, 

além de agirem diretamente sobre o agente agressor, também são responsáveis 

pela produção de grande número de mediadores químicos, conforme ilustrado na 

figura 1.2 (CONSOLARO, 2009; ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). 

 Células de defesa teciduais, como histiócitos (macrófagos residentes), 

podem ser consideradas células de alarme, responsáveis pela iniciação da 

mobilização de neutrófilos da circulação para a área da injúria. A desgranulação 

de mastócitos e indução de agregação plaquetária na região afetada também 

pode resultar na liberação de mediadores quimiotáticos para monócitos 

(macrófagos circulantes) e outros leucócitos. Após migração e ativação, os 

leucócitos, especialmente macrófagos, tornam-se sintetizadores e liberadores de 

citocinas inflamatórias para o recrutamento de mais células para o tecido alvo. 

Tais condições promovem interação entre os eventos vasculares, bioquímicos e 

celulares que especificam e determinam as manifestações locais e sistêmicas da 

reação inflamatória (CUNHA; FERREIRA, 1986;  BAUMANN; GAULDIE, 1994; 

GREGORY, et al., 2011). 

Uma vez que os leucócitos (neutrófilos e macrófagos) tenham sido 

recrutados para o local da inflamação, eles são ativados por produtos da infecção 
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ou de células lesadas e reconhecem o agente agressor, estabelecendo a sua 

remoção via fagocitose, principalmente (SOEHNLEIN; LINDBON, 2010). Este 

processo envolve três eventos sequenciais: reconhecimento e ligação do material 

a ser englobado pelo leucócito; sua ingestão, com subsequente fusão com o 

lisossomo e formação do vacúolo fagocítico (fagolisossomo) e; morte ou 

degradação do material fagocitado, via espécies reativas de oxigênio ou atividade 

enzimática. Normalmente, durante a atividade fagocítica pode ocorrer 

derramamento de enzimas lisossomais. As enzimas derramadas no meio 

extracelular promovem a destruição tecidual, bem como ativa e/ou desencadeia a 

formação de vários mediadores químicos, podendo intensificar ou prolongar o 

processo inflamatório. Enquanto os neutrófilos estão voltados mais diretamente 

para a fagocitose de bactérias, os macrófagos atuam de forma mais ampla, 

fagocitando partículas inertes, corpos estranhos, microrganismos diversos, restos 

celulares e teciduais, etc. Além de fagocitar, os macrófagos têm grande 

capacidade de síntese e secreção de substâncias envolvidas no processo de 

remodelagem e reparo tecidual (CONSOLARO, 2009; ROBBINS; COTRAN, 

2010). 

Os linfócitos são as células que migram mais tardiamente para o foco 

inflamatório. Os linfócitos de diferentes tipos (T e B) estimulados por antígenos, 

macrófagos ativados ou citocinas, são recrutados e atuam para a persistência da 

resposta inflamatória. Os linfócitos T auxiliares (CD4+, T4 ou helpers), 

especializados em receber a apresentação de antígenos por parte dos 

macrófagos, modulam os eventos inflamatórios, via liberação de mediadores, para 

ativação de linfócitos T citotóxicos e destruição do agente agressor. Os linfócitos 

T citotóxicos (CD8+ ou T8) liberam enzimas e citocinas que induzem lise e 

apoptose em células lesadas ou infectadas, além de liberarem citocinas que 

recrutam e ativam macrófagos. Linfócitos B ativados dão origem aos plasmócitos, 

que produzem anticorpos direcionados ou contra antígenos persistentes no local 

inflamado (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996). 
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Figura 1.2: Mediadores e células inflamatórias. (a) Agentes agressores induzem reação 

inflamatória. (b) Sensibilização de receptores permite a detecção e transdução de sinais 

decorrentes de danos celulares. (c) Sinalização intracelular relacionada à ativação de fatores de 

transcrição e indução de expressão de mediadores químicos. (d) Citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas são produzidas e liberadas para promover a ativação e o recrutamento de células de 

defesa. (e) Neutrófilos e monócitos são atraídos para o local da lesão e atravessam o endotélio 

vascular. Mastócitos e macrófagos residentes no tecido afetado liberam mediadores, promovendo 

vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular e intensificando a migração celular. 

Neutrófilos, macrófagos e células dendríticas participam da fagocitose do agente agressor.  (f) 

Linfócitos (Th0) migram do tecido linfoide para a região inflamada e polarizam a reação 

inflamatória de acordo com o estímulo lesivo. Células Th1 e Th17 liberam mediadores pró-

inflamatórios, Th2 libera mediadores anti-inflamatórios e Threg tem ação reguladora da 

inflamação. (g) A resolução da inflamação é direcionada pela ativação de macrófagos que 

promovem a limpeza e a reparação do tecido. Abreviações: Ag, antígeno; DC, célula dendrítica; 

DAMP, padrões moleculares associados a danos; IFN-Ȗ, interferon-gamma; IL, interleucina; Mφ, 

macrófago; MHC, complex de histocompatibilidade; NF-κB, fator de transcrição kappa B; PAMP, 

padrões moleculares associados a patógenos; RNS, espécies reativas de nitrogênio; ROS, 

espécies reativas de oxigênio; TCR, receptor de linfócitos T; Th, linfócitos T auxiliar; TLR, receptor 

transmembrânico; TNF-α, fator de necrose tumoral α.  Adapatado de Ashley, et al. (2012). 
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Inflamação aguda e crônica 

 

 A reação inflamatória pode ser desencadeada por uma variedade de 

agentes agressores, como, microrganismos, toxinas, isquemia, injúria térmica, 

hipóxia, corpos estranhos ou outro agente que cause lesão tecidual, infecção e 

reações imunes. Estes estímulos lesivos promovem a liberação de mediadores 

inflamatórios que irão agir sobre a microcirculação (arteríolas, vênulas, capilares 

sanguíneos e linfáticos), para propiciar a chegada de substâncias e células de 

defesa à área afetada, caracterizando a inflamação aguda.   

A vasodilatação é uma das primeiras manifestações do processo 

inflamatório que ocorre em virtude da ação de vários mediadores no tecido 

vascular. Qualquer estímulo agressivo capaz de desorganizar e desarranjar os 

tecidos vascularizados, promovendo a presença de proteínas livres no local, ou 

ainda, que atue diretamente sobre os mastócitos, estimula a liberação de 

mediadores vasoativos (HOFSTRA, et al., 2003). Histamina, serotonina, óxido 

nítrico (NO), neuropeptídios e cininas são alguns dos mediadores que causam 

dilatação dos pequenos vasos nas primeiras horas da inflamação. O NO, por 

exemplo, é um gás solúvel que promove vasodilatação pelo relaxamento das 

células musculares lisas vasculares. A histamina, devido sensibilização de 

receptores endoteliais H1, provoca contração do citoesqueleto das células 

endoteliais e separação das junções interendotelias, com consequente 

vasodilatação e aumento da permeabilidade capilar (HUANG; THURMOND, 

2008). 

Com a persistência da agressão, os receptores endoteliais podem ficar 

hiposensíveis à histamina, o que poderia provocar involução do processo 

inflamatório. No entanto, a partir de 1 a 2 horas, a vasodilatação e o aumento da 

permeabilidade vascular são mediados pelas cininas, especialmente bradicinina, 

que estimulam a liberação de NO e atuam também sobre receptores nociceptivos. 

Com 3 a 5 horas, os eventos vasculares permanecem adequados em função das 

prostaglandinas, fundamentais na potencialização dos efeitos da histamina e da 

bradicinina. Estes eventos são acompanhados do aumento do fluxo sanguíneo, 
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congestão vascular e formação de exsudato4, provocando calor, vermelhidão 

(rubor ou eritema), edema e dor no local, sinais clássicos da inflamação aguda 

(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; 

SCHIMD-SCHONBEIN, 2006).  

Nas primeiras horas, a inflamação é essencialmente exsudativa. As 

alterações vasculares iniciais fazem com que ocorra a passagem de líquido com 

alto teor de imunoglobulinas para o tecido lesado. As imunoglobulinas são 

proteínas que funcionam como marcadores de estranheza do agente ao qual se 

ligam, podendo ter atividade inibidora, neutralizadora e imobilizadora direta sobre 

o agressor, decorrente da reação antígeno-anticorpo. A interação das 

imunoglobulinas com o agente agressor também sinaliza para outras substâncias 

atuarem, como as enzimas do sistema complemento ou para reconhecimento dos 

leucócitos (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). 

Gradativamente à formação do exsudato, as células sanguíneas de defesa 

atravessam as paredes dos capilares, migram para área tecidual afetada e nela 

acumulam-se, caracterizando o infiltrado inflamatório. As células do infiltrado 

exercem vários tipos de atividade, destacando-se a fagocitose e liberação de 

substâncias para o meio extracelular a fim de controlar o agente agressor e 

modular o processo de reparo após a injúria tecidual. A exsudação plasmática 

aumenta a viscosidade do sangue, diminui o fluxo sanguíneo no local e aumenta 

a aderência entre as hemácias. Nesta condição de estase, os leucócitos são 

direcionados para a periferia do vaso, ficam em contato com a parede vascular 

(marginação leucocitária), aderem (pavimentação leucocitária) e migram através 

do endotélio (leucodiapedese) em direção aos estímulos quimiotáticos do tecido 

inflamado. A adesão dos leucócitos às células endoteliais depende da exposição 

de moléculas de adesão em ambas superfícies celulares, mediadas pela ação de 

citocinas. As citocinas são secretadas, principalmente, pelas células lesadas, 

mastócitos e macrófagos, para garantir que os leucócitos sejam recrutados ao 

local. As quimiocinas, componentes do sistema complemento e leucotrienos, 

                                                             
4 Exsudato inflamatório: líquido com alto teor proteico, especialmente imunoglobulinas, que sai do vaso 

para tecidos inflamados. 
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agem nos leucócitos aderentes e os estimulam a migrarem através dos espaços 

endoteliais para os tecidos (GREGORY, et al., 2011). 

Na inflamação aguda, os leucócitos polimorfonucleares, especialmente 

neutrófilos, predominam no infiltrado inflamatório durante as primeiras 6 a 24 

horas. Os leucócitos mononucleares, principalmente monócitos/macrófagos, 

chegam ao campo inflamatório mais tardiamente em função de sua menor 

agilidade e reduzida concentração circulante, quando comparadas aos neutrófilos. 

A resolução do processo inflamatório implica na eliminação do agente agressor, 

reabsorção do exsudato, fagocitose e digestão dos detritos celulares, promovendo 

a limpeza e reparo do tecido lesado. Não ocorrendo resolução, o processo se 

mantém com a intensificação do número de leucócitos mononucleares, definindo, 

dessa forma, a cronificação da inflamação. Esta é uma reação lenta que pode 

persistir indefinidamente, destruindo tecidos e promovendo proliferação local de 

células e de tecido conjuntivo. A cronificação implica persistência do agente 

agressor e da resposta inflamatória, porém pode evoluir para a resolução do 

processo; eventualmente pode sofrer surtos de reagudecimento em casos de 

agressões repetidas. Aspectos diferenciais da inflamação aguda e crônica são 

listados na tabela 1.2 (MONTENEGRO; FRANCO, 2004; RANG, et al., 2007;  

CONSOLARO, 2009;  ROBBINS; COTRAN, 2010).  
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Tabela 1.2: Aspectos diferenciais da inflamação aguda e crônica 

Inflamação Aguda Crônica 

Aspectos clínicos 

Instalação súbita e incapacitante. Duração 

breve, em média 1 a 3 dias. Sintomas locais: 

edema, hipertermia, eritema e dor. Sintomas 

sistêmicos: febre, mialgia, prostração, astenia, 

cefaleia e mal estar. 

Instalação de forma insidiosa 

ou logo após um quadro clínico 

agudo marcante 

Duração prolongada, de 

semanas a meses. Baixa 

sintomatologia e manifestações 

sistêmicas limitadas. 

Padrões 

morfológicos 

Exsudato exuberante com grande quantidade 

de mediadores inflamatórios e imunoglobulinas. 

Infiltrado polimorfonuclear predominantemente 

neutrofílico. Significante destruição celular 

Exsudato moderado com 

mediadores celulares e 

teciduais. Infiltrado volumoso 

com predomínio de macrófagos 

e linfócitos. Presença de 

componentes de reparo e 

remodelagem tecidual 

Características 

gerais 

Predomina eventos vásculo-exsudativos e 

fenômenos inflamatórios que causam lesão 

vascular e tecidual. Vasodilatação da 

microvasculatura, aumento da permeabilidade 

vascular, lentificação do fluxo sanguíneo e 

acúmulo de fluido e de leucócitos no tecido 

extravascular. 

Predomina fenômenos 

produtivos e proliferativos, 

como angiogênese, fibrogênese 

e proliferação celular local. 

Formação de granulomas 

(aglomeração de macrófagos e 

linfócitos ao redor do agente 

agressor) para evitar a 

proliferação e disseminação da 

agressão ou levar ao reparo 

tecidual. 
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Peçonhas Botrópicas 
 

 

 

 

 

 

 

 Peçonhas são secreções glandulares animais repletas de substâncias 

biologicamente ativas que garantem diferenciada estratégia de defesa e de 

captura de alimento. A peçonha é formada por uma complexa mistura de 

proteínas, peptídeos e outras substâncias orgânicas e inorgânicas, produzida por 

glândulas específicas (TU, 1996). As serpentes peçonhentas podem ser 

reconhecidas pela presença de dentes ou presas especiais para inoculação da 

peçonha, localizados na região do maxilar superior (WARRELL, 2010). As 

espécies peçonhentas brasileiras são classificadas em quatro gêneros principais: 

Micrurus, Lachesis, Crotalus e Bothrops. Segundo a Sociedade Brasileira de 

Herpetologia, são conhecidas 26 espécies de serpentes do gênero Bothrops, 

distribuídas em todo o território brasileiro (BERNARDE, 2014, COSTA; BERNILS, 

2014). Essas serpentes são responsáveis por cerca de 30.000 acidentes por ano 

no Brasil (KASTURIRATNE, et al., 2008). Apesar da baixa letalidade, as 

patologias decorrentes do envenenamento botrópico são consideradas relevantes 

problemas de saúde pública, podendo levar à alterações físicas permanentes e 

incapacitantes nas vítimas de acidentes ofídicos (GUTIÉRREZ, et al., 2010).  
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Composição e efeitos da peçonha 

 

A peçonha ofídica é rica em proteínas, enzimas e peptídeos, além de 

outros componentes orgânicos e inorgânicos, especialmente cátions metálicos, 

conforme listado na figura 1.3 (TU, 1996; RAMOS; SELISTRE-ARAUJO, 2006). 

Nas peçonhas de espécies Bothrops, esses componentes são responsáveis por 

efeitos locais e sistêmicos típicos do envenenamento. As principais manifestações 

sistêmicas são relacionadas a distúrbios de coagulação sanguínea, com 

complicações como hipotensão e hipovolemia, decorrente da perda de líquidos e 

de sangramentos, que podem contribuir para um quadro de choque e insuficiência 

renal aguda associada a problemas cardiovasculares. Os efeitos locais do 

envenenamento, tais como edema, dor, hemorragia e necrose, são marcantes, 

ocorrem rapidamente e podem levar a amputação e/ou déficit funcional do 

membro acometido (NISHIOKA; SILVEIRA, 1992; GUTIÉRREZ, et al., 2010). 

No envenenamento, as proteínas e peptídeos não enzimáticos da peçonha 

contribuem para a citotoxidade e necrose em diferentes tecidos. Alguns dos 

componentes não enzimáticos da peçonha são: miotoxinas PLA2-like, 

desintegrinas, toxinas three-finger, lectinas tipo-C, peptídeos potenciadores de 

bradicinina, proteínas de secreção ricas em cisteína (CRISP), peptídeo 

natriurético, fatores de crescimento endotelial vascular, inibidores de 

serinoproteases e outros (RAMOS; SELISTRE-ARAUJO, 2006; LOMONTE; 

RANGEL, 2012). Esses componentes podem se ligar a receptores específicos, 

canais iônicos ou proteínas plasmáticas e causar alterações em mecanismos 

fisiológicos importantes do organismo animal. Por isso, eles têm sido alvo de 

estudos moleculares há anos, e têm contribuído com avanços farmacológicos 

importantes (MCCLEARY; KINI, 2013).  

As desintegrinas, por exemplo, são uma família de polipeptídios (40 a 100 

aminoácidos) ricos em cisteína que agem bloqueando seletivamente a função de 

receptores de integrinas ȕ1 e ȕγ, importantes em processos de adesão e 

reconhecimento celular. Elas têm sido estudadas como potenciais agentes 

terapêuticos para trombose arterial, metástases tumorais, inflamação, infarto do 

miocárdio e outros distúrbios biológicos (CALVETE, 2013).  



 

 

19 

 

A descoberta do peptídeo potenciador de bradicinina da peçonha de 

Bothrops jararaca deu origem a fármacos anti-hipertensivos, como Captopril® e 

Enalapril® (FERREIRA, 1965). Já a Botrocetin, uma lectina tipo-C da mesma 

peçonha, é usada no diagnóstico de coagulopatias (READ; SHERMER; 

BRINKHOUS, 1978; USAMI, et al., 1993).  

As toxinas da peçonha causam lesões vasculares que desencadeiam 

hemorragia e reação inflamatória local. O aumento da permeabilidade vascular, 

extravasamento de proteínas e mediadores inflamatórios levam a formação de 

edema, geralmente acompanhado de dor e de necrose no local da picada. 

Enzimas são os principais responsáveis pelos eventos inflamatórios e lesões 

locais, bem como por alterações sistêmicas relacionadas à hemostasia 

(TASHIMA, et al., 2008; TEIXEIRA, et al., 2009; ZYCHAR, et al., 2010; KINI; FOX, 

2013). Dentre os componentes enzimáticos das peçonhas ofídicas encontram-se: 

metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2, fosfodiesterases, 

colinesterases, L-aminoácido-oxidases (LAAOs), nucleosidases, hialuronidases, 

entre outros (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2013; FOX, 2013; MARKLAND Jr; 

SWENSON, 2013; SERRANO, 2013). Na peçonha da serpente B. alternatus, por 

exemplo, as proteases representam mais de 60% dos componentes enzimáticos, 

seguidas pelas fosfolipases (7,8%). Estes componentes são predominantes na 

peçonha de grande parte das serpentes do gênero Bothrops, e determinam as 

manifestações clínicas dos acidentes (OHLER, et al., 2010).  

As metaloproteases são as proteínas mais abundantes da peçonha 

botrópica, em algumas espécies representam mais de 50% dos componentes, e 

são as principais causadoras de eventos hemorrágicos. As serinoproteases de 

peçonhas de serpentes são bem conhecidas por causarem distúrbios de 

coagulação, devido à proteólise, inibição ou ativação de componentes do sistema 

hemostático. Enquanto as fosfolipases A2 contribuem, especialmente, para os 

efeitos citotóxicos e inflamatórios do envenenamento botrópico (GUTIÉRREZ, et 

al., 1995; GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000; GUTIÉRREZ, et al., 2009; 

CARDOSO, et al., 2010; ZYCHAR et al., 2010). 
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Análises experimentais dos efeitos locais induzidos por peçonhas de 

diferentes serpentes do gênero Botrhops demonstram que a variabilidade da 

composição das peçonhas influencia na diversificação dos efeitos provocados 

(QUEIRÓZ; MARQUES; SANTO NETO, 2002; TEIXEIRA, et al., 2003a; 

QUEIROZ, et al., 2008; GUTIÉRREZ, et al., 2009a; NASCIMENTO, et al., 2010; 

MOREIRA, et al., 2012; GAY, et al., 2013; LAINES, et al., 2014; WANDERLEY, et 

al., 2014). A grande quantidade de proteases e fosfolipases A2 na peçonha 

botrópica contribui para a predominância de efeitos hemorrágicos e inflamatório 

locais, característicos destes acidentes odídicos (TASHIMA, et al., 2008; OHLER, 

et al., 2010; QUEIROZ, et al., 2008; ZYCHAR, et al., 2010). Os efeitos 

hemorrágicos, por exemplo, podem ser desencadeados devido a alterações 

vasculares ocadionadas pela ação proteolítica das metaloproteases da peçonha 

(SVMPs) (FOX; SERRANO, 2008; GOMES, et al., 2009;  LOPES, et al., 2009; 

MORAIS, et al., 2012; MARKLAND Jr.; SWENSON, 2013). A toxicidade induzida 

por fosfolipases A2 (PLA2) botrópicas pode estar associada à ação enzimática ou 

citotóxica destas proteínas sobre a membrana celular de diferentes componentes 

teciduais (CHACUR, et al., 2003; DENNIS, et al., 2011; MAMEDE, et al., 2013). 

Através de diferentes mecanismos, as toxinas botrópicas podem provocar dano 

tecidual direto e induzir reação inflamatória local (TEIXEIRA, et al., 2003; 

BONAVITA, et al., 2006;  TEIXEIRA, et al., 2009; NASCIMENTO, et al., 2010; 

ZYCHAR, et al., 2010). A seguir são descritas as proteínas mais abundantes na 

peçonha botrópica: metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A2. 

 

Metaloproteases 

 

As metaloproteases de peçonhas de serpentes (SVMPs5) são 

caracterizadas pela dependência catalítica de íons metálicos e pela grande 

diversidade estrutural e funcional (GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000). As SVMPs, 

                                                             
5 SVMPs: sigla do inglês snake venom metalloproteinases. 
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em geral, são zinco dependentes (metzincinas) e apresentam uma sequência 

peptídica metal-ligante com três resíduos de histidina e uma glicina, constituindo o 

domínio catalítico metaloprotease. De acordo com a organização de domínios não 

enzimáticos adicionais, as SVMPs foram distribuídas em três classes principais: 

P-I, P-II e P-III, conforme representado na figura 1.4. A classe P-I apresenta 

proteínas com massa molecular entre 20 e 30 kDa que contêm apenas o domínio 

catalítico. As proteases de 30 a 60 kDa compõem a classe P-II, constituídas pelos 

domínios metaloprotease e desintegrina. A classe P-III compreende as enzimas 

com massas molares entre 60-100 kDa, contém os domínios desintegrina-like 

(semelhante a desintegrina) e  rico em cisteína adicionais ao domínio 

metaloprotease. As classes P-II e P-III são divididas em diferentes subclasses, de 

acordo com processamento proteolítico ou dimerização. Subunidades 

semelhantes à lectina tipo C são encontradas associadas por pontes dissulfeto a 

metaloproteases P-III, configurando a subclasse P-IIId (FOX; SERRANO, 2008).  

Diversos efeitos biológicos da peçonha ofídica são atribuídos às SVMPs, 

especialmente hemorragia, o que contribui significativamente para a letalidade do 

envenenamento. A ação proteolítica das metaloproteases sobre componentes 

vasculares compromete a interação entre células endoteliais e a membrana basal, 

causando lesão vascular e extravasamento sanguíneo, local e sistêmico 

(KAMIGUTI, et al., 1996; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). As três 

classes de metaloproteases podem ter atividade hemorrágica, no entanto, a 

presença de domínios não catalíticos parece potencializar esta ação. A classe PI 

contêm proteases relacionadas a eventos hemorrágicos locais discretos ou 

ausentes. As metaloproteases P-II são menos representativas na peçonha 

botrópica, mas análises transcriptômicas revelam precursores desta classe em B. 

atrox, B. jararaca e B. neuwiedi (CIDADE, et al., 2006;  NEIVA, et al., 2009; 

MOURA-DA-SILVA, et al., 2011). Já as P-III são predominantes na peçonha 

botrópica e as mais potentes toxinas hemorrágicas, pois a presença dos domínios 

não catalíticos favorecem a fixação e ação direcionada sobre componentes 

específicos da microvasculatura (ESCALANTE, et al., 2011). Além da atividade 

hemorrágica, as SVMPs também apresentam atividades fibrinogenolítica, 

apoptótica, pró-inflamatória, ativação ou inibição de fatores de coagulação, entre 
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outras (FOX; SERRANO, 2008; TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012; 

MARKLAND Jr.; SWENSON, 2013).  

 
Figura 1.4: Representação esquemática da classificação das SVMPs. À esquerda está 

representada a origem genômica das subclasses das metaloproteases e à direita a estrutura das 

proteínas secretadas, indicando as modificações pós-traducionais. Na representação genômica e 

proteômica os termos indicam: P, peptídeo sinal; Pro, pró-domínio, Proteinase, domínio 

metaloprotease; S, sequência espaçadora; Dis, domínio desintegrina; Dis-Like, domínio 

semelhante a desintegrina; Cys-Rich, domínio rico em cisteína; Lec, domínio rico em lectina; (?) 

processos ainda não identificados. Modificado de  Fox, et al. (2008). 

 

Serinoproteases  

 

Serinoproteases são enzimas estruturalmente caracterizadas por um 

mecanismo catalítico comum que inclui um resíduo de serina altamente reativo, 

associado a resíduos de histidina e aspartato em seu sítio ativo. Elas apresentam 

vários resíduos de cisteína, que formam pontes dissulfeto na molécula e, muitas 

delas, podem ser consideradas glicoproteínas, por apresentarem variados sítios 
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de glicosilação. Geralmente são proteínas de cadeia única e com massa 

molecular variando de 26 a 67 kDa, dependendo do conteúdo de carboidratos na 

molécula. As serinoproteases são consideradas enzimas proteolíticas 

semelhantes à tripsina, que clivam ligações peptídicas em regiões que contêm 

resíduos de arginina ou lisina e que são altamente específicas para o substrato 

(SERRANO; MAROUN, 2005;  SERRANO, 2013).  

As serinoproteases de peçonhas de serpentes (SVSPs6) são conhecidas 

como enzimas que afetam a hemostasia. Elas agem sobre a agregação 

plaquetária, em diversos fatores da cascata de coagulação, nos sistemas 

fibrinolítico e calicreína-cinina, causando distúrbios hemostáticos comuns do 

envenenamento ofídico (Fig. 1.5). Muitas SVSPs que têm atividade 

fibrinogenolítica semelhante à trombina plasmática, com ação coagulante sobre o 

fibrinogênio, são classificadas como proteases trombina-símile (ou thrombin-like). 

Algumas serinoproteases podem ter também atividade fibrinolítica ou agir sobre 

outros fatores da cascata de coagulação, como plaquetas, protrombina, proteína 

C, fatores V, VIII, XIII e plasminogênio, causando reações pró ou anticoagulante. 

Existe também um grupo de serinoproteases semelhantes à calicreína (ou 

kallikrein-like). Elas têm ação proteolítica sobre o cininogênio plasmático e 

promovem liberação de bradicinina, causando redução da pressão sanguínea 

(MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000;  SERRANO, 2013).  

Em virtude desses efeitos, várias SVSPs têm sido estudadas para 

aplicação em tratamentos e diagnósticos de coagulopatias e doenças cardíacas. 

Batroxobin é uma thrombin-like comercialmente conhecida como Reptilase®, 

quando originada da peçonha de B. atrox, ou Defibrase®, proveniente de B. 

moojeni. Essas serinoproteases são usadas como agente desfibrinogenante em 

medicamentos antitrombóticos, em testes de quantificação de fibrinogênio 

plasmático, de desfibrino(ge)nemias e no tratamento de infarto do miocárdio 

(FUNK, et al., 1971; LATALLO; LOPACIUK, 1973; MARSH; WILLIANS, 2005). A 

Batroxobin também originou o medicamento Vivostat®, usado como um selante 

                                                             
6 SVSPs: sigla do inglês snake venom serinoproteinases. 
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de fibrina em procedimentos cirúrgicos (KJAERGARD, et al., 1997; SERRANO, 

2013).  

 

Figura 1.5: Representação esquemática da ação das SVSPs sobre a hemostasia. Os termos 

delimitados por retângulos representam o sistema hemostático; em rosa os compomentes da 

cascata de coagulação; em azul do sistema de fibrinólise e em verde componentes do sistema 

calicreína-cinina; os termos escritos em azul apontados com setas descontínuas indicam a ação 

de serinoproteases isoladas de peçonhas ofídicas. Adaptado de  SERRANO, 2013. 

 

Fosfolipases A2 

  

Fosfolipases são proteínas com diferentes ações biológicas relacionadas à 

hidrólise de fosfolipídios, encontradas em diversos animais, incluindo mamíferos, 

artrópodes e serpentes.  As fosfolipases A2 (PLA2)
7 são enzimas que catalisam a 

                                                             
7 PLA2: abreviação em inglês de phospholipase A2. 
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hidrólise específica da ligação 2-acil-éster de fosfolipídios, promovendo a 

liberação de ácidos graxos, como ácido araquidônico e lisofosfolipídios (Fig. 1.6) 

(DEENEN; VAN; DE HAAS, 1963). Estes são precursores de moléculas 

sinalizadoras como eicosanoides e fator ativador de plaquetas (PAF), 

respectivamente, os quais estão relacionados à reação inflamatória. As PLA2 

compõem uma superfamília de enzimas com considerável homologia estrutural 

classificadas como: secretadas (sPLA2), citolósicas (cPLA2), independentes de 

Ca2+ (iPLA2), acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH), 

associadas a lipoproteínas e lisossomais. De acordo com características 

estruturais e gênicas, massa molecular, perfil de pontes dissulfeto, especificidade 

de substrato fosfolipídico, sequência peptídica, sensibilidade ao Ca2+ e atividade 

catalítica, essas enzimas são distribuídas em vários grupos e subgrupos. (SIX; 

DENNIS, 2000; KUDO; MURAKAMI, 2002; SCHALOSKE; DENNIS, 2006;  

DENNIS, et al., 2011).  

 

Figura 1.6: representação da ação enzimática de PLA2: hidrólise de fosfolipídios na ligação 2-acil-

éster, com liberação de ácidos graxos. X indica qualquer grupo polar da cabeça do fosfolipídio; R1 

e R2 são os radicais de ácidos graxos da molécula. Retirado de DENNIS, et al., 2011.  

 

 Na peçonha de serpentes são encontradas sPLA2 de baixa massa 

molecular (13-15 kDa) (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). No envenenamento, 

geralmente, são associadas ao bloqueio da transmissão neuromuscular e à 

miotoxicidade, que paralisa a presa e promove intensa degeneração tecidual 

(KINI; EVANS, 1989;  WARRELL, 1996; KINI, 2003). As sPLA2 contêm cerca de 7 

pontes dissulfeto em sua estrutura polipeptídica, apresentam resíduo de histidina 

(His48) no sítio ativo e requerem íons Ca2+ como cofator catalítico. A presença do 

resíduo de aspartato na posição 49 é essencial para a ligação de Ca2+ e 

estabelecimento da função catalítica nas chamadas PLA2 Asp49 (ARNI; WARD, 

1996;  MAGRO, et al., 2009). No entanto, algumas sPLA2 ofídicas podem 
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apresentar variações do resíduo 49 e conterem o resíduo de lisina em 

substituição ao aspartato, o que compromete a ligação de Ca2+ no catalítico. 

Consequentemente, as PLA2 Lys49 são desprovidas de atividade fosfolipásica 

típica dessa classe de enzimas, mas podem apresentar alta toxicidade, sendo 

bastante investigadas pela atuação como miotoxinas (OWNBY, et al., 1999; 

LOMONTE; RANGEL, 2012). 

 Apesar da similaridade estrutural, as PLA2 de peçonhas de serpentes 

exibem grande variedade de efeitos, relacionados ou não à atividade catalítica, 

como ações neuro e miotóxicas, hemolítica, edematogênica, hiperalgésica, 

hipotensora, pró-inflamatória, bactericida, anticoagulante e antiplaquetária. A 

caracterização bioquímica, estrutural e farmacológica das PLA2 contribui para 

elucidar a relação entre estrutura e função nessas proteínas, com propósito de 

compreender o mecanismo de ação dessas enzimas multifuncionais, fundamental 

para o avanço na terapia antiofídica e no desenvolvimento de ferramentas 

moleculares para estudo de patologias associadas (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 

2013).   
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Resumo 
 

O envenenamento botrópico é caracterizado por graves danos locais, 

desencadeados pela toxicidade dos componentes da peçonha e agravados pela 

consequente inflamação induzida. Apesar da baixa letalidade, as patologias 

decorrentes deste acidente ofídico são consideradas relevantes problemas de 

saúde pública, podendo levar a alterações físicas permanentes e incapacitantes 

nas vítimas. Por isso, este trabalho avaliou os efeitos inflamatórios locais 

causados por várias toxinas botrópicas. O edema, a hiperalgesia e a mionecrose 

foram avaliados pela injeção intraplantar ou intramuscular de 50 µg de diferentes 

proteínas e peçonhas de origem botrópica na pata de animais experimentais. 

Para verificar a contribuição dos diferentes componentes da peçonha nestes 

efeitos, a ação de proteínas isoladas foi comparada à da correspondente peçonha 

botrópica. A caracterização farmacológica da reação inflamatória induzida por 

algumas toxinas também foi avaliada. Com relação às toxinas avaliadas, as 

metaloproteases da classe P-I foram as que induziram efeitos edematogênico e 

hiperalgésico mais significativos. A ação inflamatória dessas proteínas é mediada, 

principalmente, por eicosanoides e histamina. As metaloproteases também 

contribuem para o efeito miotóxico das peçonhas de B. alternatus, B.moojeni, B. 

leucurus e B. pauloensis. A mionecrose induzida por essas peçonhas apresenta 

alterações histológicas similares, caracterizadas pela intensa degeneração das 

fibras musculares, focos hemorrágicos em algumas regiões do tecido e presença 

de infiltrado inflamatório. Assim, como as metaloproteases, as serinoproteases e 

as fosfolipases A2 também participam do efeito miotóxico induzidos pelas 

peçonhas botrópicas de origem. Nossos resultados indicam a efetiva contribuição 

das metaloproteases na indução de edema, hiperalgesia ou mionecrose e a 

relativa participação de serinoproteases e fosfolipases A2 na reação inflamatória 

local das peçonhas botrópicas. 
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Introdução 
 

No Brasil, mais de 70% dos acidentes ofídicos são causados por serpentes 

do gênero Bothrops (BRASIL, 2009). Nestes acidentes, a inflamação local 

marcante é evidenciada pelo desenvolvimento de edema, mionecrose, dor e 

hemorragia (TEIXEIRA, et al., 1994; CARDOSO, et al., 2003; BERNARDE, 2014). 

Apesar da baixa mortalidade causada pelo envenenamento botrópico, os danos 

locais são severos e podem provocar sequelas graves e permanentes, decorrente 

da rápida ação da peçonha e ineficácia do tratamento (GUTIÉRREZ; 

THEAKSTON; WARREL, 2006; GUTIÉRREZ, et al., 2009; ISBISTER, et al., 2009; 

QUEIROZ, et al., 2008). A ação proteolítica e citotóxica de componentes da 

peçonha, associada à inflamação desencadeada, podem contribuir para o 

agravamento dos efeitos locais do acidente ofídico (BONAVITA, et al., 2006;  

TEIXEIRA, et al., 2009; NASCIMENTO, et al., 2010; ZYCHAR, et al., 2010).  

A inflamação, definida como uma reação imunobiológica a lesões e 

agentes nocivos, é um mecanismo fisiopatológico relevante para o progresso da 

lesão tecidual induzida pelo envenenamento ofídico (VORONOV; APTE; SOLER, 

1999; MAJNO; JORIS, 2004). O reconhecimento inicial da resposta inflamatória 

leva a produção e/ou liberação de diversos mediadores químicos e culmina na 

ativação e recrutamento de células de defesa para contenção da infecção ou do 

dano tecidual (GRANGER; KUBES, 1994). Através de diferentes mecanismos de 

ação, as toxinas ofídicas podem provocar lesão tecidual e induzir reação 

inflamatória local e sistêmica (TEIXEIRA, et al., 2003; MOURA-DA-SILVA; 

BUTERA; TANJONI, 2007; OLIVO, et al., 2007; NASCIMENTO et al.,2010; 

ZYCHAR, et al., 2010 WANDERLEY, et al., 2014). A vasodilatação e o aumento 

da permeabilidade vascular, mecanismos primários do processo inflamatório que 

levam a formação de edema, dependem da ativação de mediadores específicos, 

como histamina e eicosanoides. Com o extravasamento plasmático ocorre a 

ativação de maior quantidade de mediadores, bem como a liberação de fatores de 

coagulação e fibrinolíticos, componentes do sistema complemento e citocinas, 

além da indução de migração de células de defesa. A ativação de mastócitos, por 

exemplo, favorece a liberação de histamina, um dos principais mediadores 
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vasoativos, o que intensifica a formação de edema no local da lesão (HOFSTRA, 

et al., 2003). 

As toxinas ofídicas e outros estímulos lesivos também promovem a 

liberação de substâncias que agem sobre as fibras nervosas no local da 

inflamação (MCMAHON, CAFFERTY; MARCHAND, 2005). A percepção dolorosa 

aumentada em resposta à hipersensibilização de nociceptores por substâncias 

tóxicas ou mediadores inflamatórios é denominada hiperalgesia (HADDAD, 2007).  

A bradicinina é considerada um dos mediadores mais importantes da 

hiperalgesia. Os neurônios sensitivos apresentam receptores B2 para bradicinina, 

cuja estimulação desencadeia aumento da permeabilidade a sódio e cálcio, com 

consequente ativação de fibras nervosas, liberação de neuropeptídeos, além da 

produção de ácido araquidônico e eicosanoides (DRAY, 1995). A bradicinina, 

ainda, pode ativar células endoteliais que produzem óxido nítrico (NO), podendo 

também contribuir na formação de edema (BUSCONI; MICHEL, 1993, BARBOSA, 

et al., 2003). Histamina, serotonina, adrenalina, citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 e TNFα), 

eicosanoides, e óxido nítrico (NO) também estão envolvidos na nocicepção. 

Estudos experimentais evidenciaram que o efeito hiperalgésico induzido por 

peçonhas ofídicas é mediado, principalmente, por eicosanoides e bradicinina 

(TEIXEIRA, et al., 1994; CHACUR, et al., 2001; CHACUR, et al., 2003). 

O agravamento dos danos provocados pela ação das toxinas ofídicas 

associado à persistência do processo inflamatório pode fazer o quadro local 

evoluir para necrose e, muitas vezes, determinar a perda do membro afetado 

(CARDOSO, et al., 2003; GUTIÉRREZ; THEAKSTON; WARREL, 2006). A 

necrose é um processo patológico de morte celular, caracterizado pela perda, 

parcial ou completa, da arquitetura e funcionalidade tecidual (MONTENEGRO; 

FRANCO, 2004). Nos acidentes ofídicos a necrose pode ocorrer por diferentes 

mecanismos. A necrose muscular (mionecrose), por exemplo, é causada pela 

ação direta de fosfolipases A2 miotóxicas sobre a membrana das células 

musculares, pelas alterações vasculares ocasionadas por metaloproteases ou por 

proteínas miotóxicas que interferem no controle iônico dessas fibras (HARRIS, 

2003; GUTIÉRREZ, et al., 2009). Outra característica deste processo é a 

presença de infiltrado leucocitário no local da lesão. Os leucócitos ativados 
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liberam mediadores inflamatórios, como citocinas e eicosanoides, que amplificam 

o recrutamento de células fagocíticas e contribui para o processo de necrose 

(VORONOV; APTE; SOLER, 1999). O componente celular deste processo é 

representado, primordialmente, por leucócitos mono ou polimorfonucleados. Nos 

estágios iniciais, a célula fagocítica predominante é o neutrófilo, responsável pela 

eliminação de agentes lesivos. Os macrófagos são observados em fases mais 

tardias e crônicas da inflamação, estando associados à fagocitose de restos 

celulares e de reparo e regeneração tecidual da área inflamada (ZAMUNER, et 

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

Existem diversos métodos experimentais empregados no estudo da 

inflamação, muitos deles utilizados para a investigação do efeito inflamatório 

induzido pelas peçonhas ofídicas. Por exemplo, as análises bioquímica e 

farmacológica do exsudato inflamatório, do edema e da hiperalgesia induzidos 

pelas peçonhas botrópicas, permitem inferir o tipo de mediadores e células 

inflamatórias predominantes nesses eventos (CHACUR, et al., 2001; FARIA, et 

al., 2001; CHACUR, et al., 2002; BARBOSA, et al., 2003; TEIXEIRA, et al., 2009; 

NASCIMENTO, et al., 2010; GUIMARAES-SOUZA, et al., 2012; MOREIRA, et al., 

2012). A análise dos efeitos provocados pela peçonha bruta ou por proteínas 

isoladas elucida o papel das diferentes toxinas ofídicas na indução da reação 

inflamatória  (CHACUR, et al., 2003; TEIXEIRA, et al., 2003; ZULIANI, et al., 

2005;  MOURA-DA-SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007; LOPES, et al., 2009; 

ZYCHAR, et al., 2010).  

A ação tóxica dos diversos componentes das peçonhas ofídicas pode 

provocar danos teciduais que levam a ativação de diferentes células e 

mediadores inflamatórios. O envenenamento botrópico é caracterizado por graves 

danos locais, desencadeados pela citoxicidade de componentes da peçonha e 

agravados pela consequente inflamação induzida (CHACUR, et al., 2001; 

TEIXEIRA, et al., 2005; BONAVITA, et al., 2006; NASCIMENTO, et al., 2010; 

ZYCHAR, et al., 2010). A investigação da reação inflamatória, induzida pelas 

toxinas ofídicas, permite a caracterização dos mecanismos farmacológicos e 

fisiopatológicos envolvidos em danos teciduais ocasionados pelas peçonhas de 

serpentes. A tabela 2.1 apresenta a caracterização dos principais efeitos 



 

 

43 

 

inflamatórios locais induzidos por serpentes brasileiras do gênero Bothrops, 

estudadas nos últimos 10 anos.  

 

Tabela 2.1: Efeitos inflamatórios locais induzidos por peçonhas botrópicas. 

Serpente1 Efeitos locais da peçonha2 Referências 

B. alternatus 
Mionecrose com infiltrado leucocitário e 

hemorragia 
Mamede, et al., 2013 

B. atrox 

Inflamação aguda 

Mionecrose com infiltrado leucocitário, 

hemorragia e edema celular 

Escocard, et al., 2006;  

Moreira, et al., 2012 

B. 

itapetiningae 

Edema intraplantar (30% em 1h) 

Mionecrose com infiltrado leucocitário, 

hemorragia e degeneração gordurosa 

Oliveira Jr., et al., 2012 

B. jararaca 

Edema intraplantar (80% em 2h) 

Hiperalgesia (40% em 2h) 

Mionecrose com presença de infiltrado 

leucocitário e hemorragia 

Zychar, et al., 2010;  

Silva, et al., 2012; 

Patrão-Neto, et al., 2013 

B. 

jararacussu 

Edema intraplantar (75 - 150% em 1h) 

Hiperalgesia (80% em 3h) 

Mionecrose com infiltrado leucocitário e edema  

Souza, et al., 2011;   

Patrão-Neto, et al., 2013;   

Wanderley, et al., 2014 

B. leucurus 

Edema intraplantar (25% em 1h) 

Mionecrose com presença de infiltrado 

leucocitário e hemorragia 

Gomes, et al., 2011;   

Nunes, et al., 2011 

B. 

marajoensis 
Mionecrose discreta com edema intercelular Cavalcante, et al., 2011 

B. moojeni 

Edema intraplantar (80 - 150% em 1h) 

Mionecrose com presença de infiltrado 

leucocitário e hemorragia 

Nascimento, et al., 2010; 

Nadur-Andrade, et al., 2012; 

Queiroz, et al., 2014 

B. neuwiedi 

Edema intraplantar 

Mionecrose com infiltrado leucocitário e 

hemorragia e edema celular 

Reis, et al., 2014 

B. 

pauloensis 

Edema inflamatório (75 - 80% em 1h) 

Mionecrose com infiltrado leucocitário 

Rodrigues, et al., 2007; 

Oliveira, et al., 2009 
1Espécies de serpentes identificadas no Brasil, conforme listagem da Sociedade Brasileira de Herpetologia 

(Costa, et al., 2014). 2Efeitos inflamatórios locais induzidos por peçonhas botrópicas em cobaias. 
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Vários estudos com toxinas isoladas de peçonhas botrópicas abordam as 

manifestações locais e sistêmicas dos acidentes com serpentes. No entanto, a 

compreensão da reação inflamatória desencadeada pelo envenenamento ofídico 

ainda é fragmentada e complexa.  Além disso, a variabilidade da composição das 

peçonhas pode contribuir para a diferenciação dos efeitos e dos mecanismos 

inflamatórios. As metaloproteases de peçonhas de serpentes (SVMPs), por 

exemplo, podem causar a proteólise de componentes vasculares, contribuindo 

com eventos exsudativos e hemorrágicos do envenenamento (FOX; SERRANO, 

2008;  MARKLAND Jr; SWENSON, 2013). Os domínios desintegrina e cisteína 

adicionais destas proteases podem ativar células e vias inflamatórias específicas  

(TEIXEIRA, et al., 2005; LOPES, et al., 2009; ZYCHAR, et al., 2010). Por outro 

lado, as serinoproteases (SVSPs) pouco contribuem para a reação inflamatória 

local induzida por peçonhas botrópicas, mas têm sido amplamente investigadas 

por causarem distúrbios de coagulação e outras alterações sistêmicas 

relacionadas à hemostasia (SARAVIA-OTTEN, et al., 2004; MENALDO, et al., 

2013). As fosfolipases A2 (PLA2) são importantes agentes miotóxicos da peçonha 

botrópica e sua toxidade pode estar associada à ação direta sobre fosfolipídios de 

membrana, com consequente dano tecidual, ativação de nociceptores e de vários 

mediadores inflamatórios (CHACUR, et al., 2003; TEIXEIRA, et al., 2003; 

SERRANO, et al., 2005; ZYCHAR, et al., 2010, DENNIS, et al., 2011). A tabela 

2.2 apresenta um levantamento de características e efeitos de diversas proteínas 

isoladas de peçonhas de B. alternatus e B. moojeni, duas serpentes de relevância 

epidemiológica no Brasil. 

Tabela 2.2: Classificação e efeitos de metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A2 isoladas 

de peçonhas de B. alternatus e B. moojeni nos últimos 10 anos. 

Toxinas botrópicas Características/Efeitos Referência 

                   Metaloproteases 

B. 

alternatus 

Baltergin 
Classe P-III, 55 kDa, proteolítica, hemorrágica, 

edematogênica e miotóxica 

Gay, et al., 

2005 

BaltMP-I/ II 
Classe P-I, 29/36 kDa, proteolíticas e 

anticoagulantes 

Costa, et 

al., 2007 
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B. 

moojeni 

BmooMPα-I 
Classe P-I, 24,5 kDa, proteolítica, antitrombótica e 

anticoagulante 

Bernardes, 

et al., 2008 

BthMP 

Classe P-I, 23,5 kDa, proteolítica, pouco 

hemorrágica, antitrombótica, anticoagulante, 

edematogênica e miotóxica 

Gomes, et 

al., 2009 

BmooFIBMP-I Classe P-I, ~23 kDa, proteolítica, não hemorrágica 
Torres, et 

al., 2012 

Moojenin 

Classe P-III, proteolítica, não hemorrágica, 

coagulante, anticoagulante, miotóxica, não 

edematogênica, não hiperalgésica 

Morais, et 

al., 2012 

BmooMPα-II 
Classe P-I, 22,5 kDa, proteolítica, não hemorrágica, 

antiplaquetária e miotóxica 

Queiroz, et 

al., 2014 

                  Serinoproteases 

B. 

alternatus 

Bhalternin Thrombin-like, 31,5 kDa, proteolítica e miotóxica 
Costa, et 

al., 2010 

SPBA 32 kDa, proteolítica 
Oliveira, et 

al., 2013 

B. 

moojeni 
BMIIB32/35 

Thrombin-like, 32/35 kDa, proteolíticas, coagulantes e 

anticoagulantes 

Oliveira, et 

al., 2013 

                 Fosfolipases A2 

B. 

alternatus 

BaTX 
Subgrupo Lys49 básica, ~14 kDa, não enzimática, 

citotóxica, edematogênica e miotóxica 

Ponce-

Soto, et al., 

2007 

Ba SpII RP4 
Subgrupo Asp49 ácida, ~14 kDa, fosfolipásica, 

ematogênica e anticoagulante, não miotóxica 

Garcia 

Denegri, et 

al., 2010 

Myotoxin Subgrupo Lys49,15 kDa, não enzimática e miotóxica 
Mamede, 

et al., 2013 

BaltTX-I 
Subgrupo Lys49, ~14,5 kDa, não enzimática e 

miotóxica 

Setúbal, et 

al., 2013 

BaltTX-II Subgrupo Asp49, ~14,5 kDa, fosfolipásica e miotóxica 
Setúbal, et 

al., 2013 

B. 

moojeni 

BmTX-I 
Subgrupo Asp49 básica, ~14 kDa, fosfolipásica, 

edematogênica e miotóxica 

Calgarotto, 

et al., 2008 

BmooTX-I 
Subgrupo Asp49 ácida, 15 kDa, fosfolipásica, 

antiplaquetária e miotóxica 

Santos-

Filho, et 

al., 2008 
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A compreensão dos efeitos inflamatórios causados por toxinas ofídicas, 

ainda, é limitada. Em consequência, a neutralização dos danos locais do 

envenenamento botrópico continua ineficiente  (QUEIROZ, et al., 2008; 

ISBISTER, et al., 2009; GUTIÉRREZ, et al., 2010; GUTIÉRREZ, 2012). Por isso, 

observações detalhadas do processo inflamatório são necessárias para entender 

a heterogeneidade dos efeitos provocados pelas toxinas ofídicas. Um estudo 

comparativo, além de contribuir para a caracterização patológica dos acidentes 

botrópicos, favorece a integração dos múltiplos mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos na gênese dos danos locais do envenenamento botrópico. Como os 

componentes da peçonha estimulam diversos mecanismos e vias inflamatórias, 

as proteínas isoladas podem servir como ferramentas moleculares para o estudo 

da inflamação provocada pelo envenenamento. Além de servirem como modelos 

para investigar e propor medidas terapêuticas alternativas no controle e 

eliminação dos agravos teciduais do acidente ofídico e de outras condições 

patológicas similares. 

Neste contexto, este trabalho avaliou os efeitos edematogênico, 

hiperalgésico e miotóxico causados por várias toxinas botrópicas. Para verificar a 

contribuição dos diferentes componentes da peçonha nestes efeitos, a ação de 

proteínas isoladas foi comparada à da peçonha bruta. A caracterização 

farmacológica da reação inflamatória induzida por algumas toxinas também foi 

investigada. 

 

 

MjTX-III/IV 
Subgrupo Lys49, 14,6 kDa, não enzimáticas, 

citotóxicas 

Perchuc, et 

al., 2010 

BmooMtx 
Subgrupo Lys49, 16,5 kDa, não enzimática, citotóxica, 

edematogênica, hiperalgésica e miotóxica 

Queiroz, et 

al., 2011 

BthA-I 

Subgrupo Asp49 ácida, 13,6 kDa, fosfolipásica, 

anticoagulante, antiplaquetária, hipotensora, 

bactericida, citotóxica, edematogênica e miotóxica 

Silveira, et 

al., 2012 
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Material e Métodos 
 

Toxinas botrópicas 

As peçonhas das serpentes B. alternatus e B. moojeni foram adquiridas do 

Serpentário Bioagents (Batatais-SP). BaltMTX, BaG2P5, Bhalternin, Moozincina, 

Bmoo-Agg, Moojenin e BmooMPα-II são proteínas isoladas destas peçonhas e 

fornecidas, respectivamente, pelos pesquisadores Déborah F. C. Pereira, Tamires 

S. Paschoal, Júnia O. Costa, Kelly C. Fonseca, Bruna B. Sousa, Nadia C. G. 

Morais e Mayara R. Queiroz do Laboratório de Biologia Molecular e 

Celular/Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 

BleucMP e Bothropoidin são metaloproteases isoladas de B. leucurus e B. 

pauloensis, respectivamente, fornecidas pelos pesquisadores Mário Sergio Rocha 

Gomes e Veridiana Rodrigues de Melo do Laboratório de Química de 

Proteínas/UFU. As proteínas, BmooTX-I, uma fosfolipase A2 de B. moojeni; 

BpirMP e BpirSP27/41, proteases de B. pirajai, foram fornecidas, 

respectivamente, pelos pesquisadores Norival A. Santos-Filho, Carolina P. 

Bernardes e Danilo L. Menaldo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto/Universidade de São Paulo (USP). 

A concentração proteica de todas as toxinas foi determinada de acordo 

com o método de microbiureto, descrito por Itzhaki e Gill (1964). As amostras 

foram conservadas liofilizadas em -20°C e dissolvidas em salina estéril no 

momento do uso. 

 

Avaliação de efeitos inflamatórios locais 

A atividade inflamatória local das toxinas botrópicas foi avaliada com base 

no efeito edematogênico, hiperalgésico e miotóxico induzidos em animais 

experimentais.  

Os testes in vivo foram feitos com 3 animais por grupo, ratos Wistar ou 

camundongos Swiss, seguindo os parâmetros aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UFU (protocolo CEUA/UFU - 108/12). Os animais 

foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentação Animal da UFU 

(CEBEA/UFU). Durante os experimentos, os animais foram mantidos em 
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condições controladas de temperatura, umidade e iluminação, com livre acesso a 

ração e água. Ao final, eles foram sacrificados com overdose anestésica (0,05 

mL/kg cetamina/xilasina®) e deslocamento cervical. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 

associada ao teste a posteriori de Bonferroni para comparar a diferença entre os 

grupos. O nível de significância considerado para os testes estatísticos foi de 

p<0,05. 

 

Atividade edematogênica e hiperalgésica 

A formação de edema e a reação hiperalgésica foram avaliadas, 

concomitantemente, através da injeção intraplantar (i.pl.) das toxinas botrópicas 

em animais experimentais. Cerca de 50 µg/100µL das diferentes toxinas foram 

injetadas na pata traseira direita de ratos machos adultos Wistar (200 ± 5 g) e 

igual volume de salina estéril foi injetado na pata contralateral para controle. Para 

verificar a formação de edema, a alteração do volume da pata dos animais foi 

registrado por pletismografia (VAN ARMAN, et al., 1965). O pletismômetro (Ugo 

Basile, Itália) foi utilizado para registrar o volume (mL) de líquido deslocado com a 

imersão da pata posterior dos ratos, até a articulação tíbio-tarsal, no sistema de 

vasos comunicantes do aparelho, como ilustrado na figura 2.1A. O efeito 

hiperalgésico foi determinado pelo teste de pressão da pata, realizado de acordo 

com o método descrito por Randall e Sellito (1957). Neste teste, foi utilizado o 

aparelho analgesímetro (Insight, Brasil), que ao comando de um operador aplica 

sobre a região plantar da pata dos animais uma força contínua de magnitude 

crescente (20 g/s), até que o animal apresente uma reação de retirada do 

membro. O limiar nociceptivo do animal, neste modelo, é representado como a 

força (g) necessária para indução desta reação (Fig. 2.1B). Os animais foram 

condicionados aos aparelhos um dia antes da realização dos testes, para 

minimizar o estresse e as variações comportamentais. O volume e o limiar 

nociceptivo de ambas as patas foi medido antes e em diferentes períodos após a 

inoculação das toxinas. O percentual de aumento do volume da pata (edema) ou 

da sensibilidade dolorosa (hiperalgesia) dos animais foram obtidos pela diferença 
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das medidas de ambas as patas em relação aos valores iniciais, anteriores à 

injeção das toxinas ou da solução controle. 

 

 
Figura 2.1: Métodos de avaliação de formação de edema e reação hiperalgésica na pata de ratos. 

A: medida do volume da pata do animal utilizando o aparelho pletismômetro; B: identificação do 

limiar nociceptivo do animal por teste de pressão na pata.  

 

Para caracterização dos mecanismos inflamatórios envolvidos na ação 

edematogênica e hiperalgésica das toxinas botrópicas foram realizados diversos 

tratamentos farmacológicos. Grupos de animais foram pré-tratados com 

medicamentos antagonistas ou inibidores seletivos dos seguintes mediadores 

inflamatórios: 

- Derivados do ácido araquidônico - prostaglandinas/tromboxanos/leucotrienos: 

dexametasona (5 mg/kg),  um inibidor de fosfolipases A2 endógenas, dissolvido 

em salina estéril e administrado via intraperitoneal (i.p.) 60 minutos antes das 

toxinas; indometacina (8 mg/kg), inibidor de ciclooxigenases, dissolvido em 

tampão tris(hidroximetil)aminometano (TRIS, 1,0 M, pH 8,0) e; ácido 

nordihidroguaiarético (100 mg/kg), dissolvido em solução de salina estéril e etanol 

(1:3), ambos injetados i.p. 30 minutos antes das toxinas.  

- Histamina: prometazina (15 mg/kg), antagonista de receptor H1 de histamina, 

dissolvido em salina estéril e injetado i.p. 30 minutos antes das toxinas;  

A B 
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- Bradicinina: D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg (HOE-140 - 10 

µg/pata), antagonista de receptores BK2 de bradicinina, dissolvido em salina 

estéril e administrado via intraplantar (i.pl.) simultaneamente às toxinas e;  

- Óxido nítrico: NG-monomethyl-L-arginine acetate (L-NMMA - 100 µg/pata), 

inibidor da enzima óxido nítrico sintase, ambos dissolvido em salina estéril e 

injetado i.pl. junto com as toxinas. 

Uma vez que os mediadores avaliados também estão envolvidos na 

gênese da inflamação local induzida por carragenina, um polissacarídeo pró-

inflamatório, este agente lesivo foi empregado como controle positivo para 

determinação da dose e eficácia das drogas usadas (Van Arman, et al., 1965;  

Chacur, et al., 2001). Após os tratamentos, o aumento do volume da pata e da 

sensibilidade dolorosa dos animais foi monitorado conforme descrito 

anteriormente. 

 

Atividade miotóxica 

 A miotoxidade induzida pelas toxinas botrópicas foi avaliada com base nas 

alterações morfológicas provocadas no músculo esquelético de animais 

experimentais. Cerca de 50 µg/50µL das diferentes toxinas foram injetadas no 

músculo gastrocnêmico direito de camundongos machos adultos (20 ± 5 g). O 

grupo controle recebeu o mesmo volume de solução salina no músculo da pata 

contralateral. Após 24 horas, os animais foram sacrificados para retirada do 

músculo, que foi armazenado em solução fixadora por 48 horas (10% formaldeído 

em tampão fosfato-salino). O tecido foi desidratado em soluções de 

concentrações crescentes de etanol e posteriormente incluído em parafina. O 

material foi cortado em secções de 5 µm de espessura e corado com hematoxilina 

e eosina para análise em lâmina histológica por microscopia ótica. Este 

procedimento foi realizado com a colaboração do Dr. Marcelo Emílio Beletti, 

pesquisador do Laboratório de Histologia da UFU. 
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Resultados e Discussão 
 

Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo dos efeitos 

inflamatórios locais induzidos por várias toxinas botrópicas. Diferentes proteases 

e PLA2 isoladas de peçonhas botrópicas foram avaliadas quanto à indução de 

edema, hiperalgesia ou mionecrose. A tabela 2.3 resume as principais 

propriedades estruturais e funcionais destas proteínas, que foram purificadas e 

identificadas conforme descrito nos trabalhos referenciados. A mionecrose 

provocada pelas peçonhas das serpentes B. alternatus, B. moojeni, B. leucurus e 

B. pauloensis também foi investigada e correlacionada à ação das proteínas 

isoladas. A caracterização desses efeitos contribuiu para a identificação da 

variabilidade e da intensidade da ação local de diversas toxinas botrópicas. Além 

de demonstrar o envolvimento de diferentes proteínas da peçonha na patogênese 

de manifestações locais típicas do envenenamento botrópico.  

Tabela 2.3: Proteínas isoladas de peçonhas de serpentes do gênero Bothrops. 

Toxinas Características e efeitos Referência 

B. alternatus (Balt) 

Bhalternin 
SVSP, thrombin-like, 31,5 kDa, proteolítica e 

miotóxica 
Costa, et al., 2010 

BaltMTX 
PLA2, Lys49, 15 kDa, ácida, miotóxica, 

antiplaquetária e bactericida 

Mamede, et al., 2013; 

Pereira, 2015 

BaG2P5 
PLA2, Asp49, 14 kDa, ácida, fosfolipásica, miotóxica 

e antiplaquetária 
Paschoal, 2015 

B. leucurus (Bleuc) 

BleucMP 
SVMP, P-I, 23 kDa, proteolítica, anticoagulante, 

miotóxica e edematogênica 
Gomes, et al., 2011 

B. moojeni (Bmoo) 

Moozincina 
SVMP, P-I, 28 kDa, fibrinogenolítica, miotóxica, 

edematogênica e hiperalgésica 
Mamede, 2011 

BmooPα-II 
SVMP, P-I, 22,5 kDa, fibrinogenolítica, miotóxica, 

antiplaquetária 
Queiroz, et al., 2014 

Bmoo-Agg SVMP, P-IIIb, 32 kDa, antiplaquetária Sousa, 2013 
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Os acidentes com serpentes do gênero Bothrops são caracterizados por 

intensa lesão tecidual no local da picada, devido ao efeito proteolítico, tóxico e 

inflamatório dos componentes da peçonha (BONAVITA, et al., 2006;  BRASIL, 

2009; TEIXEIRA, et al., 2009; NASCIMENTO, et al., 2010; ZYCHAR, et al., 2010). 

A rápida ação das toxinas ofídicas sobre a microvasculatura, associada à ativação 

de mediadores pró-inflamatórios, levam à vasodilatação e ao aumento da 

permeabilidade vascular na região afetada, resultando na formação de edema, 

uma das primeiras manifestações locais do envenenamento botrópico (TREBIEN; 

CALIXTO, 1989). A figura 2.2 mostra a ação edematogênica induzida pela 

injeção intraplantar de 50 μg/pata de diferentes proteínas isoladas de peçonhas 

botrópicas. A BpirMP, uma SVMP da classe P-I isolada de B. pirajai, causou 

intenso edema, desde a 1ª até a 6ª hora após a injeção desta protease, com pico 

máximo de 70% na 2ª hora. Outra metaloprotease P-I, denominada Moozincina e 

proveniente da peçonha de B. moojeni, também causou edema, mas o aumento 

máximo do volume da pata foi de 25% e ocorreu entre a 3ª e 6ª horas. Enquanto 

as SVMPs Bmoo-Agg e Moojenin, isoladas da mesma peçonha, não foram 

capazes de induzir aumento significativo do volume da pata dos animais (Fig. 

2.2A). Apesar de pertencerem à classe P-III, a caracterização bioquímica destas 

metaloproteases indicou que elas sofreram alterações pós-traducionais que 

levaram à perda do domínio catalítico ou de domínios adicionais que determinam 

Moojenin 
SVMP, P-IIIb, 45 kDa, fibrinogenolítica, miotóxica, 

anticoagulante 
Morais, et al., 2012 

BmooTx-I 
PLA2, Asp49, 14 kDa, ácida, fosfolipásica, 

miotóxica, edematogênica e antiplaquetária 
Santos-Filho, et al., 2008 

B. pauloensis (Bpaul) 

Bothropoidin 
SVMP, P-III, 49,5 kDa, ácida, proteolítica, 

hemorrágica e antiplaquetária 
Gomes, et al., 2015 

B. pirajai 

BpirMP 
SVMP, P-I, 23,1 kDa, fibrino(geno)lítica e pouco 

hemorrágica 
Bernardes, et al., 2013 

BpirSP27/41 
SVSPs, ácidas, 27-41 kDa,  fibrino(geno)líticas, 

edematogênicas e hiperalgésicas 

Menaldo, et al., 2012;  

Menaldo, et al., 2013 
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e intensificam a ação proteolítica destas proteínas sobre os componentes 

vasculares, justificando a incapacidade de causarem edema (MORAIS, et al., 

2012; SOUSA, 2013).  

As SVMPs são caracterizadas pela dependência catalítica de íons 

metálicos, presença de multidomínios estruturais e grande diversidade funcional. 

Elas são abundantes na peçonha botrópica e têm sido consideradas como os 

principais causadores de danos vasculares e hemorragia no envenenamento 

(GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO; 2006; FOX; 

SERRANO, 2008). A alta atividade hemorrágica destas proteases é atribuída à 

presença de domínios não enzimáticos adicionais que se associam a 

componentes endoteliais, posicionando o domínio catalítico em uma localização 

favorável à proteólise e ruptura da microvasculatura (SERRANO, et al., 2005; 

SERRANO, et al., 2006; MOURA-DA-SILVA, et al., 2008; SAJEVIC; LEONARDI; 

KRIZAJ, 2011). As metaloproteases P-I, por conterem apenas o domínio 

catalítico, apresentam uma ação hemorrágica discreta ou ausente, mas ainda 

assim podem agir sobre componentes vasculares e causar eventos exsudativos e 

inflamatórios locais relevantes (RODRIGUES, et al., 2000; RODRIGUES, et al., 

2001; GUTIÉRREZ, et al., 2005). Assim como a BpirMP e a Moozincina, várias 

SVMPs da classe P-I também contribuem na formação do edema induzido por 

peçonhas botrópicas  (RUCAVADO, et al., 1995; MARCUSSI, et al., 2007; 

GOMES, et al., 2009; SILVA, et al., 2012). 

Dentre as toxinas analisadas, as metaloproteases P-I foram as que 

induziram edema mais expressivo. No entanto, outras proteínas também 

contribuíram para este efeito. Duas serinoproteases isoladas de B. pirajai, 

BpirSP27 e BpirSP41, causaram um discreto aumento do volume da pata dos 

animais (~15%) nas primeiras 5 horas da inoculação (Fig. 2.2B). Enquanto que as 

PLA2 de B. alternatus, BaG2P5 e a BaltMTX apresentaram aumento de volume 

similar (~15%), mas apenas com 1 hora da injeção da toxina (Fig. 2.2C). Esses 

resultados estão de acordo dados da literatura, que afirmam a maior participação 

das SVMPs na indução de edema inflamatório local, mas também demonstram o 

envolvimento de PLA2 e SVSPs neste efeito (LOMONTE; TARKOWSKI; 
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HANSON, 1993; CHAVES; BARBOZA; GUTIÉRREZ., 1995; TEIXEIRA, et al., 

2003; MOURA-DA-SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007; ZYCHAR, et al., 2010). 

0 1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

100

24

Moozincina
BpirMP

Moojenin
Bmoo-Agg

*

*

*

* *
*

**
*

*

*

A Tempo após o tratamento (h)

E
d

em
a 

(%
)

 

0 1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

100

24

*

BpirSP27
BpirSP41

*
* *

*

**

B
Tempo após o tratamento (h)

E
d

em
a 

(%
)

 



 

 

55 

 

0 1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

100

24

*

BaG2P5
BaltMTX

C
Tempo após o tratamento (h)

E
d

em
a 

(%
)

 
Figura 2.2: Comparação do efeito edematogênico induzido por diferentes toxinas botrópicas (50 

μg/pata). (A) Metaloproteases da classe P-I e P-III isoladas de B. pirajai e B. moojeni, 

respectivamente; (B) Serinoproteases de B. pirajai; (C) PLA2 de B. alternatus.  O aumento do 

volume da pata de ratos foi avaliado por pletismografia em diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 

horas) após a injeção intraplantar das toxinas (50 µg/100 µL) e de salina na pata contralateral. Os 

resultados foram expressos em porcentagem de aumento do volume da pata em relação às 

medidas iniciais e representam a média ± erro padrão dos valores obtidos. *Edema significativo, 

comparado com o volume da pata antes da injeção das toxinas (p<0,05). 

 

 A inflamação local característica do envenenamento botrópico, geralmente 

é acompanhada de dor (CARDOSO, et al., 2003; TEIXEIRA, et al., 2009). A ação 

das toxinas ofídicas sobre componentes celulares pode levar a direta ativação de 

nociceptores ou induzir a liberação de mediadores químicos que sensibilizam 

fibras nervosas e reduzem seu limiar nociceptivo, provocando hiperalgesia no 

local da lesão (CHACUR, et al., 2001; PICOLO, et al., 2002; SOUZA, et al., 2011; 

ZYCHAR, et al., 2010). Neste trabalho, nós verificamos o efeito hiperalgésico 

induzido por diferentes toxinas botrópicas (50 µg/pata), nos mesmos animais em 

que avaliamos a formação de edema. Conforme apresentado na figura 2.3, 

apenas as SVMPs da classe P-I e as SVSPs foram capazes de causar dor local. 
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BpirMP induziu hiperalgesia em todo o período avaliado, com pico máximo de 

redução do limiar nociceptivo (40%) na 3ª hora e permanência de efeito residual 

significativo após 24 horas da injeção da toxina. Já a Moozincina provocou 

hiperalgesia máxima (27%) apenas com 4 horas após a injeção intraplantar, este 

efeito reduziu gradativamente até o restabelecimento do limiar normal dos animais 

com 24 horas (Fig. 2.3A). Bpir41 e Bpir27, induziram discreta redução do limiar 

nociceptivo dos animais (< 20%) após 1 e 3 horas da inoculação intraplantar das 

SVSPs, respectivamente (Fig. 2.3B). As outras toxinas botrópicas, Bmoo-Agg, 

Moojenin, BaG2P5 e BatlMtx, não causaram efeito nociceptivo significativo.  

Assim como na avaliação do edema, nossos dados indicam que as SVMPs 

da classe P-I e as SVSPs também estão envolvidas na hiperalgesia provocada 

pelas peçonhas botrópicas. No entanto, quando comparamos os efeitos induzidos 

pelas proteínas BpirSP27/41 com a intensa ação da metaloprotease BpirMP, 

podemos sugerir que as serinoproteases têm pouca participação na reação 

inflamatória local causada pela peçonha de B. pirajai.  A toxidade das SVSPs está 

relacionada, principalmente, às alterações sistêmicas do envenenamento 

botrópico (SERRANO, 2013). A ação inflamatória destas proteases pode ser 

desencadeada indiretamente, devido à indução de distúrbios de coagulação e 

ativação de metaloproteases endógenas (SARAVIA-OTTEN, et al., 2004; 

ZYCHAR, et al., 2010).  

As duas PLA2 investigadas pouco contribuem para o efeito edematogênico 

e não participam da reação hiperalgésica induzida pela peçonha de B. alternatus. 

Diferentemente, estudos similares com a peçonha de B. asper mostraram que as 

PLA2 têm relevante participação nos efeitos inflamatórios locais, especialmente na 

hiperalgesia induzida por esta peçonha (GUTIÉRREZ, et al., 1995; CHACUR, et 

al., 2003; TEIXEIRA, et al., 2009). Essa divergência pode estar relacionada à 

variabilidade da composição da peçonha destas serpentes, enquanto análises 

venômicas demonstram a predominância de PLA2 em B. asper, essas proteínas 

representam menos de 10% da peçonha de B. alternatus (ALAPE-GIRÓN, et al., 

2008; OHLER, et al., 2010). 
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Figura 2.3: Comparação do efeito hiperalgésico induzido por diferentes toxinas botrópicas (50 

μg/pata). (A) Metaloproteases da classe P-I e P-III isoladas de B. pirajai e B. moojeni, 

respectivamente; (B) Serinoproteases de B. pirajai; (C) PLA2 de B. alternatus.  O limiar nociceptivo 

de ratos foi avaliado pelo teste de pressão da pata, em diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 

horas) após a injeção intraplantar das toxinas (50 µg/100 µL) e de salina na pata contralateral. Os 

resultados foram calculados pela diferença das medidas de ambas as patas e expressos em 

porcentagem de aumento da sensibilidade dolorosa (hiperalgesia) dos animais em relação às 

medidas iniciais. Cada ponto do gráfico representa a média ± erro padrão dos valores obtidos. 

*Hiperalgesia significativa, comparada com os valores antes da injeção das toxinas (p<0,05). 

 

A resposta inflamatória à toxidade da peçonha envolve a ativação de 

inúmeros mediadores químicos relacionados à gênese, persistência e severidade 

dos efeitos locais do envenenamento botrópico. Para investigar estes 

mecanismos inflamatórios, nós avaliamos a modulação farmacológica da ação 

edematogênica e hiperalgésica das toxinas que mais contribuíram para esses 

efeitos. A dose das drogas utilizadas nos tratamentos foi validada pela 

neutralização desses mesmos efeitos induzidos por carragenina (controle 

positivo), conforme apresentado na tabela 2.4.  
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Table 2.4: Validação da dose-resposta do tratamento farmacológico. 

Tratamento farmacológico Edema (%) Hiperalgesia (%) 

Carragenina (Controle positive) 64,00 ± 8,02 40,67 ± 4,81 

Dexa (Dexametasona - 5,0 mg/Kg) 16,67 ± 6,00* 3,00 ± 3,00* 

Indo (Indometacina - 8.0 mg/kg) 13,00 ± 2,08* 12,33 ± 3,33* 

Nor (Àcido nordiidroguaiarético - 100 mg/kg) 12,00 ± 4,04* 2,67 ± 2,67* 

Prom (Prometazina - 15 mg/kg) 21,00 ± 4,00* 12,67 ± 2,33* 

HOE (10 μg/paw) 13,00 ± 7,94* 20,67 ± 3,18* 

L-NMMA (100 μg/paw) 38,30 ± 5,21 12,67 ± 6,36* 

Grupos de animais experimentais foram pré-tratados com dexametasona (5,0 mg/kg, i.p.), 

indometacina (8.0 mg/kg, i.p.), ácido nordiidroguaiarético (100 mg/kg, i.p.) e prometazina (15 

mg/kg, i.p.) 30 min antes do início dos testes; HOE (10 μg/pata, i.pl.) e L-NMMA (100 μg/pata, i.pl.) 

foram aplicados simultaneamente à injeção intraplantar do controle positivo (carragenina - 250 

μg/pata). O edema foi avaliado pelo aumento de volume da pata após 2 horas do tratamento e a 

hiperalgesia pelo aumento da sensibilidade dolorosa dos animais após 3 horas. Os resultados 

foram expressos em porcentagem de edema ou de hiperalgesia, em relação às correspondentes 

medidas anteriores ao tratamento, e representam a média ± erro padrão dos valores obtidos. 

*Neutralização farmacológica significativa, comparada com os valores do grupo controle (p<0,05). 

 

A figura 2.4 demonstra o envolvimento de vários mediadores inflamatórios 

no edema e hiperalgesia induzidos pelas metaloproteases BpirMP e Moozincina. 

Estes resultados monstram que todos os tratamentos farmacológicos reduziram o 

edema induzido pela BpirMP (Fig. 2.4A). Enquanto que o mesmo efeito 

provocado pela  Moozincina foi significativamente inibido pelo tratamento com 

Dexa, Indo, Nor e Prom, o que sugere a efetiva participação de eicosanoides e 

hitamina no efeito edematogênico induzido por estas toxinas. Eicosanoides são 

importantes mediadores vasoativos derivados do ácido araquidônico.  O ácido 

araquidônico, proveniente da hidrólise de fosfolipídios de membrana pela ação de 

fosfolipases A2, pode ser degradado pela via da lipoxigenase (LOX), dando 

origem aos leucotrienos ou pela via das ciclooxigenases (COX), que catalisam a 
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biossíntese de prostaglandinas e tromboxanos (MURAKAMI; KUDO, 2003; 

MAJNO; JORIS, 2004; CABRAL, 2005). Um estudo experimental de Nascimento 

e col. (2010), também verificou a participação de eicosanoides e histamina no 

edema induzido por B. moojeni, no qual destacaram a importante contribuição de 

mastócitos para a liberação de histamina e potencialização do efeito na primeira 

hora do tratamento.  

A histamina é considerada o principal mediador que causa aumento da 

permeabilidade vascular no início do processo inflamatório. Sua ação vasoativa 

se deve, principalmente, pela sensibilização de receptores H1 nas células 

endoteliais, causando vasodilatação e formação de edema, podendo ainda, em 

associação com cininas e outros mediadores, contribuir também para ativação de 

nociceptores (HOFSTRA, et al., 2003; HUANG; THURMOND, 2008). A partir das 

primeiras horas, a persistência da reação inflamatória no local da lesão é 

mediada, especialmente, pela ação de bradicinina, óxido nítrico e eicosanoides 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; SCHIMD-SCHONBEIN, 2006). 

Curiosamente, nossos resultados indicaram que, prostaglandinas, bradicinina e 

óxido nítrico também participam da ação nociceptiva da Moozincina e do efeito 

edematogênico da BpirMP (Fig. 2.4). No entanto, o tratamento com Dexa, Nor e 

Prom foram os únicos capazes de reduzir a hiperalgesia causada por BpirMP, 

indicando o envolvimento de apenas leucotrienos e histamina no efeito 

nociceptivo desta metaloprotease (Fig. 2.4B).  

 



 

 

61 

 

BpirMP (2h) Moozincina (4h)
0

20

40

60

80

100
Toxina 50g/pata
Dexa
Indo
Nor

Prom
HOE

*

LNMMA

*

A

*
*

*
*

*

*
* *

*

E
d

em
a 

(%
)

 

BpirMP (3h) Moozincina (4h)
0

20

40

60

80

100

*

*
*

* *

*

Toxina 50g/pata
Dexa
Indo
Nor

Prom
HOE

B

LNMMA

*

H
ip

er
al

g
es

ia
 (

%
)

 

Figura 2.4: Modulação farmacológica de efeitos inflamatórios locais induzidos por BpirMP e 

Moozincina. Grupos de animais experimentais foram pré-tratados com dexametasona (Dexa - 5,0 

mg/kg, i.p.), indometacina (Indo - 8.0 mg/kg, i.p.), ácido nordiidroguaiarético (Nor - 100 mg/kg, i.p.) 

e prometazina (Prom - 15 mg/kg, i.p.) 30 min antes do início dos testes; HOE (10 μg/pata, i.pl.) e L-

NMMA (100 μg/pata, i.pl.) foram aplicados simultaneamente às toxinas. O edema e a hiperalgesia 

foram avaliados no período de máximo efeito inflamatório induzido após a injeção intraplantar das 

toxinas (50 µg/100 µL) e de salina na pata contralateral. Os resultados foram calculados a partir da 

diferença entre as medidas de ambas as patas e expressos em porcentagem de aumento do 

volume da pata (A) e da sensibilidade dolorosa dos animais (B), em relação às medidas iniciais. 

Cada barra do gráfico representa a média ± erro padrão dos valores obtidos. *Valores 

significativamente diferentes, comparados com o grupo controle (toxinas) (p<0,05). 
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 Os efeitos provocados pela ação tóxica dos componentes da peçonha 

podem ser agravados pela consequente ativação e persistência da reação 

inflamatória no local da lesão, evoluindo para necrose tecidual da região afetada 

(CARDOSO, et al., 2003; ZAMUNER, et al., 2005). A necrose é um processo 

patológico de morte celular, caracterizado pela perda, parcial ou completa, da 

arquitetura e funcionalidade tecidual (MONTENEGRO; FRANCO, 2004). Outra 

característica deste processo é a presença de infiltrado leucocitário no local da 

lesão. Os leucócitos ativados liberam mediadores inflamatórios, como citocinas e 

eicosanóides, que amplificam a resposta inflamatória contribuindo para o efeito 

necrosante (VORONOV; APTE; SOLER, 1999). Nos acidentes botrópicos a 

mionecrose é um dos eventos locais que mais contribuem para a perda funcional 

e amputação de membros (GUTIÉRREZ, et al., 2010; BERNARDE, 2014). Neste 

trabalho, observamos que várias toxinas botrópicas foram capazes de induzir 

mionecrose em animais experimentais. O efeito miotóxico foi caracterizado com 

base nas alterações morfológicas e reação inflamatória provocadas no músculo 

gastrocnêmico de camundongos após 24 horas da inoculação das toxinas. 

A injeção intramuscular das peçonhas das serpentes B. alternatus, B. 

moojeni, B. leucurus e B. pauloensis induziram alterações histológicas similares, 

caracterizadas pela intensa degeneração das fibras musculares, focos 

hemorrágicos em algumas regiões do tecido e presença de infiltrado inflamatório 

(Fig. 2.5). É importante destacar a elevada toxidade das peçonhas de B. leucurus 

e B. pauloensis, que induziram lesão muscular tão potente quanto às demais com 

uma doses menores. A ação local de todas as toxinas botrópicas foi avaliada com 

50 µg/teste, mas essas peçonhas apresentaram alta letalidade e foi necessário 

reduzir a dose utilizada. Mesmo com a administração de quantidades reduzidas, a 

mionecrose induzida por B. leucurus (10 µg/teste) e B. pauloensis (5 µg/teste) foi 

severa, caracterizadas por extravasamento sanguíneo em toda a extensão do 

tecido analisado. Condição semelhante foi observada com a Bothropoidin, uma 

metaloprotease P-III isolada da mesma peçonha, indicando que esta toxina 

contribui consideravelmente para os danos teciduais relacionados ao 

envenenamento por serpentes da espécie B. pauloensis. A BmooMPα-II, uma 

SVMP da classe P-I isolada de B. moojeni, também induziu necrose muscular 
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com evidente extravasamento sanguíneo, embora seja caracterizada como não 

hemorrágica. As outras SVMP da mesma classe, BleucMP e Moojenin, também 

causaram degeneração muscular e devem contribuir para esse efeito no acidente 

botrópico de origem (Fig. 2.5).  

O mecanismo de ação das SVMPs sobre o tecido muscular tem sido 

atribuído basicamente à ação dessas toxinas sobre capilares sanguíneos, levando 

à depleção de sangue que nutre as células musculares, induzindo isquemia e 

consequentemente morte celular (BJARNASON; FOX, 1994; GUTIÉRREZ; 

RUCAVADO, 2000). Estudos com estas toxinas mostraram que as alterações 

mionécroticas ocorrem rapidamente, em consequência da ação proteolítica sobre 

os componentes vasculares, isquemia e perfusão reduzida do tecido 

(HERNÁNDEZ, et al., 2011). Além disso, os domínios adicionais presentes nas 

metaloproteases da classe PIII, principalmente, podem potencializar o efeito 

hemorrágico e aumentar a migração leucocitária na microvasculatura (RAMOS; 

SELISTRE-DE-ARAÚJO, et al., 2006; MENEZES; PAES LEME, 2008).  

Além das SVMPs, as PLA2 também contribuem para os eventos 

inflamatórios do envenenamento botrópico (GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003; 

SOARES; FONTES; GIGLIO, 2004). Elas representam os principais componentes 

miotóxicos das peçonhas botrópicas e são classificadas em dois grupos principais 

de miotoxinas: PLA2 Asp49, que apresentam típica ação enzimática sobre 

fosfolipídios e PLA2 Lys49, que são cataliticamente inativas (ARNI; WARD, 1996; 

OWNBY, et al., 1999; MAGRO, et al., 2009; LOMONTE; RANGEL, 2012). As 

PLA2 BmooTX-I e BaltMTX, avaliadas neste trabalho, são representantes destas 

classes de miotoxinas. A lesão muscular provocada por estas toxinas apresentou 

algumas diferenças, com relação à presença de focos hemorrágicos e 

degeneração gordurosa evidenciados apenas com a administração de BaltMTX 

(Fig. 2.5).  O efeito destas PLA2 pode estar associada à hidrólise de componentes 

lipídicos das células musculares e ativação de mediadores inflamatórios ou à 

mecanismos indiretos de alteração da permeabilidade da membrana e 

citotoxidade (CHACUR, et al., 2003; DENNIS, et al., 2011; QUEIROZ, et al., 2011; 

MAMEDE, et al., 2013).  



 

 

64 

 

Os eventos associados à lesão tecidual induzida pelas peçonhas 

botrópicas, estão relacionados à ação direta de PLA2 e de SVMPs hemorrágicas 

sobre as células musculares e endoteliais ou por mecanismos inflamatórios 

indiretos de degeneração celular, isquemia e citotoxidade, provocados por outros 

componentes miotóxicos (HARRIS, 2003; GAY, et al., 2005; GUTIÉRREZ, et al., 

2010). Comparando a ação de diversas toxinas botrópicas, nós observamos a 

participação de diferentes classes de proteínas na mionecrose causada pelas 

peçonhas brutas. Todas as proteínas analisadas, inclusive uma serinoproteases 

de B. alternatus (Bhalternin), foram capazes de induzir necrose muscular, 

evidenciada pela alteração da morfologia tecidual e presença difusa de infiltrado 

leucocitário (Fig. 2.5).  O recrutamento de leucócitos é decorrente da resposta 

inflamatória induzida pela ação das proteínas presentes na peçonha e pela 

própria degeneração tecidual. O componente celular desta reação é 

representado, primordialmente, por leucócitos polimorfonucleados (neutrófilos, 

eosinófilos e basófilos) e mononucleados (macrófagos e linfócitos). Nos estágios 

iniciais, a célula leucocitária predominante é o neutrófilo, responsável pela 

eliminação de agentes lesivos. Os macrófagos são observados em fases mais 

tardias e crônicas da inflamação, estando associados à fagocitose de restos 

celulares. Essas células também são elementos importantes no reparo e 

regeneração tecidual da mionecrose, para resolução do processo inflamatório 

(ZAMUNER, et al., 2001; TEIXEIRA, et al., 2009).  
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Figura 2.5: Comparação do efeito miotóxico induzido por toxinas botrópicas. Fotomicrografias de 

cortes histológicos do músculo gastrocnêmico de camundongos, após 24 horas da injeção 

intramuscular de 50 μg/50 μL das toxinas e de mesmo volume de salina nos animais controle. 

Peçonhas brutas: Balt, Bmoo, Bleuc (*10 μg/50 μL) e Bpaul (*5 μg/50 μL); Metaloproteases: 

BmooMPα-II, Moozincina, Moojenin, BleucMP e Bothropoidin(*5 μg/50 μL); Serinoprotease: 

Bhalternin; PLA2: BaltMTX e  BmooTX-I; Controle: aspecto morfológico normal do músculo 

controle. Observar mionecrose evidenciada pela degeneração das fibras musculares (DC), 

degeneração gordurosa (DG), infiltrado leucocitario (IL), focos de hemorragia (HE). Barra de 

escala = 100 µm (imagens da esquerda); barra de escala = 50 µm (imagens da direita). 

 

Assim, nos podemos considerar que a análise comparativa dos nossos 

resultados permitiu identificar o envolvimento de diferentes toxinas e mecanismos 

inflamatórios na patogênese de manifestações locais típicas do envenenamento 

botrópico. Nós demonstramos a efetiva contribuição de metaloproteases para o 

edema, a hiperalgesia ou a mionecrose causados pelas peçonhas de B. 

alternatus, B.moojeni, B. pirajai, B. leucurus e B. pauloensis. Além de verificar a 

significativa participação de serinoproteases e fosfolipases A2 em parte dos 

efeitos inflamatórios induzidos por estas peçonhas. 
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Resumo 
  

O envenenamento botrópico é caracterizado por graves danos locais, 

desencadeados pela toxicidade dos componentes da peçonha e agravados pela 

consequente inflamação induzida. Neste trabalho foi realizada uma análise 

comparativa dos efeitos inflamatórios locais causados pela peçonha das 

serpentes Bothrops alternatus e Bothrops moojeni. O edema, a hiperalgesia e a 

miotoxicidade foram avaliados pela injeção intraplantar ou intramuscular destas 

peçonhas botrópicas na pata de animais experimentais. A ação tóxica dos 

componentes da peçonha e a participação de diferentes mediadores inflamatórios 

nestes efeitos também foram avaliadas. Este estudo mostrou que a intensidade 

dos efeitos provocados pela peçonha de B. alternatus é relativamente menor que 

a de B. moojeni. A reação inflamatória induzida por B. moojeni é mediada pela 

ação de eicosanoides, histamina e óxido nítrico, com significativa participação de 

bradicinina na hiperalgesia e miotoxicidade. Esses mediadores também 

contribuem para os efeitos locais causados por B. alternatus. Entretanto, a 

ineficiente modulação anti-inflamatória, indica que a histamina, o óxido nítrico e os 

leucotrienos têm uma menor participação na inflamação induzida por esta 

peçonha. Nossos resultados demonstram também a efetiva participação de 

metaloproteases e fosfolipases A2 na reação inflamatória local das peçonhas 

botrópicas avaliadas, e indicam a contribuição de serinoproteases nos efeitos 

inflamatórios causados por B. moojeni. 

Palavras-chave: Peçonha de serpente, Bothrops alternatus, Bothrops moojeni, 

inflamação, proteases e fosfolipases A2 
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Abstract 

 

Bothropic envenomation is characterised by severe local damage caused 

by the toxic action of venom components and aggravated by induced 

inflammation. In this comparative study, the local inflammatory effects caused by 

the venoms of B. alternatus and B. moojeni, two snakes of epidemiological 

importance in Brazil, were investigated. The toxic action of venom components 

induced by bothropic venom was also characterised. Herein, the oedema, 

hyperalgesia and myotoxicity induced by bothropic venom were monitored for 

various lengths of time after venom injection in experimental animals. The intensity 

of the local effects caused by B. alternatus venom is relatively smaller than B. 

moojeni venom. Furthermore, the inflammatory reaction induced by B. moojeni 

venom is mediated by eicosanoid action, histamine and nitric oxide, with 

significant participation of bradykinin on the hyperalgesic and myotoxic effects of 

this venom. These mediators also contribute to inflammation caused by B. 

alternatus venom. However, the inefficient anti-inflammatory effects of some local 

modulation suggest that histamine, leukotrienes and nitric oxide have little role in 

the oedema or myonecrosis caused by B. alternatus venom. Our results indicate 

that metalloproteases and phospholipases A2 have a central role in the 

inflammatory reaction induced by bothropic venoms, but serine proteases also 

contribute to the local effects of B. moojeni venom. 

 

Keywords: snake venom, Bothrops alternatus, Bothrops moojeni, inflammation, 

proteases, phospholipases A2 
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1. Introduction 
 

Snake venom is a rich source of proteins and peptides that induce a large 

variety of pharmacological and toxic effects. Bothropic envenomation is 

characterised by intense local inflammatory manifestation associated with 

oedema, myonecrosis, pain and haemorrhage (Teixeira, et al., 1994; Brasil, 2009; 

Gutiérrez, et al., 2009). The pathologies caused by snakebites are considered a 

public health challenge. Nevertheless, the mechanism of action of the components 

involved in the local effects are not well understood (Gutiérrez, 2012). Moreover, 

these effects are not effectively neutralised by conventional antivenom serum 

therapy, which can contribute to an increase in the number of victims with 

permanent incapacity (Gutiérrez, et al., 1998; Isbister, et al., 2009; Queiroz, et al., 

2008).  

The venomic composition of B. alternatus, a representative venomous 

snake widespread in Brazil, revealed that proteolytic enzymes play important roles 

in the pathological events of envenoming by these snakes (Cardoso, et al., 2010). 

The B. alternatus venom is also a rich source of proteases and cytotoxins that 

influence the severe haemorrhagic disturbances, tissue damage and inflammatory 

response (Ohler, et al., 2010). B. moojeni, another important Brazilian snake, is 

responsible for most ophidian accidents reported in the Minas Gerais State. The 

envenomation caused by these snakes is characterised by severe local oedema 

and myonecrosis, which are frequently associated with a vast array of active 

enzymes present in these venoms (Nishioka, et al., 1992; Lima, et al., 2009; 

Nascimento, et al., 2010).  

Several studies have reported on the pathogenesis caused by 

envenomation of different bothropic venoms. (Gomes, et al., 2009; Costa, et al., 

2010;  Morais, et al., 2012; Mamede, et al., 2013). Bothropic venoms contain 

multiple components that induce tissue lesion and inflammation (Bonavita, et al., 

2006;  Teixeira, et al., 2009; Zychar, et al., 2010). Snake venom metalloproteases 

(SVMPs) cause direct damage to the microvessels, with consequent increments in 

permeability and extravasation, leading to vascular disturbances such as oedema 

and haemorrhage  (Fox, et al., 2008;  Markland Jr., et al., 2013). SVMPs are also 
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able to activate specific inflammatory cells and mediators frequently associated 

with hyperalgesia (Teixeira, et al., 2005; Lopes, et al., 2009; Zychar, et al., 2010). 

The inflammatory effects induced by phospholipases A2 (PLA2) from snake 

venoms are primarily related to enzymatic activity on the membrane phospholipids 

and the release of eicosanoid precursors (Dennis, et al., 2011). However, a large 

variety of biological effects to be triggered by PLA2, such as myotoxicity, 

nociceptive response and other proinflammatory effects  (Chacur, et al., 2003; 

Teixeira, et al., 2003). 

Therefore, the local effects induced by bothropic venoms are the result of 

multifactorial and synergic actions of toxins, which are as yet poorly understood. 

Above all, studies with snake venom have greatly helped understanding of 

snakebite envenomation and the role of specific agents in inflammatory processes. 

Thus, in this work, we investigated the oedematogenic, hyperalgesic and myotoxic 

effects induced by B. alternatus and B. moojeni venoms. We also evaluated the 

contribution of SVMPs, PLA2 and serine proteases to the local effects caused by 

these venoms. In addition, the involvement of inflammatory mediators was also 

characterised. 

2. Material and methods 
 

2.1. Animals 

The experimental animals, male Wistar rats (200-250 g) and Swiss mice 

(20-25 g) were obtained from the Federal University of Uberlândia (UFU - Brazil). 

The animals were housed in a temperature-controlled room (23 °C) on an 

automatic 12 h light/dark cycle (6:00 a.m. – 6:00 p.m. of light phase). Food and 

water were freely available until the beginning of the experiments. All experiments 

were performed 3 animals/group. After the tests, the animals were sacrificed by an 

overdose of ketamine/xylazine, according ethical parameters approved by the 

Ethics Committee on Animal Experimentation of the Federal University of 

Uberlândia (CEUA/UFU - Protocol number 108/12). 
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2.2. Venom and chemicals 

The crude venoms from Bothrops alternatus (Baltv) and Bothrops moojeni 

(Bmoov) were acquired from Bioagents Serpentarium (Brazil). The venoms were 

dissolved in sterile saline (1.0 mg/mL) in the moment of the experimental 

procedures. Protein concentration of the venoms was performed according to 

Bradford (1976). Carrageenan (inflammatory agent), promethazine (Prom - H1 

histamine receptor antagonist), indomethacin (Indo - cyclooxygenases inhibitor), 

nordihydroguaiaretic acid (Nor - both cyclooxygenases and lypooxygenases 

inhibitor) and β,4’-dibromoacetophenone (BAP - phospholipases A2 inhibitor) were 

purchased from Sigma-Aldrich (United States). NG-Monomethyl-L-arginine acetate 

(L-NMMA - nitric oxide synthase inhibitor) and icatibant (HOE - selective B2 

bradykinin receptor antagonist) were purchased from Tocris Bioscience (United 

Kingdom). Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF - serine proteases inhibition) 

and 1,10-phenathroline (Phe - metalloprotease inhibition) were purchased from 

AMRESCO Life Science Research (United States).  

 

2.3. Analysis of local inflammatory effects 

 

2.3.1. Chemical treatments 

The following enzymatic activities were performed in order to establish the 

inhibition of the specific classes of enzymes from snake venoms. SVMPs activity 

was evaluates by the local haemorrhagic effect. The crude or treated venoms (30 - 

60 g/0.1 mL) were injected intradermically (i.d.) into the dorsal skin of mice. After 

3 hours the animals were sacrificed, the skins were removed and the area of 

haemorrhage on the internal surface of the skin was measured with the aid of a 

low-pressure pachymeter (Nikai, et al., 1984; Borkow, et al., 1997). The snake 

venoms serine proteases (SVSPs) activity was characterised by the capacity of 

coagulating the fibrinogen solution up to 120s (Smolka, et al., 1997). Clotting times 

were determined by mixing the crude or treated venoms (30 - 60 g/0.1 mL) with 

200 μL of fibrinogen solution (3 mg/ml) at 37°C. The fibrinogen-clotting formation 

was monitored by a coagulometer (CLOTIMER, Brazil). The PLA2 activity was 

evaluated in vitro by indirect haemolysis in agar containing erythrocytes and egg 
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yolk induced by crude or treated venoms (30 - 60 g/0.1 mL) (Gutiérrez, et al., 

1988). After 48h incubation, at room temperature, the diameter of the hemolytic 

spot was measured by low-pressure pachymeter. All experiments were carried out 

in triplicate. Sterile saline was used as negative control.  

The inhibition of specific enzymatic activities of the snake venoms was 

evaluated by chemical treatments. Samples of venoms (1.0 mg/mL) were 

incubated with 10 mM Phe for SVMPs inhibition, 20 mM PMSF for SVSPs 

inhibition or 20 mM BAP for PLA2 inhibition for 1 hour at 37°C (Lundblad, 1971; 

Borkow, et al., 1997; Diaz-Oreiro, et al., 1997). After the chemical pretreatment, 

the venoms were administered in animals and the progress of oedema, 

hyperalgesia and myotoxicity were monitored as describe below. In these tests, an 

equal volume of each inhibitor was injected into the contralateral paw for control 

purpose. 

 

2.3.2. Pharmacological treatments 

The participation of some inflammatory pathways in local effects induced by 

venoms was analysed by pharmacological treatments. The oedematogenic and 

hyperalgesic responses induced by carrageenan (250 μg/paw) was used as 

positive control group for assess the efficacy of the pharmacological treatments 

and to made dose-response of drugs (Van Arman, et al., 1965; Chacur et al., 

2001). Group of rats were pre-treated with specific inhibitors or receptors 

antagonists inflammatory mediators. To investigate the involvement of arachidonic 

acid metabolites, the animals received 8 mg/kg of the indomethacin, a 

nonselective cyclooxygenase -1 and -2 (COX-1/COX-2) inhibitor and 100 mg/kg of 

the nordihydroguaiaretic acid, a cyclooxygenases and lypooxygenases inhibitor, 

both administered intraperitoneally (i.p.), 30 min before of the injection of the 

control or venoms. The contribution of histamine was evaluated by injection i.p. of 

15 mg/kg promethazine, a histamine type 1 receptor (H1) antagonist, 30 min 

before of the injection of the control or venoms. The participation of bradykinin and 

of nitric oxide (NO) were evaluated by administration of 5 μg/paw of HOE, a 

bradykinin type 2 receptor (B2) antagonist and 100 μg/paw of L-NMMA, a non-

specific inhibitor of nitric oxide synthase (NOs), respectively, both simultaneously 
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injected (i.pl.) with the control or venoms. After the pharmacological treatments, 

the progress of oedema, hyperalgesia and myotoxicity were monitored as describe 

below.  

 

2.3.3. Oedematogenic and hyperalgesic effects 

The oedema formation and hyperalgesic reaction were monitored 

simultaneously for different times after injection of the crude or treated venoms 

into the subplantar surface (i.pl.) paw rats. Different doses of the venoms (5, 15 

and 30 g/0.1 mL) were injected of right hind paw rats. An equal volume of sterile 

saline was injected into the contralateral paw for control purpose. The volumes of 

both paws were measured using the plethysmometer (Ugo Basile, Italy) (Van 

Arman, et al., 1965). The nociceptive threshold was measured according to the 

paw pressure test (Randall and Selitto, 1957). Results were calculated as the 

difference between both paws and expressed as percentage of increased volume 

or sensitivity to pain relative to values before injection venoms. To reduce the 

stress, the rats were habituated to the apparatus one day before the experiments.  

 

2.3.4. Myotoxic activity 

The crude or treated venoms (30 - 60 g/0.1 mL) were injected into the right 

gastrocnemius muscle of mice for evaluation of the myotoxicity by CK activity. 

Control animals received an injection of sterile saline under identical conditions. 

After 3 hours of the venoms injection, the animals were sacrificed; blood samples 

were collected by cardiac puncture and centrifuged for the obtention of the plasma 

(Angulo, et al., 2000). Creatine kinase (CK) activity was determined using 50 μL of 

plasma incubated for 5 min at room temperature with 1.0 ml of the reagent 

according to the kinetic CK-NAC LiquiUV protocol (InVitro, Brazil). Activity was 

expressed as U/L, with one unit corresponding to the phosphorylation of 1 nmoL of 

creatine per minute at 25°C. 

 

2.3.5. Statistical analysis 

 The statistical analyses were carried out by ANOVA followed by 

Bonferroni’s test (Prism 5.0, GraphPad Software Inc, USA). Data are presented a 
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mean ± standard error (n = 3), differences with p values of less than 5% were 

considered significant (p < 0.05). 

3. Results 
 

3.1. Analysis of efficacy the chemical and pharmacological treatments 

 

Table I shows that chemical treatment of Baltv and Bmoov with 10 mM Phe, 

20 mM PMSF or 20 mM BAP resulted in effective inhibition of metaloproteases, 

serine proteases and phospholipases A2. The SVMP activity induced by 60 µg of 

Baltv was abolished with Phe and significantly reduced with PMSF. Similar results 

were obtained for SVSP activity; fibrinogen-clotting was significantly inhibited 

when Baltv was treated with Phe and PMSF. However, only the Baltv-induced PLA2 

activity was inhibited with BAP treatment. Besides this, the enzymatic activities 

induced by 30 µg of Bmoov were specifically inhibited by Phe, PMSF and BAP, 

respectively. The same procedures were also carried out on 10 mM Phe, 20 mM 

PMSF and 20 mM BAP, and no significant induction of enzymatic activities was 

shown when compared with untreated venoms (data not shown). Additionally, 

these results indicate that the enzymatic activities induced by half doses of Bmoov 

can be even more potent than those induced by Baltv. Based on these results, all 

subsequent experiments were performed with those pretreated venoms.  

Carrageenan was used as the positive control to characterise the dose-

response for pharmacological treatment, as demonstrated in Table II. The 

intraplantar injection of carrageenan (β50 µg/paw) into rats’ hind-paws caused 

maximum oedema (64%) and hyperalgesia (40%) between 2 and 3 hours after 

injection. Doses of 8.0 mg/kg indomethacin (Indo) (COX-inhibitor), 100 mg/kg 

nordihydroguaiaretic acid (Nor) (COX/LOX-inhibitor), 15.0 mg/kg promethazine 

(Prom) (H1-antagonist), 100 µg/paw L-NMMA (NOS-inhibitor) and 5 µg/paw HOE 

(B2-antagonist) were able to neutralise the oedematogenic and hyperalgesic 

responses. Based on these results, subsequent pharmacological treatments were 

performed with these doses of the drugs. 
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Table II: Analysis of efficacy the pharmacological treatments. 

Pharmacological treatment Edema (%) Hyperalgesia (%) 

Positive control  64.00 ± 8.02 40.67 ± 4.81 

Indomethacin (8.0 mg/kg) 13.00 ± 2.08* 12.33 ± 3.33* 

Nordihydroguaiaretic acid (100 mg/kg) 12.00 ± 4.04* 2.67 ± 2.67* 

Promethazine (15 mg/kg) 21.00 ± 4.00* 12.67 ± 2.33* 

HOE (10 μg/paw) 13.00 ± 7.94* 20.67 ± 3.18* 

L-NMMA (100 μg/paw) 38.30 ± 5.21 12.67 ± 6.36* 

Groups of rats were treated with indomethcin (8.0 mg/kg, i.p.), nordihydroguaiaretic acid (100 

mg/kg, i.p.) and promethazine (15 mg/kg, i.p.) 30 min before of the injection (i.pl.) of the positive 

control (250 μg/paw carrageenan); HOE (10 μg/paw) and L-NMMA (100 μg/paw) were 

simultaneously injected (i.pl.) with the control in hind paw rats. Oedema was evaluated by 

increase in paw volume after 2 hours and hyperalgesia by sensitivity to pain after 3 hours the 

positive control injection. Each value is the mean ± SEM of 3 tests, expressed as %. * P < 0.05 

were considered significant, compared with positive control group. 

 

Table I: Analysis of efficacy the chemical treatments. 

Chemical 

treatment 
SVMPs activity1 SVSPs activity2 PLA2  activity3 

 Baltv Bmoov Baltv Bmoov Baltv Bmoov 

Crude venom 

 

184.00 ± 

39.46 

116.70 ± 

25.67 

46.00 ± 

1.52 

20.67 ± 

0.33 
6.00 

10.00 ± 

2.00 

Venom + Phe Zero* Zero* 
119.70 ± 

0.33* 

18.33 ± 

0.67 
6.00 

10.00 ± 

2.00 

Venom + PMSF 
16.67 ± 

16.67* 

112.70 ± 

21.67 
>120* 

101.30 ± 

18.67* 
6.00 

10.00 ± 

2.00 

Venom + BAP 
125.70 ± 

8.67 

77.33 ± 

6.67 

16.67 ± 

9.66 

7.67 ± 

0.33 

2.67 ± 

0.33* 

0.83 ± 

0.17* 

The crude venoms (1,0 mg/mL) were treated with 10 mM Phe, 20 mM PMSF or 20 mM BAP.  The 

enzymatic activities were performed by administration of the 60 µg Baltv and 30 µg Bmoov. 
1SVMP activity was evaluated by the local haemorrhagic effect (area of haemorrhagic spot in 

mm2) induced by the i.d. injection of venoms. 2SVSP activity was evaluated by the time (s) of the 

coagulating the fibrinogen solution.  3PLA2 activity was evaluated by indirect haemolysis effect 

(diameter of haemolytic spot in mm). Each value is the mean ± SEM of 3 tests. * P < 0,05 P < 

0.05 were considered significant, compared with crude venom group. 
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3.2. Analysis of local inflammatory effects induced Baltv and Bmoov  

 

3.2.1. Oedematogenic effect induced by crude or treated venoms 

 The intraplantar injection of the Baltv and Bmoov (5 – 30 µg/paw) caused 

severe time-dependent oedema in the rats. The maximum increase in hind-paw 

swelling occurred at 1 hour after injection of both venoms, and gradually 

decreased thereafter, disappearing within 24 hours (Figs. 1A-B). The maximal 

oedematogenic effect caused by Baltv (86% at 30 µg/paw) was significantly 

reduced by Phe and BAP treatment, whereas PMSF slightly reduced the effect at 

5 hours (Fig. 1C). All doses of Bmoov caused strong oedema of similar intensity 

(90 - 115%), which was effectively neutralised by all chemical treatments (Fig. 

1D). Besides this, pharmacological modulation with Indo, Nor and LNMMA 

statistically reduced the peak footpad swelling induced by Baltv and Bmoov (Figs. 

1E-F). The treatment with Prom was also effective in reducing the oedema caused 

by Bmoov (Fig. 1F), but had no effect on the Baltv (data not show). HOE was not 

able to reduce the oedematogenic effect induced by the venoms (data not show). 
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Figure 1: Comparison of 0edema induced by crude or treated venoms. A-B: Oedema response. 

The oedema caused by crude venoms (5–30 μg/paw)  was determined by increase  the volume in 

right hind paw rats compared with the control contralateral paw. C-D: inhibitors treatments. The 

venoms were pretreated with 10 mM Phe, 20 mM PMSF or 20 mM BAP and injected in footpad for 

compared with the oedema formation induced by untreated venoms. E-F: Pharmacological 

treatments. Groups of rats were treated with Indo  (8.0 mg/kg), Nor (100 mg/kg) and Prom (15 

mg/kg) 30 min before of the injection (i.p.) of the control or venoms, HOE (10 μg/paw) and L-NMMA 

(100 μg/paw) were simultaneously injected (i.pl.) with the control, Baltv (30 μg/paw) or  Bmoov (15 

μg/paw). Oedema was measured by a plethysmometry and expressed in percentage of increase 

volume in relation to initial values. Each point is the mean ± SEM of 3 values. P < 0.05 were 

considered significant, compared with relative volume of paws before venom injection (#) or crude 

venom group (*).  

 

3.2.2. Hyperalgesic effect induced by crude or treated venoms 

The intraplantar injection of Baltv and Bmoov (5 – 30 µg/paw) induced 

differential time-courses of the hyperalgesic effect. Fig. 2A shows that Baltv (30 

µg/paw) caused a significant increase in the sensitivity to pain (around 25%) from 

the first hour, which remained until 24 hours after injection. Bmoov caused a higher 

increase in the sensitivity to pain than Baltv. Bmoov (15 and 30 µg/paw) induced a 

peak of hyperalgesic response (around 40%) 1 hour after injection, which 

disappeared 4 hours after injection (Fig. 2B). The hyperalgesia induced by both 

venoms was effectively inhibited by all chemical and pharmacological treatments 

(Figs. 2C-H). 
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Figure 2: Comparison of hyperalgesia induced by crude or treated venoms. A-B: The hyperalgesia 

caused by crude venoms (5–30 μg/paw) was determined by increase in the sensitivity to pain in 

right hind paw rats compared with the control contralateral paw. C-D: Inhibitors treatments.The 

venoms were pretreated with 10 mMPhe, 20 mM PMSF or 20 mM BAP and injected in foodpad for 

compared with the hiperalgesic response induced by untreated venoms. E-H: Pharmacological 

treatments. Groups of rats were treated with Indo (8.0 mg/kg), Nor (100 mg/kg) and Prom (15 

mg/kg) 30 min before of the injection (i.p.) of the control or venoms, HOE (10 μg/paw) and L-NMMA 

(100 μg/paw) were simultaneously injected (i.pl.) with the control, Baltv (30 μg/paw) or Bmoov (15 

μg/paw). Hyperalgesia was measured by pressure test and expressed in percentage of increase in 

the sensitivity to pain relative to values before injection venoms. Each point is the mean ± SEM of 3 

values. P < 0.05 was considered significant, compared with relative nociceptive threshold of paws 

before venom injection (#) or with the crude venom group (*).  
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3.2.3. Myotoxic activity induced by crude or treated venoms 

Intramuscular injection of Baltv and Bmoov caused myotoxic effects in mice, as 

demonstrated by an increase in plasma CK activity (Fig. 3). Three hours after 

injection, Baltv (60 µg) induced a slight increase in CK activity to 302.67 ± 59.95 

U/L compared with 1375.67 ± 194.05 U/L for Bmoov (30 µg). The chemical 

treatments failed to reduce the myotoxic effect induced by Baltv. Curiously, the 

treated Baltv showed an increase in myotoxicity compared with untreated Baltv. In 

contrast, all chemical treatments significantly reduced the potent myotoxicity 

induced by Bmoov. The myotoxic activity induced by Bmoov was virtually abolished 

when treated with BAP. On the other hand, treatment with Phe and PMSF was 

able to inhibit myotoxic activity by about 50%. Moreover, pharmacological 

modulation with Indo, Prom and HOE inhibited 42, 35 and 22% of the CK activity 

induced by Baltv, respectively. All anti-inflammatory treatments were able to 

reduce the myotoxicity caused by Bmoov by more than 50% (Fig. 3B). 
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Figure 3: Comparison of myotoxic activity induced by crude or treated venoms. The myotoxic 

effect induced by crude or treated Baltv (60 µg) and Bmoov (30 µg) was measured by increased in 

plasma CK activity after 3 hours compared with control group. A: Inhibitors treatments. The 

venoms were pretreated with 10 mMPhe, 20 mM PMSF or 20 mM BAP and injected in muscle for 

compared with the CK activity induced by untreated venoms. B: Pharmacological treatments. 

Groups of rats were treated with Indo (8.0 mg/kg), Nor (100 mg/kg) and Prom (15 mg/kg) 30 min 

before of the injection (i.p.) of the control or venoms, HOE (10 μg/paw) and L-NMMA (100 μg/paw) 

were simultaneously injected (i.m.) with the control, Baltv or Bmoov. CK activity was determined in 

plasma collected from mice and expressed as U/L. Each bar is the mean ± SEM of 3 values. P < 

0.05 compared with relative control group (#) or crude venom group (*) were considered statistically 

significant. 
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4. Discussion 
 

Bothropic envenomation is characterised by severe local damage caused 

by the toxic action of venom components and aggravated by the induction of 

inflammation (Chacur, et al., 2001; Teixeira, et al., 2005; Bonavita, et al., 2006; 

Nascimento, et al., 2010; Zychar, et al., 2010). In this work, we describe a 

comparative study of the local inflammatory effects caused by the venoms of B. 

alternatus and B. moojeni, two snakes of epidemiological importance in Brazil. 

Firstly, we investigated the contribution of different classes of enzymes on 

the effects (haemorrhagic, coagulant and PLA2 activities) caused by 

envenomation. Both venoms were pretreated with inhibitors of SVMPs, SVSPs 

and PLA2. Our results showed that Bmoov has higher PLA2 and SVSP activities 

than Baltv. On the other hand, Baltv has more SVMP activity than Bmoov (Table I). 

Our results are in agreement with the literature. Several studies have shown that 

SVMPs and PLA2 are the main agents that induce local lesions from bothropic 

accidents (Gonçalves, et al., 2000; Gutiérrez, et al., 2003; Teixeira, et al., 2003; 

Zychar, et al., 2010). In addition, some studies have shown that SVSPs contribute 

little to the manifestation of local effects (Saravia-Otten, et al., 2004; Zychar, et al., 

2010; Serrano, 2013). The pharmacological treatments used to investigate the 

participation of several mediators in the pathogenesis of the local effects the 

venom were also analysed. The choice of the doses of medication used were 

those determined as most efficiently counteracting the effects caused by 

carrageenan, a proinflammatory polysaccharide used as a positive control for 

induction of oedema and hyperalgesia in experimental animals (Van Arman et al., 

1965). Our results showed that all the pharmacological treatments tested reduced 

the oedema and hyperalgesia caused by carrageenan (Table II). 

The effects of the toxic action of the components of venoms may be 

aggravated by subsequent activation and persistence of the inflammatory reaction 

at the site of injury (Zamuner, et al., 2005; Cardoso, et al., 2003). In this work, we 

characterised the oedematogenic and hyperalgesic effects induced by both 

venoms, relating them to the inflammatory response. Our results showed that 

intraplantar injection (5–30 µg/paw) of both Baltv and Bmoov induced an intense 
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footpad oedema, characterised by an increase in the volume of rat paw in the first 

hour after injection of venom, and remaining for up to 6 hours (Fig. 1A, 1B). The 

injection of both Baltv and Bmoov also increased the sensitivity to pain. Although 

the injection of Baltv induced a low level of hyperalgesia, it persisted for e to 24 

hours after injection (Fig. 2A). Unlike Baltv, Bmoov caused an increase in sensitivity 

to pain only in the period 1 to 3 hours after injection (Fig. 2B). Similar studies with 

venoms of other Bothrops snakes have also confirmed the rapid formation of 

oedema, usually accompanied by pain (Lomonte, et al., 1993; Faria, et al., 2001; 

Picolo, et al., 2002). 

These results demonstrate that the oedematogenic and hyperalgesic effects 

caused by Bmoov are considerably more potent than those caused by Baltv. These 

effects are mainly linked to the proteolytic and cytotoxic actions of venom on tissue 

components (Rodrigues, et al., 2001; Chacur, et al., 2003; Teixeira, et al., 2003; 

Gay, et al., 2005; Gomes, et al., 2009).  

SVMPs, for example, may act directly on the microvasculature, causing 

vascular injury and blood leakage, and activating inflammatory mediators and 

nociceptive receptors (Bjarnason, et al., 1994; Gutiérrez, et al., 2000; Lopes, et al., 

2009; Teixeira, et al., 2005; Zychar, et al., 2010). In addition, PLA2 may act on the 

membrane of endothelial or muscle cells and contribute to the deterioration of local 

manifestations of envenomation  (Chacur, et al., 2003; Barbosa, et al., 2003; 

Harris, 2003; Teixeira, et al., 2003; Gutiérrez, et al., 2009a). The difference in the 

intensity of local effects may be related to the variability of the protein composition 

and prevalence of haemorrhagic and myotoxic components in the bothropic 

venoms  (Nishioka, et al., 2000; Queiroz, et al., 2008, Ohler, et al., 2010). 

Our results are in agreement with the literature and suggest that SVMPs 

and PLA2 have an important role in the induction of hyperalgesia (Fig. 2C/D) and 

oedema (Fig. 1C/D) caused by bothropic envenomation. However, our results 

show that the SVSPs significantly contributed to the formation of oedema (Fig. 1 

C, 1D) and hyperalgesic (Fig. 2C, 2D) effects induced by both Baltv and Bmoov. 

The SVMPs and PLA2 seem to have a primary role in the formation of oedema, 

while SVSPs contribute to the permanence of these effects caused by Baltv, since 

treatment with PMSF was only able to inhibit the increase of the volume of the paw 
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of rats some hours after injection of venom. The results described by Menaldo et 

al. (2013) correlate with our findings. These authors showed that two SVSPs 

isolated from B. pirajai venom are involved in formation of oedema and in a 

hyperalgesic response. Other studies of the characterisation of isolated proteins 

from bothropic venom have shown that PLA2 and SVMPs cause a peak of oedema 

and hyperalgesia in the first hour after injection (Rodrigues, et al., 2001; Chacur, et 

al., 2003; Teixeira, et al., 2003; Gay, et al., 2005; Gomes, et al., 2009)..  

Considering that SVMPs and PLA2 are frequently associated with muscular 

damage, we examined the involvement of these enzymes on venom-induced 

myotoxicity (Harris, 2003; Gay, et al., 2005; Gutiérrez, et al., 2010). Myonecrosis is 

one of the most significant local effects of bothropic envenomation (Gutiérrez, et 

al., 2010; Bernarde, 2014). It can be caused by the direct action of PLA2 on the 

membrane of the muscle cell, or by an indirect mechanism of vascular 

degeneration, cell damage and inflammatory reaction triggered by SVMPs and 

other components present in the venom (Gutiérrez, et al., 2003; Gutiérrez, et al., 

2009a; Dennis, et al., 2011; Markland Jr., et al., 2013). The myotoxicity induced by 

Bmoov was more intense than Baltv; Bmoov (30 g) caused a myotoxic effect 

about five times greater than Baltv (60 g) (Fig. 3A, 3B). In addition, our results 

have shown that phospholipase inhibitors (BAP) completely abolished the 

myonecrosis caused by Bmoov, while serine (PMSF) and metalloprotease (Phe) 

inhibitors partially inhibited this effect (Fig. 3A). These data suggest that PLA2 are 

the main components of the venom responsible for myonecrosis, while serine and 

metalloproteases have a secondary role in myotoxicity.  

Interestingly, plasma CK levels were increased when Baltv was pretreated 

with the enzymatic inhibitors (BAP, Phe and PMSF) (Fig. 3B). Our results indicated 

that these inhibitors do not interfere with haemorrhagic, coagulant and haemolytic 

activities, when tested alone (data not shown). However, we suggest that they can 

cause muscle damage when they are associated with Baltv (Fig. 3A). Some 

studies have shown a strong contribution of the non-enzymatic components in 

Baltv-induced myonecrosis (Nisenbom, et al., 1986; Ponce-Soto, et al., 2007; 

Mamede, et al., 2013; Setúbal, et al., 2013). In contrast, Gay et al. (2013) showed 

that SVMPs have a key role in the development of myonecrosis induced by Baltv. 
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These authors showed that monospecific antibodies against baltergin, a 

metalloprotase, were efficient in neutralising the myotoxicity of Baltv from 

Argentina. Although our results are divergent, they reaffirm that variation in the 

composition of venom can influence the differentiation of their biological effects. 

This variability and complexity of venoms may be due to ontogenetic and 

geographic variations and has implications for the treatment of snakebites 

(Furtado, 1987; Chippaux, et al., 1991; Ohno, et al., 1998; Da Rocha, et al., 2005; 

Gutiérrez, 2009). 

Herein, we observe that the local changes induced by the venom of both 

Baltv and Bmoov are mediated by a synergic action of different inflammatory 

mechanisms. Pharmacological treatment was used to assess the role of these 

mediators in local effects caused by bothropic venom. The treatment with drugs 

that inhibit eicosanoid synthesis indicates the involvement of lipid mediators of the 

inflammatory effects induced by both Baltv and Bmoov (Figs. 1E/F, 2E/G, 3B). 

Eicosanoids are important vasoactive mediators and chemotactics derived from 

arachidonic acid. Arachidonic acid derived from hydrolysis of membrane 

phospholipids by the action of PLA2 can be degraded by lipoxygenase (LOX), 

giving rise to leukotrienes, or by cyclooxygenase (COX), which catalyses the 

biosynthesis of prostaglandins and thromboxanes (Murakami, et al. 2003; Majno & 

Joris, 2004; Cabral, 2005).  

We also observed the involvement of histamine, bradykinin and nitric oxide 

in inflammation induced by both Baltv and Bmoov, using Promethazine, HOE and 

L-NMMA, respectively (Figs. 1F, 2E/H, 3B). Interestingly, the treatment with a 

selective H1 histamine receptor antagonist was not able to reduce the edema 

induced by Baltv, indicating a minor role of histamine in this effect. Histamine is 

considered the principal mediator that causes increased vascular permeability in 

the inflammatory process. Its vasoactive action is due to sensitivity of H1 receptors 

on endothelial cells. Histamine causes vasodilation and oedema formation, when 

associated with kinins and other mediators contributing to activation of nociceptors 

(Hofstra, et al., 2003; Huang, et al., 2008). The start and persistence of 

inflammatory reaction at the site of injury is mediated mainly by the action of 

bradykinin, prostaglandins and nitric oxide (Sherwood et al., 2004; Schimd-
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Schonbein, 2006). Our results are in agreement with the literature and suggest 

that these mediators of the inflammatory response participate in oedematogenic 

and hyperalgesic effects induced by Baltv and Bmoov. Nascimento et al. (2010) 

also noted the participation of those mediators in oedema induced by Bmoov. The 

same authors highlighted the important contribution of mast cells in the release of 

histamine and in the potentiation of the effects in the first hour of treatment.  

The muscular lesion caused by Baltv and Bmoov in mice was efficiently 

neutralised by a COX-inhibitor and H1 and B2 antagonists, indicating that 

eicosanoids, histamine and bradykinin have an important role in the myotoxic 

effect of bothropic venom. Leukotrienes and nitric oxide were also involved in 

myotoxicity of Bmoov. On the other hand, it appears that these mediators are not 

involved in myonecrosis caused by Baltv, since Nor (LOX inhibitor) and L-NMMA 

(NOs-inhibitor) were not able to reduce the release of CK. These findings are 

different from those of Chacur et al. (2001) and Faria et al. (2001). Those authors 

suggest that leukotrienes are the predominant mediators in the inflammatory 

response caused by the venoms of B. lanceolatus and B. asper snakes.  

Finally, we showed that the oedema, hyperalgesia and myotoxicity induced 

by Baltv are relatively smaller than those caused by Bmoov. We also verified the 

participation of SVMPs and PLA2 in all local effects induced by both Baltv and 

Bmoov, and we identified the contribution of SVSPs from Bmoov in the 

pathogenesis of these effects. In addition, we found that the inflammatory reaction 

induced by Bmoov is mediated by eicosanoid action, histamine and nitric oxide, 

with significant participation of bradykinin on the hyperalgesic and myotoxic effects 

of this venom. These mediators also contribute to inflammation caused by Baltv. 

However, the inefficient anti-inflammatory effects of some local modulation 

suggest that histamine, leukotrienes and nitric oxide have little role in the oedema 

or myonecrosis of Baltv. 
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