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RESUMO 
 

Os venenos de serpentes da família Viperidae consistem em uma complexa 

mistura de proteínas, peptídeos, lipídios, polissacarídeos e substâncias 

inorgânicas. Várias miotoxinas, com características estruturais de fosfolipases A2 

(FLA2s), foram isoladas dos venenos serpentes da família Viperidae. Os venenos 

contêm FLA2s, que apresentam homologia estrutural com as de mamíferos. Essas 

enzimas, por hidrolizarem fosfolipídio de membrana, liberam ácido araquidônico, 

precursor de eicosanóides, segundos mensageiros de processos fisiológicos e 

fisiopatológicos. Por catalizarem essas reações, as fosfolipases possuem 

importantes funções em vários processos biológicos, através da formação de 

segundos mensageiros que exercem ações biológicas importantes e transdução 

de sinais celulares. Desse modo este estudo teve por objetivo avaliar o efeito de 

duas FLA2s, isoladas do veneno de Bothrops alternatus, a miotoxina BaltTX-I, 

uma Lys-49 catalíticamente inativa e a BaltTX-II, uma Asp-49 enzimaticamente 

ativa, bem como o veneno bruto sobre a funcionalidade de macrófagos 

peritoneais in vitro. Os resultados obtidos demonstraram que o tanto o veneno 

quanto as toxinas não interferem na capacidade de adesão e no com o 

descolamento dos macrófagos. Além disso, o veneno e a toxina BaltTX-I, mas 

não a BaltTX-II, nas concentrações de 6, 3 e 1,5 µg/mL induziram o aumento da 

taxa de fagocitose via receptor de complemento após uma hora de incubação. 

Adicionalmente foi avaliada a participação da proteína kinase C (PKC) na 

fagocitose via receptor de complemento. A inibição da PKC, pelo pré-tratamento 

dos macrófagos com estaurosporina, aboliu a fagocitose induzida pelo veneno e 

pela BaltTX-I. Ainda, o veneno bruto, assim como as duas toxinas induzem a 

produção de superóxido, sugerindo que a atividade de fosfolipase não é essencial 

para o desencadeamento desse efeito. Esses estudos contribuem para a melhor 

compreensão da fisiopatologia do envenenamento e para o mecanismo de ação 

do veneno botrópico e das fosfolipases, presentes nesses venenos, para a 

ativação dos macrófagos.  

 
Palavras-chave: veneno de serpente, FLA2 secretadas, fagocitose, superóxido, 
macrófagos. 
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ABSTRACT 

 

The snake venoms from the Viperidae family are a complex mixture of proteins, 

peptides, lipids, polysaccharides and inorganic chemicals. Various myotoxins with 

structural features of phospholipases A2 (PLA2s) were isolated from venom of the 

snake of the Viperidae family. The venoms contain PLA2s which are structurally 

homologue with those of mammals. These enzymes hydrolyze phospholipids of 

membrane and releasing arachidonc acid, precursos of eicosanoids, second 

messengers of physiological and pathophysiological processes. These reactions 

are catalysed by the phospholipases whith important roles in various biological 

processes through the formation of second messengers that have important 

biological activities and cellular signal transduction. The aim of this study  in order 

to  the effect of two PLA2s isolated from the venom of Bothrops alternatus, BaltTX-

I, a Lys-49 catalytically inactive and the BaltTX-II, an Asp-49 enzymatically active, 

and the crude venom on the peritoneal macrophages function in vitro. Both the 

venom and the toxins do not interfere with macrophages to adhere and 

detachment from the support. In addition the venom and the toxin BaltTX-I, but not 

BaltTX-II, at the concentrations 6, 3 and 1,5 µg/mL induced an increase in 

phagocytosis via complement receptor one hour after incubation. Moreover, we 

evaluated the role of protein kinase C (PKC) in phagocytosis via complement 

receptor. Inhibition of PKC by pretreatment of macrophages with staurosporine 

abolished phagocytosis induced by crude venom and BaltTX-I. The crude venom, 

and also the two myotoxins, induce the production of superoxide suggesting that 

PLA2s activity is not essential for triggering this effect. These studies contribute to 

a better understanding of the pathophysiology of envenenomation and the 

mechanism of action of Bothrops venom and phsopholipases in the activation of 

macrophages.  

 
Key-words: snake venom, secretory PLA2, phagocytosis, superoxide, 
macrophages. 

 
 
 
 
 
 

 



6 

 

LSTA DE FIGURAS 
 

Fig.1: Indivíduo da espécie Bothrops alternatus................................................ 
 

12 

Fig. 2: Formação das espécies ativas de oxigênio e nitrogênio....................... 
 

27 

Fig. 3: Efeito do veneno bruto e das fosfolipases BaltTX-I (Lys-49) e BaltTX-II 
(Asp-49) de Bothrops alternatus sobre a viabilidade de macrófagos 
peritoneais in vitro.............................................................................................. 
 

 
 
36 

Fig. 4: Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre capacidade 
de adesão e descolamento dos macrófagos. ................................................. 
 

 
37 

Fig. 5: Efeito da estaurosporina, inibidor de PKC sobre a viabilidade de 
macrófagos peritoneais...................................................................................... 
 

 
38 

Fig. 6: Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II da serpente 
Bothrops alternatus na capacidade fagocítica de macrófagos, via receptor de 
complemento...................................................................................................... 
 

 
 
40 

Fig. 7: Efeito do inibidor de PKC na capacidade fagocítica de macrófagos via 
receptor de complemento induzida pelo veneno bruto e pela toxina BaltTX-I. 
 

 
41 

Fig. 8: Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre a produção 
de superóxido in vitro......................................................................................... 
 

 
42 

Fig. 9: Efeito do inibidor de PKC na produção de superóxido por macrófagos 
estimulados pelo veneno ou toxinas BaltTX-I e BaltTX-II................................. 
 

 
44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 
LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Grupo de FLA2 secretadas................................................................ 17 

Tabela 2: Grupos de fosfolipases A2 intracelulares.......................................... 

Tabela 3: Viabilidade de macrófagos (%) peritoneais incubados com veneno 
bruto e toxinas BaltTX-I e BaltTX-II.................................................................. 
 

18 
 
 
35 

  

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 



8 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AA – Ácido Araquidônico  

BaltTX-I – Toxina I de Bothrops alternatus 

BaltTX-II – Toxina II de Bothrops alternatus 

cFLA2  - Fosfolipase A2  citosólica 

COX – Ciclooxigenase 

DAG – Diacilglicerol 

DMSO – Dimetil sulfóxido 

E.P.M – Erro padrão da média 

FLA2 – Fosfolipase A2  

iFLA2 - Fosfolipase A2  independente de cálcio 

INFγ – Interferon gama 

IP3 – Inositol 1,4,5 – trifosfato 

KOH – Hidróxido de potássio 

LO – Lipoxigenase 

LPS – Lipopolissacarídeo 

LTB4 – Leucotrieno B4 

MT I – Miotoxina I 

MT II – Miotoxina II 

NBT – Corante azul de nitrotetrazólio 

NO – Óxido nítrico  

NOS – Óxido nítrico sintase 

PAF – Fator ativador de plaquetas 

PBS – Phosphate buffered saline – solução salina tamponada com fosfato 

PGE2 – Prostaglandina E2 

PI3K – Fofatidilinositol 3 quinase 

PIP2 – Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

PKC - Proteína kinase C 

PMA – Acetato de Forbol Meristato 

sFLA2 - Fosfolipase A2 secretada 

STS – Estaurosporina 

VBa – Veneno de Bothrops alternatus 

 



9 

 

SUMÁRIO 

 

1- INTRODUÇÃO................................................................................................                   11 

1.1- Considerações gerais................................................................................. 11 

1.2- Bothrops alternatus..................................................................................... 12 

1.3- Composição dos venenos de serpentes..................................................... 13 

1.4- Fosfolipases A2 (FLA2)............................................................................... 14 

1.5- Fosfolipases A2 secretadas isoladas do veneno de serpentes.................... 20 

1.6- Inflamação aguda........................................................................................ 21 

1.7- Papel dos leucócitos na reação inflamatória causada pelos venenos 
botrópicos........................................................................................................... 

 

 
23 

2- OBJETIVO...................................................................................................... 

 

28 

3- MATERIAL E MÉTODOS 29 

3.1- Animais........................................................................................................ 29 

3.2- Veneno......................................................................................................... 29 

3.3- Fosfolipases A2 ........................................................................................... 29 

3.4- Obtenção dos macrófagos peritoneais de camundongo............................. 30 

3.5- Teste de viabilidade celular por exclusão do azul de tripan........................ 30 

3.6- Determinação da fagocitose via receptor de complemento........................ 30 

3.6.1- Obtenção do zimosan e opsonização com soro de camundongo normal 30 

3.6.2- Determinação da fagocitose..................................................................... 31 

3.7- Determinação da capacidade de adesão.................................................... 31 

3.8- Determinação da capacidade de descolamento.......................................... 32 

3.9- Avaliação da participação da PKC na fagocitose via receptor de 
complemento...................................................................................................... 

 
32 

3.10- Determinação da produção do ânion superóxido por densidade 
óptica.................................................................................................................. 

32 

3.11- Avaliação da participação da PKC na produção de ânion superóxido...... 33 

3.12- Análise estatística...................................................................................... 

 
33 

4- RESULTADOS 34 

4.1- Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II da serpente Bothrops 
alternatus sobre a viabilidade de macrófagos peritoneais................................. 

 
34 

4.2- Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre capacidade de 
adesão e descolamento dos macrófagos.......................................................... 

 
37 

 4.3- Efeito da estaurosporina, inibidor de PKC, sobre a viabilidade de 
macrófagos peritoneais...................................................................................... 

 
38 

4.4- Efeito do veneno bruto e das duas toxinas BaltTX-I e BaltTX-II isoladas 
do veneno da serpente Bothrops alternatus sobre a capacidade fagocítica dos 
macrófagos, via receptor de complemento........................................................ 

 
 
39 

4.5- Efeito do inibidor PKC sobre a fagocitose................................................... 41 

4.6- Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre a 
produção de superóxido por macrófagos............................................................ 

 
42 

4.7- Efeito do inibidor de PKC sobre a produção de superóxido por 
macrófagos estimulados pelo veneno bruto e toxinas BaltTX-I e BaltTX-II........ 

 

 
43 

 



10 

 

5- DISCUSSÃO................................................................................................... 

 

45 

6- CONCLUSÕES............................................................................................... 

 
53 

7- REFERÊNCIAS.............................................................................................. 

 

54 

8- ANEXOS......................................................................................................... 73 

8.1 - Soluções Utilizadas..................................................................................... 73 

8.2 - Drogas e reagentes.................................................................................... 74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

1- INTRODUÇÃO 
 
1.1- Considerações gerais 

 

 As serpentes, responsáveis pelo maior número de acidentes ofídicos, na 

América Latina, pertencem ao gênero Bothrops, da família Viperidae. Essas 

serpentes estão distribuídas desde o México até a Argentina (HOGE & ROMANO-

HOGE, 1978). No Brasil, as serpentes do gênero Bothrops têm recebido grande 

atenção devido à elevada incidência de acidentes, sendo mais de 90% dos casos 

oficialmente registrados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998).  A incidência de 

acidentes ofídicos notificados, entre 2000 a 2007, foi de 192.703 casos dos quais 

27% foram registrados na região Norte, 28% na região sudeste, 24% no Nordeste 

e 11 e 10% nas regiões Sul e Centro-Oeste, respectivamente (CARDOSO et al., 

2009). Esses acidentes estão relacionados a fatores climáticos e a atividade 

humana em áreas rurais, onde existe maior concentração desses animais 

(AMORIM et al., 1951; BARRAVIERA, 1990; 1993). Uma vez que os acidentes 

ofídicos são, ainda, freqüentes e graves, particularmente nas regiões tropicais do 

mundo, o estudo dos venenos de serpentes possui papel importante tanto para a 

clínica médica quanto para a pesquisa científica (CHIPPAUX & GOYFFON, 1998). 

             Os envenenamentos causados por serpentes do gênero Bothrops são 

caracterizados, de modo geral, pela presença de manifestações clínicas 

sistêmicas e locais (ROSENFELD, 1971). Com relação ao quadro sistêmico, as 

atividades coagulantes, hemorrágicas e proteolíticas estão bem estudadas. Os 

coeficientes de letalidade, decorrentes de acidentes ofídicos, têm decrescido ao 

longo do tempo. Esse fato deve-se à eficácia do soro antibotrópico em neutralizar 

os efeitos sistêmicos (CARDOSO et al., 2003). E dentre as alterações locais 

predominantes, estão as lesões hemorrágicas, a mionecrose e a resposta 

inflamatória eminente, com a presença de edema intenso, exsudato purulento e 

dor forte no local da mordida (BRAZIL & PESTANA, 1909; ROSENFELD, 1971). 

Em casos mais graves, pode haver dano tecidual que pode resultar em perda 

funcional ou permanente do tecido ou do membro afetado (ROSENFELD, 1971). 

O soro antibotrópico, diferentemente de sua ação no quadro sistêmico, não 

neutraliza de modo eficaz essas reações locais, mesmo quando administrado 
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imediatamente após o acidente (EICHBAUM, 1947; ROSENFELD, 1971; 

GUTIÉRREZ et al., 1981; 1986a). Por este motivo, os estudos sobre os efeitos 

locais e sistêmicos dos venenos revestem-se de importância. 

1.2- Bothrops alternatus 

Atualmente, o gênero Bothrops está subdividido nos gêneros Bothrops, 

Bothrocophias, Bothriopsis, Bothropoides e Rhinocerophis (BÉRNILS, 2009). A 

serpente do estudo em questão está inserida no gênero Rhinocerophis, porém 

durante o texto será retratada como Bothrops alternatus, taxonomia utilizada 

durante o período do referido estudo. 

A serpente Bothrops alternatus (Figura 1) é encontrada no norte e 

nordeste da Argentina, sul do Paraguai e nas regiões sul, sudeste e parte do 

centro oeste do Brasil (CAMPBELL et al, 1989), sendo o seu hábitat próprio  das 

regiões úmidas de florestas tropicais, subtropicais e temperadas. O tamanho 

médio desta serpente é em torno de 1 metro de comprimento, podendo chegar a 

dois metros.  
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Fig. 1: Indivíduo da espécie Bothrops alternatus, é evidenciado o padrão de desenhos na 
região dorsal do animal. Foto: Kayena Delaix Zaqueo, Belo Horizonte – MG, 2006.  

Devido à elevada quantidade de veneno produzido por esta serpente, 

pode-se explicar, pelo menos em parte, a gravidade do envenenamento causado 

pela mesma. O rendimento máximo de peçonha está acima de 200 mg (peso 

seco) por espécime em relação a B. atrox, B. insularis, B. moojeni, e B. 

jararacussu (ROSENFELD 1971; FURTADO, et al., 1991; ROODT et al., 1998).  

Por outro lado, embora a B. alternatus seja uma espécie agressiva e perigosa, 

seu veneno foi pouco estudado quando comparado ao veneno de outras espécies 

botrópicas, principalmente em relação a B. jararaca, amplamente estudada pela 

importância clínica que tem em termos de incidência de acidentes ofídicos. 

De fato, os efeitos locais, observados no envenenamento de B. alternatus, 

segundo os casos clínicos, assim como os trabalhos experimentais reportados 

(BAUAB et al., 1994) referem-se, fundamentalmente, ao aparecimento de edema 

(MARUNAK et al., 1994), hemorragia (MARUNAK et al., 1994; DE ROODT et al., 

2000) e necrose (QUEIROZ et al, 1984; MARUNAK et al., 1994). Além disso, a 

literatura mostra que, sistemicamente, o veneno de B. alternatus causa distúrbios 

na cascata de coagulação sangüínea em humanos e em animais, como o cão, 

sendo que 97% dos acidentes apresentam alterações nos tempos de coagulação 

(BAUAB et al., 1994). 

Quanto á toxicidade do veneno, o de B. alternatus é similar ao de outras 

espécies do gênero Bothrops, sendo a dose letal - DL50 2.2-11.5 mg/kg, 

intraperitonealmente, em camundongos (FURTADO et al., 1991; SANCHEZ et al., 

1992). 

1.3- Composição dos venenos de serpentes 

O veneno consiste em uma complexa mistura de proteínas, peptídeos, 

lipídios, polissacarídeos e substâncias químicas inorgânicas (GANS, 1978). 

Polipeptídeos e proteínas estão presentes em maiores proporções, chegando a 

90-95% do seu peso seco (CHIPPAUX, 1991). Os venenos podem apresentar 

amplas variações em sua composição. Foram descritas cerca de 50 a 60 
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proteínas/peptídeos com diferentes estruturas e funções, ativos ou na forma de 

precursores inativos no veneno (SARKAR; DEVI, 1968; AIRD, 2002). 

 A letalidade e sintomas decorrentes de acidentes ofídicos no homem, ou 

verificados experimentalmente em animais, dependem da composição dos 

venenos. Vários dos mediadores bioquímicos e farmacológicos presentes nos 

venenos já foram isolados e caracterizados como sendo neurotoxinas, citotoxinas, 

lectinas, fatores de crescimento, desintegrinas, peptídios funcionais e enzimas. 

Dentre essas, encontram-se proteases, fosfolipases, fosfodiesterase, 

fosfomonoesterases, 5’nucleotidases, NAD-nucleotidases, colinesterases, 

aminotransferases, L-aminoácido oxidases, catalases, ATPases, hialuronidases, 

além de alguns inibidores enzimáticos (RUSSEL, 1988; OUYANG et al., 1990; TU, 

1996; SOARES et al., 2003). 

 Em comum com outras espécies de Bothrops, os venenos de Bothrops 

alternatus contêm uma variedade de proteínas e enzimas (MEBS, 1970; TAN e 

PONNUDURAI, 1991,) que incluem L-aminoácido oxidase (LAAO) (STÁBELI et 

al., 2004), fosfolipases A2 (FLA2) (NISEMBON et al., 1986), trombina-like 

(balterobim) (SMOLKA et al.,1998), inibidor de trombina (brotoalternim) (CASTRO 

et al., 1998), metaloproteinases e  desintegrinas (SOUZA et al., 2000; MARIANO-

OLIVEIRA., et al, 2003; COMINETTI et al., 2003, 2004; GAY et al., 2005; 

SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005), e fosfodiesterases (VALÉRIO et al., 2002). 

 Assim, os venenos de serpentes e suas frações isoladas representam um 

importante alvo para a investigação biotecnológica. 

1.4- Fosfolipases A2 (FLA2)  

A superfamília de FLA2s ou fosfatidil-acil-hidrolases é constituída por 

grupos de enzimas que catalizam a hidrólise de ligações acil-éster, na posição sn-

2 de diferentes fosfolipídios liberando ácidos graxos (KINI, 1997). Os produtos 

gerados da catálise dessas enzimas são ácidos graxos livres, como o ácido 

araquidônico (AA), precursor de eicosanóides. Por catalisarem essas reações, as 

fosfolipases possuem importantes funções em vários processos biológicos, 

através da formação de segundos mensageiros que exercem ações biológicas 
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importantes e transdução de sinais celulares (VALENTIN e LAMBEAU, 2000; 

BROWN, et al., 2003). Adicionalmente, a atividade catalítica de FLA2 leva a 

produção de lisofosfolipídio, o liso-PAF, que é precursor do fator ativador de 

plaquetas (PAF), um mediador inflamatório importante, que induz a agregação 

plaquetária (QUIN et al., al 1998). Os derivados do ácido araquidônico e o PAF 

são mediadores de diversos fenômenos fisiológicos e fisiopatológicos 

(LENNARTZ, 1999; MURAKAMI et al., 1995; VISHWANATH et al., 1987). Dessa 

forma, atribui-se, um papel fisiológico às fosfolipases A2 na manutenção da 

homeostasia celular e remodelação de membrana. 

  As fosfolipases estão classificadas em cinco principais categorias, que 

incluem as FLA2 secretadas (sFLA2s) (Tabela 1), possuem baixo peso molecular, 

as FLA2s citosólicas (cFLA2) dependentes de cálcio, as FLA2s independentes de 

cálcio (iFLA2), as acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas (PAF-AH) 

(MURAKAMI, et al., 1997) e as FLA2 lisossomais (Tabela 2) (ABE e SHAYMAN, 

1998). Por outro lado, os avanços da biologia molecular e celular conduziram à 

identificação de diversas isoenzimas de FLA2s. Atualmente as FLA2 estão 

subdivididas em 15 grupos (I-XV) (BROWN et al., 2003; BALSINDE et al. 2002; 

BURKE e DENNIS, 2009), com base em critérios como localização celular, a 

sequência de aminoácidos, o peso molecular, a presença de pontes dissulfeto 

intramoleculares e a dependência de cálcio, para a atividade enzimática (SIX e 

DENNIS, 2000; BALSINDE et al., 2009).  

As fosfolipases secretadas estão classificadas nos grupos I, II, III, V e IX a 

XIV. Essas enzimas são de baixo peso molecular (12 KDa a 55 KDa), contêm 2 a 

8 ligações dissulfeto, possuem resíduos de histidina no sítio catalítico e 

dependem do cálcio para o processo de catálise. O grupo I compreende enzimas 

do tipo secretadas que são encontradas em venenos de serpentes das Famílias 

Elapidae e Hidrofiidae e no pâncreas de mamíferos. As fosfolipases dos venenos 

de serpentes da família Viperidae estão classificadas no grupo II, que também 

engloba as enzimas presentes no fluido sinovial humano e em plaquetas 

(MURAKAMI et al., 1995). O grupo III compreende as sFLA2s de venenos de 

abelhas e de lagartos do gênero Heloderma e o grupo V contém as FLA2s 

expressas em tecidos de mamíferos, como do coração e pulmão, em resposta a 
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estímulos inflamatórios. O grupo IX é constituído pela sFLA2 isolada do veneno de 

caracol marinho, denominada de conodipina M. O grupo X compreende FLA2s 

encontradas em leucócitos e em células endoteliais alveolares de humanos e o 

grupo XI é constituído por FLA2s de plantas (RIZZO et al., 2000; SIX & DENNIS, 

2000). As sFLA2 do grupo XII são localizadas nos músculos cardíaco e 

esquelético, nos rins e pâncreas de mamíferos (MURAKAMI & KUDO, 2002). As 

sFLA2 do grupo XIII são encontradas em vírus. As sFLA2s do grupo XIV são 

encontradas em fungos simbióticos e bactérias e as sFLA2s do grupo XV, 

encontrada em lisossomos humanos, murinos e bovinos (ABE & SHAYMAN, 

1998; HIRAOKA, 2002; BURKE & DENNIS, 2009). 
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Tabela 1: Grupo de FLA2 secretadas (SAMPAIO, 2002) 
 
 

GRUPO 

 
 

FLA2 DE 
VENENOS 

 
 

TAMANHO 
(kDa) 

 
FLA2 DE MAMÍFEROS 

 

NOME 
COMUM 

 
FONTES 

PAPEL 
BIOLÓGICO 

 
IA 

Sepentes  
Elapidae, 
Hidrophiidae 

 
13-15 

Não 
equivalentes 
aos mamíferos 

  

 
IB 

 
Alguns tipos 
de serpentes 

 
13-15 

 
FLA2 

pancreática 

 
Pâncreas 
pulmão e baço 

Digestão de 
lipídios, 

formação de 
eicosanóides, 
proliferação, 

migração 

 
IIA 

 
Serpentes 
viperidae 

 
13-15 

 
FLA2 

inflamatória 

Diversos 
tecidos e 
células 
inflamatórias 

 
Formação de 
eicosanóides 

 
IIB 

 
Alguns tipos 
de serpentes 

 
15 

 
Não 
equivalente 
aos mamíferos 

  

 
IIC 

Não 
equivalente 
aos venenos 

 
14-15 

 
FLA2 grupo IIC 

 
Testículos 

 
Desconhecido 

 
IIIA 

 
Abelhas, 
lagartos 

 
14 

 
Não 
equivalente 
aos mamíferos 

  

 
IIIB 

 

 
Escorpiões 

 
14 

 
Não 
equivalente 
aos mamíferos 

  

 
V 

 
Não 
equivalentes 
aos 
vertebrados 

 
14 

 
FLA2 grupo V 

 
Coração, 
placenta, 
macrófagos 

 
Formação de 
eicosanóides 

 
IX 

Caracóis 
marinhos 

 
14 

Não 
equivalente 
aos mamíferos 

  

 
X 

Não 
equivalente 
aos venenos 

 
14 

 
FLA2 

Baço, timo, 
leucócitos e 
pâncreas 

Desconhecido 

 
XIA 

Não 
equivalente 

 
12, 4-12, 9 

Não 
equivalente 
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aos mamíferos 

 
XII 

Não 
equivalente 
aos venenos 

 
18,7 

 
FLA2 grupo XII 

 
Coração, rins 
e pâncreas 

 
Desconhecido 

 
XIII 

 
Parvovírus 

 
<10 

Não 
equivalentes 
aos mamíferos 

  

 
XIV 

 
Fungos 

13-19 Não 
equivalentes 
aos mamíferos 

  

 
Tabela 2: Grupos de fosfolipases A2 intracelulares (SIX e DENNIS, 2000) 

 
GRUPO 

 
FONTES 

 
SIGLAS 

 
TAMANHO 

(kDa) 
 

 
IVA 

 

 
Células humanas U937, plaquetas, 

rins de ratos 

 
cFLA2α 

 
85 

 
IVB 

 

 
Pâncreas humano, fígado, coração, 

cérebro 

 
cFLA2β 

 
114 

 
IVC 

 

 
Coração humano, músculo 

esquelético 

 
cFLA2γ 

 
61 

 
VIA-1 

 

 
Macrófagos P388D1 

 
iFLA2 ou  iFLA2 

 
84-85 

 
VIA-2 

 

 
Linfócito B, testículos 

 
iFLA2-B 

 
88-90 

 
VIB 

 

 
Coração, músculo esquelético 

 
iFLA2γ ou iFLA2-2 

 
88 

 
VIIA 

 

 
Plasma humano, de porco e 

camundongo e cérebro bovino 

 
PAF-AH 

 
45 

 
VIIB 

 

 
Fígado, rim humano 

 
PAF-AH (II) 

 
40 

 
VIIIA 

 

 
Cérebro humano 

 
PAF-AH 1bα1 

 
26 

 
VIIIB 

 

 
Cérebro humano 

 
PAF-AH 1bα2 

 
26 

 
XV 

 

 
Lisossomo – humano, murino, 

bovino 

 
LFLA2 ou LLPL 

 
40-45 

  

 Alguns dos efeitos das sFLA2s  na função celular são dependentes da 

liberação de mediadores, dentre os quais estão ácidos graxos, como o ácido 

araquidônico e lisofosfolipídeos. Outros efeitos são dependentes da ligação da 
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enzima a receptores específicos presentes nas membranas. Dois tipos de 

receptores para as sFLA2s foram descritos: o receptor do tipo N (neuronal), 

expresso principalmente em células neuronais e o receptor do tipo M (músculo), 

expresso por células do músculo esquelético e por outras células teciduais que 

incluem os fibroblastos, astrócitos e células Swiss 3T3 (CUPILLARD et al., 1999). 

Além disso, a presença desses receptores também foi verificada em neutrófilos e 

monócitos humanos (SILLIMAN et al., 2002). Recentemente, os receptores de 

FLA2s, do tipo M, foram encontrados em macrófagos alveolares humanos 

(GRANATA et al., 2005). O receptor de FLA2s, do tipo M possui organização 

estrutural semelhante ao receptor de manose de macrófagos, isto é, contem uma 

região extracelular, composta de um domínio amino-terminal, rico em cisteína, um 

domínio de fibronectina, do tipo II e oito ou dez domínios de lectina do tipo C 

(CTLD). Estes são seguidos por um domínio transmembrânico e um domínio 

carboxi-terminal intracelular, que confere propriedades endocíticas ao receptor 

(NICOLAS et al ., 1995; EAST & ISACKE, 2002). No entanto, diferentemente do 

receptor de manose, o receptor de FLA2, do tipo M, não contém os resíduos 

necessários para ligação aos açucares e, desta forma, não se liga a carboidratos 

(NAPPER et al., 2001; EAST & ISACKE, 2002). 

Pela sua capacidade de hidrolisar fosfolipídios de membranas celulares e 

acarretar a formação de importantes mediadores de processos inflamatórios, as 

fosfolipases de mamíferos compreendem o grupo de enzimas mais amplamente 

estudado e estão envolvidos na gênese de diversas patologias de origem 

inflamatória, como síndrome do desconforto respiratório do adulto, choque 

séptico, pancreatite aguda (VADAS & PRUZANSK, 1986), desordens 

imunológicas (artrite reumatóide, doença de Crohn e colite ulcerativa) 

(HAAPAMAKI et al.,1998; 1999; LIN et al., 1996) além da asma brônquica e rinite 

alérgica (CHILTON et al., 1996; STADEL et al., 1994). O envolvimento das 

sFLA2s no processo inflamatório da artrite reumatóide e da asma, está bem 

estabelecida. Esses estudos foram realizados, em grande parte, em modelos 

animais, pela administração de FLA2s purificadas (VADAS & PRUZANSK, 1986). 

Além disso, as FLA2 estão envolvidas na maturação das células dendríticas, 

contribuindo para a regulação das respostas imunológicas (RAMONER et al., 
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2005) e na função das células T regulatórias (Tregs), suprimindo a proliferação de 

células T CD4+ e CD8+ (Von ALLMEN  et al., 2009). Essas observações implicam 

que tanto a inflamação local quanto a sistêmica estão associadas à liberação de 

sFLA2s in vivo, emergindo, assim, a questão, não esclarecida do papel dessas 

enzimas em reações inflamatórias. Adicionalmente, foi verificado que citocinas 

pró-inflamatórias, como a IL-1, IL-6 e o TNF-α, induzem em uma variedade de 

tecidos, a transcrição gênica de fosfolipases e o subseqüente aumento da 

secreção dessas enzimas (SCHALKWIJK et al., 1991; BECK et al., 2003). Assim, 

as fosfolipases representam um importante alvo para a investigação no que tange 

aos mecanismos de eventos inflamatórios. 

1.5- Fosfolipases A2  secretadas isoladas do veneno de serpentes 

As sFLA2s são enzimas abundantes na natureza e, além de fluidos e 

tecidos de mamíferos, estão presentes em altas concentrações nos venenos de 

serpentes, abelhas e vespas (HARRIS, 1991). As FLA2s pancreáticas de 

mamíferos, de caráter não tóxico e as FLA2s de venenos, altamente ativas e 

tóxicas, possuem propriedades catalíticas comuns e considerável grau de 

homologia quanto às estruturas primária, secundária e terciária (VERHEIJ et al., 

1981; DUFTON et al., 1983; RENETSENDER et al., 1985). Em adição à sua 

participação na digestão de presas, as FLA2s de venenos apresentam um grande 

espectro de atividades fisiológicas, que incluem ação hemolítica indireta, 

neurotóxica, cardiotóxica, agregadora de plaquetas, anticoagulante, 

edematogênica, miotóxica, bactericida e pró-inflamatória (KINI & EVANS, 1989). 

Uma ação farmacológica relevante dos envenenamentos por serpentes é 

a miotoxicidade (GUTIÉRREZ & LOMONTE, 1989). Várias miotoxinas, com 

características estruturais de sFLA2s, foram isoladas dos venenos de serpentes 

da família Viperidae (OWNBY et al., 1997; GUTIÉRREZ & LOMONTE, 1995; 

MEBS  & OWNBY, 1990). No caso particular das miotoxinas isoladas dos 

venenos de serpentes do gênero Bothrops, foi demonstrado que a atividade 

fosfolipásica parece ser importante, mas não suficiente para o efeito lesivo em 

células musculares (RUFINI et al., 1992; FALCONI et al., 2000; LOMONTE et al., 

2003). 
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Atualmente, são descritas dois tipos de sFLA2s miotóxicas. As sFLA2s, 

conhecidas como “clássicas” que contêm um aminoácido (aa) aspartato na 

posição 49 (Asp-49) e catalisam, de maneira dependente de Ca+2, a hidrólise da 

ligação éster, na posição sn-2 de glicerofosfolipídio. E, um outro tipo de sFLA2s 

descrito como “variante” e que contêm uma lisina na mesma posição 49 (Lys-49), 

sem atividade ou com baixa atividade catalítica (KRIZAJ et al., 1991; PÓLGAR et 

al., 1996). Tal substituição afeta a habilidade dessas proteínas de se ligarem ao 

Ca+2, que é um cofator essencial para estabilização do intermediário tetraédrico, 

que ocorre na reação catalítica, promovida pelas sFLA2s Asp-49 (VAN DEN 

BERG et al., 1995). Além disso, foi demonstrado, para algumas sFLA2s Lys-49, a 

capacidade de estabelecer uma ligação de alta afinidade com o ácido 

araquidônico, presente na membrana, de forma que este produto não pode ser 

liberado do sítio catalítico da enzima, sem ser detectado por ensaios 

convencionais de atividade enzimática, levando à inibição das enzimas, após um 

ciclo de catálise (LEE et al., 2001). No entanto um consenso sobre esta questão 

não foi alcançado. 

A partir do veneno da serpente Bothrops asper, da América central, foram 

isoladas duas miotoxinas Lys- 49, que apesar da ausência de atividade 

enzimática, mantiveram a capacidade lesiva em membranas biológicas e 

sintéticas, por um mecanismo ainda pouco conhecido e independente de cálcio 

(DIAZ et al., 1991). Nesse contexto, Lomonte et al., (1994) relataram que uma 

região da molécula da miotoxina MT-II (Lys-49), de Bothrops asper, rica em 

grupamentos hidrofóbicos e catiônicos, próxima ao C-terminal, seja relevante para 

a atividade miotóxica da mesma. De fato, foi demonstrado que a região que 

compreende os resíduos de aminoácidos 115 a 129, da MT-II, está associada aos 

efeitos miotóxicos desta toxina (PÁRAMO et al., 1998). Ainda, anticorpos, obtidos 

contra esse peptídeo, inibiram os efeitos miotóxicos e citotóxicos tanto do 

peptídeo quanto da MT-II in vitro (CALDERON & LOMONTE, 1998; 1999). No 

entanto são necessários estudos adicionais, que investiguem, de modo mais 

detalhado, a relação entre a atividade catalítica e os efeitos fisiopatológicos 

dessas sFLA2s de veneno. 

1.6- Inflamação aguda 
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A inflamação pode ser definida como a resposta do tecido conjuntivo 

vascularizado a uma agressão seja ela química, física ou biológica que, apesar da 

complexidade dos processos que a desencadeiam, se manifestam de maneira 

estereotipada, com objetivo principal de remover o agente etiológico lesivo e 

reparar o tecido lesado (COTRAN et al., 1999).  

A natureza sensivelmente padronizada da inflamação: rubor, tumor, calor e 

dor é a expressão de fenômenos estruturais e funcionais que ocorrem na 

microcirculação e no tecido intersticial adjacente, com a participação da inervação 

sensitiva local. Esses fenômenos decorrem, em grande parte, da ação de 

mediadores de origem plasmática ou celular, os quais podem ser pré-formados ou 

armazenados em grânulos ou recém sintetizados, que são liberados no decorrer 

da resposta inflamatória (GARCIA LEME, 1989; BUCKLEY & BRAIN, 1994). 

A interação dos leucócitos circulantes, com o endotélio vascular, é o 

primeiro passo para o recrutamento de leucócitos (SHERWOOD et al., 2004). 

Estes fenômenos decorrem da interação entre moléculas de adesão, expressas 

na superfície dos leucócitos, com seus ligantes, presentes na superfície das 

células endoteliais, proporcionando um movimento de rolamento e adesão firme 

dos leucócitos (GRANGER e KUBES, 1994; POLIOUT et al., 1998). Estes 

eventos levam à migração de leucócitos, nas primeiras horas neutrófilos e, em, 

seguida monócitos, através dos espaços intercelulares, entre as células 

endoteliais, em direção ao gradiente de mediadores quimiotáticos, presente no 

tecido injuriado (HUBBARD e ROTHLEIN, 2000). 

O macrófago é a principal célula diferenciada do sistema fagocítico 

mononuclear e participa de inúmeros processos fisiológicos e patológicos. Os 

macrófagos estão normalmente distribuídos em diversos tecidos, tais como o 

hematopoiético e o linfóide (GORDON, 1992). Essas células se originam da 

medula óssea, a partir de um precursor comum à linhagem granulocítica 

(DAVIES, 1994). Após deixarem a medula, os monócitos permanecem na 

circulação sanguínea por 70 horas, até migrarem para diferentes tecidos e 

cavidades, onde se diferenciam em macrófagos teciduais (JOHNSTON, 1988). 

Estes permanecem residentes por alguns meses e podem sofrer a estimulação de 
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agentes inflamatórios e/ou imunológicos e adquirirem características próprias, 

tanto morfológicas quanto funcionais, como a fagocitose e a capacidade 

microbicida, além do processamento e apresentação de antígenos e interação 

com o sistema linfóide (GRAF et al.,1999; KAISER et al., 1990; DAVIES, 1994). 

Durante o processo inflamatório, ocorre aumento do número de monócitos 

circulantes e da sua produção pela medula óssea (METCALF, 1971), que é 

acompanhado pela migração destas células até o foco da lesão, onde se 

diferenciam. No sítio inflamatório, o macrófago passa por um processo de 

ativação, por meio de seus receptores, que o capacita a desenvolver quimiotaxia, 

fagocitose, processamento e apresentação de antígenos, lise de parasitas 

intracelulares e atividade anti-tumoral. No desempenho de suas funções, estas 

células liberam uma grande quantidade de enzimas hidrolíticas, agentes 

oxidantes e microbicidas e diversos mediadores inflamatórios importantes, tais 

como citocinas e óxido nítrico (NO), além de apresentarem uma elevada produção 

de metabólitos do ácido araquidônico, como os prostanóides, pelas vias COX-1 e 

COX-2 (MACMICKING et al., 1997; POLIOUT et al.,1998; YU et al.,1998). 

Neste contexto, vale mencionar que os macrófagos, devido às várias 

funções que desempenham, constituem importantes modelos experimentais para 

a investigação de ações pró-inflamatórias de venenos e toxinas de serpentes.  

 1.7- Papel dos leucócitos na reação inflamatória causada pelos venenos 

botrópicos 

A inflamação está freqüentemente associada ao envenenamento botrópico 

(ROSENFELD, 1971; GUTIÉRREZ et al., 1981; GUTIÉRREZ & LOMONTE, 

1989). A resposta edematogênica local envolve a participação de vários 

mediadores endógenos como a histamina, serotonina, eicosanóides, fator ativador 

de plaquetas, citocinas e óxido nítrico (TREBIEN & CALIXTO, 1989; CHAVES et 

al., 1995; BARROS et al., 1998; ZAMUNER et al., 2001; BARBOSA et al., 2003). 

Além do edema, a resposta inflamatória provocada pelos venenos botrópicos é 

caracterizada pela presença de células inflamatórias como demonstrado por 

diferentes autores (GUTIÉRREZ et al., 1986b; FLORES et al., 1993; LOMONTE et 

al., 1993; BURIGO, et al., 1996; ZAMUNER et al., 2001; FARSKY et al., 1997). 
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Flores et al. (1993) relataram a indução da migração de neutrófilos pela 

administração de venenos de B. erythromelas e B. alternatus na cavidade 

peritoneal de ratos. Está demonstrado também que o infiltrado leucocitário 

acompanha a liberação de mediadores lipídicos quimiotáticos, como o leucotrieno 

B4 (LTB4) e a tromboxana A2 (TXA2) e de citocinas como o fator de necrose 

tumoral- (TNF-), o interferon- (IFN-) e a interleucina-6 (IL-6) no foco de lesão 

(ZAMUNER et al., 2002).  

 Os leucócitos desempenham papel relevante no desenvolvimento e 

resolução da reação inflamatória. Em situações particulares de ativação, ou seja, 

aquisição de competência para realizar funções complexas, como, por exemplo, a 

destruição de microorganismos e células tumorais (ADAMS & HAMILTON, 1986), 

essas células podem contribuir para a evolução de lesões teciduais e/ou 

vasculares causadas pelos diferentes componentes dos venenos. Os venenos 

botrópicos além de induzirem a liberação de mediadores inflamatórios, podem 

eventualmente ativar mecanismos intracelulares nessas células, e induzir a 

geração de substâncias capazes de ampliarem seu efeito lesivo, como as 

espécies reativas do oxigênio e nitrogênio. 

 Apesar do papel dos leucócitos estar bem demonstrado em diversas 

patologias de caráter inflamatório, pouco se sabe sobre o estado de ativação 

dessas células na vigência de ação dos venenos. Os macrófagos, quando 

ativados, adquirem características funcionais tecido-específicos, o que lhes 

permite exercer importantes funções efetoras, incluindo atividade peptidásica 

alterada, capacidade de produzir uma variedade de mediadores inflamatórios e de 

apresentar antígenos aos linfócitos (OLIVO et al., 2005; STOY, 2001). Além disso, 

estas células apresentam a capacidade de exercer funções microbicidas e 

atividades citotóxicas. A função clássica destas células é a capacidade de 

fagocitar material estranho e debris celulares, descrita inicialmente por 

Metchinikoff (ZHENG et al., 1999). Dessa maneira, estudos voltados para o 

esclarecimento desses efeitos, revestem-se de importância. 

A fagocitose inicia-se com o espraiamento da célula e redistribuição das 

organelas citoplasmáticas (RABINOVITCH, 1975), com aumento da área de 
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contato da membrana plasmática da célula ao substrato a ser fagocitado. De 

modo geral, ocorrem interações seqüenciais entre receptores da superfície celular 

e, ligantes opsônicos, presentes na superfície das partículas a serem fagocitadas, 

levando à polimerização da actina e conseqüente internalização da partícula 

(GREENBERG, 1995; ADEREM & UNDERHILL, 1999). Em macrófagos, foram 

identificados alguns receptores da superfície celular. Dentre eles, encontram-se 

os receptores para a porção Fc da imunoglobulina G, para as frações C3b do 

sistema complemento, para os resíduos manose/fucose e β-glucano (BERKEN & 

BENACERREF, 1966; LAY & NUSSENZWEIG, 1968; EZEKOWITZ & STAHL, 

1988; GORDON et al., 1988; LAW et al., 1988). A ativação desses três tipos de 

receptores desencadeia diferentes mecanismos de transdução de sinais, que 

causam diferentes rearranjos das proteínas do citoesqueleto e culminam com 

diferentes mecanismos de internalização. Os receptores para porção Fc da 

imunoglobulina G e para os resíduos manose/fucose levam a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios como citocinas, intermediários reativos do oxigênio 

e metabólitos do ácido aracdônico (LENNARTZ et al., 1993; CARON & 

HALL,1998). No caso dos receptores para as frações C3b do sistema 

complemento, há controvérsias (ADEREM & UNDERHILL, 1999). Eventos de 

sinalização durante a fagocitose mediada pelo receptor Fcγ levam a extensão de 

pseudópodes na membrana plasmática e internalização da partícula (COX et al., 

2000). A ligação das partículas ao receptor Fcγ ocorre por uma via de sinalização 

mediada pelo imunoreceptor com motivos de ativação baseado em tirosina (ITAM) 

(SANCHEZ-MEJORADA E ROSALES, 1998). Os ITAMs recrutam kinases da 

família Syk e Src, levando a uma subseqüente ativação de PI3 Kinase e Rho da 

família GTPases (principalmente Rac 1 e Cdc 42) conduzindo à polimerização da 

actina e extensão da membrana (VIDARSSON & VAN DE WINKEL, 1998; COX et 

al., 2000). Em comparação, o receptor 3 do complemento (CR3 também 

conhecido como integrina CD11b/CD18 ou Mac-1) necessita de um sinal de 

ativação adicional para uma eficiente ligação da partícula e conseqüente 

fagocitose. A ativação desses sinais pode ser desencadeada por um número 

variado de estímulos, como, ésteres de forbol, lipopolissacarídeo (LPS), citocinas, 

fatores de crescimento e quimiocinas, que ativam a proteina kinase C (PKC) e 

induz uma sinalização de dentro para fora pelo receptor de integrina (WRIGHT & 
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SILVERSTEIN, 1982; GRIFFIN & MULLINAX, 1985; ROSS & VETVICKA, 1993; 

WILLIAMS & SOLOMKIN, 1999; SHMIDT et al., 2001). Membros da família da 

Proteína Kinase C (PKC) participam da sinalização intracelular no processo de 

fagocitose, mas também participam de muitos outras vias de sinalização. Das 

isoformas de PKCs descritas, pelo menos 5 (PKCα, -δ, -β –ε e –ζ) são expressas 

em macrófagos e recrutadas para a membrana durante a fagocitose (ALLEN e 

ADEREM, 1995). As PKCs também são necessárias para produção de citocinas e 

ativação de mecanismos de morte induzidos durante a fagocitose de 

microorganismos. Além disso, as PKCs são participantes importantes de 

numerosas vias de sinalização para o citoesqueleto de actina e núcleo, incluindo 

sinais estimulados por hormônios, citocinas e adesão, sugerindo múltiplos níveis 

de regulação da eficiência fagocítica (ZHU et al., 2001; KIKKAWA et al., 1989).  

Embora todos os tipos de fagocitose levem à polimerização de filamentos 

de actina no sítio de ingestão e reorganização dos filamentos de actina, as 

partículas opsonizadas por IgG ou pelo complemento são internalizadas de modo 

diferente pelos macrófagos. A ativação dos receptores para porção Fc da IgG leva 

ao processo de fagocitose caracterizado pela formação de pseudópodes 

enquanto a ativação dos receptores para o complemento leva à invaginação 

(ALLEN & ADEREM, 1996). Porém mais recentemente, extensões proeminentes 

da membrana foram observadas no sítio de ligação de partículas opsonizadas por 

C3bi (HALL et al., 2006). 

Concomitantemente ao processo de fagocitose, ocorre um aumento do 

metabolismo oxidativo dos leucócitos, conhecido como “burst” respiratório, 

resultando na produção de agentes microbicidas, como o ânion superóxido (O2
-) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (BABIOR, 1984). Esses reativos do oxigênio são 

mediadores inflamatórios e desempenham um importante papel na defesa do 

hospedeiro, destruindo patógenos invasores. O ânion superóxido é um reagente 

óxido-redutor, extremamente potente, capaz de sofrer oxidação para O2 ou 

redução para H2O2 (BABIOR et al., 1973). O H2O2 é um produto do metabolismo 

celular, formado pela redução de dois elétrons do oxigênio ou pela dismutação do 

ânion superóxido pela enzima superóxido dismutase (ISCHIROPOULOS et al., 

1996).  
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Ainda, o vacúolo fagocítico dos leucócitos funde-se aos grânulos 

lisossomais acarretando a formação do fagolisossomo, com consequente 

liberação das enzimas presentes nestes grânulos, que auxiliam na eliminação do 

agente lesivo. Essas enzimas na presença do íon cloro (Cl-), converte o H2O2 a 

ácido hipocloroso (HOCl), um outro agente microbicida (KING et al., 1997). Além 

destes agentes, os leucócitos, ativados por citocinas, podem produzir óxido nítrico 

que, na forma de radical livre, atua também como agente microbicida (HIBBS et 

al., 1989).  

O óxido nítrico (NO) é um gás que se difunde rapidamente através de 

membranas celulares e atua como mediador de várias funções fisiológicas como 

a neurotransmissão (DOWNEN et al., 1999) e vasodilatação (PALMER et al., 

1987) além de apresentar atividade tumoricida (HIBBS et al., 1989) e/ou 

microbicida (MAUEL et al.,1991). O NO é sintetizado a partir da L-arginina por 

uma família de enzimas chamadas óxido nítrico sintases (NOS), tendo sido 

identificadas três isoformas de NOS. Nas células endoteliais, a isoforma mais 

comumente encontrada é a NOS constitutiva (cNOS ou NOS tipo III) que é uma 

enzima dependente de cálcio. No tecido nervoso, a isoforma mais encontrada é a 

bNOS (nNOS ou NOS do tipo I). Da mesma forma que a cNOS, a bNOS é 

dependente de cálcio. A forma induzida da NOS (iNOS ou NOS do tipo II) é 

encontrada em vários tipos celulares e, ao contrário da cNOS e da bNOS, não é 

normalmente expressa nas células, mas induzida por citocinas como o TNF-α, a 

IL-1 e INF-γ. Esta isoforma não depende de cálcio (FORSTERMANN et al., 1995; 

ROBBINS & GRISHAM, 1997). Além disso, o óxido nítrico pode interagir com o 

ânion superóxido (O2
-) e formar um potente agente oxidante, o ânion peroxinitrito 

(ONOO-), mais tóxico que os seus precursores (ISCHIROPOULOS et al., 1996; 

ROHN et al., 1999).  

  

 



28 

 

 

Fig. 2: Formação das espécies ativas de oxigênio e nitrogênio (canto superior esquerdo), 

alvos dessas espécies reativas (canto inferior esquerdo), relação das ROS com a ativação do NF-
κB e transcrição de citocinas pró-infamatórias (à direita). O2•-  =  radical  ânion  superóxido; H2O2  
=  peróxido  de  hidrogênio; HO•  =  radical hidroxila; SOD = enzima endógena superóxido 
dismutase; CAT = enzima endógena catalase; GPx = enzima endógena glutationa; L = arginina – 
enzima precursora do óxido nítrico; NO = óxido nítrico; NOS = óxido nítrico sintase; ONOO- = 
pero-xinitrito; -SH = grupamento sulfdrila; GSSH/GHS = relação glutationa oxidada/reduzida; IKK = 
inibidor kappa quinase; IκBα = inibidor kappa B; P = fosforilação;   cPLA2=  fosfolipase A2 
citosólica; COX2 = ciclooxigenase 2;  iNOS = óxido nítrico sintase  induzível; LPS =  
lipopolissacarídeos; TNF-α =  fator de necrose  tumoral alfa; IL-1β = interleucina 1 beta. FONTE: 
XAVIER, R. M. et al., 2008. 
 
 

 

 

2- OBJETIVO 

Avaliar o efeito do veneno bruto da serpente Bothrops alternatus (vBa) e de 

duas fosfolipases A2, a BaltTX-I – uma FLA2 homóloga contendo lisina na posição 

49 e a BaltTX-II – uma FLA2 contendo aspartato na posição 49, sobre a 

funcionalidade de macrófagos, a partir de ensaios in vitro, através dos seguintes 

parâmetros: viabilidade celular; capacidade de adesão; capacidade de 

descolamento; taxa de fagocitose; produção de ânion superóxido (quantitativo e 

qualitativo); efeito do inibidor da Proteina Kinase C (PKC) na fagocitose e na 

produção de ânion superóxido.  
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3- MATERIAL E MÉTODOS  

 3.1- Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, de peso entre 18 e 20 

gramas, fornecidos pelo Biotério do IPEPATRO. Os animais foram mantidos em 

condições padronizadas de biotério com temperatura e luz controlados, água e 

alimentação ad libitum até o momento dos experimentos. Estes estudos foram 

realizados de acordo com as normas estabelecidas pela Comissão de Ética Para 

o Uso de Animais de Experimentação do IPEPATRO, protocolo nº 08/2008. 
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 3.2- Veneno 

Foi utilizado um pool de veneno bruto de Bothrops alternatus (vBa), 

fornecido pela FMRP-USP. Até o momento da sua utilização, o veneno liofilizado, 

foi mantido a -20 ºC, cujas autorizações para atividades com finalidade científica 

são: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis – 

IBAMA e Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade – ICMBio. 

Números: 11094-2, 11094-1, 10394-1 e 15484-1.  

 

3.3- Fosfolipases A2 

 As fosfolipases FLA2-Asp49 (BaltTX-II) e a FLA2-Lys-49 (BaltTX-I) do 

veneno da serpente B. alternatus foram fornecidas pelo Dr. Andreimar M. Soares, 

da Faculdade de Ciências Farmacológicas e Bromatológicas da Universidade de 

São Paulo.  As toxinas foram purificadas em coluna CM-Sepharose e 

posteriormente, em coluna phenyl-Sepharose CL4B de acordo com a metodologia 

proposta por Andrião-Escarso et al., (2000) e Costa et al.,( 2008). A 

homogeneidade foi demonstrada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), sob condições redutoras (LAEMMLI, 1970).  

 

 

3.4- Obtenção dos macrófagos peritoneais de camundongos 

Os macrófagos foram obtidos da cavidade peritoneal, 96 horas após a 

injeção intraperitoneal (i.p.) de 1 mL de solução estéril de tioglicolato a 3%. Para a 

coleta das células os animais foram eutanasiados e a cavidade peritoneal lavada 

com 3 mL de PBS (tampão fosfato-salina) filtrado, pH 7,2 . 

3.5- Teste de viabilidade celular por exclusão do azul de Tripan 
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Os macrófagos peritoneais, obtidos como descrito no item 3.4, foram 

suspensos em meio de cultura RPMI, suplementado com gentamicina 

(100µg/mL), L-glutamina (2mM) e 10% de soro fetal bovino, de modo a obter-se 

2x105 células/mL. A seguir, as células foram incubadas, em duplicata, com vBa, 

BaltTX-I ou BaltTX-II nas concentrações de 6, 12, 25, 50 e 100µg/mL ou RPMI 

(controle), por 1 hora, a 37°C, em atmosfera a 5% de CO2. Para o teste de 

viabilidade, 20µL de solução de azul de Trypan (0,1%) foi adicionado a 100µL de 

suspensão de macrófagos. O índice de viabilidade foi determinado por contagem 

de células viáveis em hemocitômetro de Neubauer, ao microscópio de luz, num 

total de 100 células. Os resultados foram expressos em porcentagem de células 

viáveis em relação ao número total de células. 

3.6- Determinação da fagocitose via receptor de complemento 

              Para a avaliação da capacidade de fagocitose por esse receptor foram 

utilizadas partículas de zimosan opsonizado. 

            3.6.1 Obtenção do zimosan e opsonização com soro de camundongo 

normal 

             Uma suspensão contendo 57mg/mL de zimozan (parede celular de 

Saccharomyces cerevisae) foi diluída 20 vezes em PBS, pH 7,2. O material foi 

incubado com soro obtido de camundongos swiss normal, na proporção de 1:1, a 

37°C, sob agitação constante. Após 30 minutos, esse material foi centrifugado a 

2000 rpm por 15 minutos e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de PBS, pH 7,2. 

 

3.6.2 Determinação da fagocitose  

Para este ensaio, os macrófagos foram coletados como descrito no item 

3.4. A suspensão de macrófagos teve sua concentração ajustada para 

2x105/50µL. Lamínulas de vidro foram colocadas em placas de 24 poços e, sobre 

essas lamínulas, adicionados os macrófagos, mantidos por 40 minutos, a 37 ºC e 

5% de CO2, para aderência. Após esse período, as lamínulas foram lavadas com 

PBS e incubadas com RPMI sem soro fetal bovino (controle) ou 50µL de solução 
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de vBa, nas concentrações de 6; 3 e 1,5 µg/mL, a 37 ºC e 5% de CO2, durante 60 

minutos. Após nova lavagem em PBS adicionou-se 2x106 partículas de zimosan 

opsonizadas mantendo-se a proporção de 1 célula para 10 partículas de zimosan, 

perfazendo um volume final de 500µL. As células foram, então incubadas à 37oC 

e 5% de CO2 por 40 minutos, e em seguida lavadas em PBS e fixadas com 300µL 

de glutaraldeído tamponado (2,5%), por 15 minutos. Após nova lavagem com 

PBS, as lamínulas foram montadas em lâminas de microscópio. Foi contado um 

total de 200 células, em microscópio óptico, sendo considerado positivo os 

macrófagos que englobaram 3 ou mais partículas de zimosan e negativos os que  

englobaram menos de 3 partícula.  

3.7- Determinação da capacidade de adesão 

Para este ensaio, os macrófagos foram coletados como descrito no item 

3.4. A suspensão de macrófagos teve sua concentração ajustada para 

2x105/50µL. Em placas de 96 poços, os macrófagos foram adicionados e 

incubados em duplicata com RPMI (controle) ou uma solução de 50µL de vBa, 

BaltTX-I ou BaltTX-II, nas concentrações de 6 e 12 µg/mL, a 37 ºC e 5% de CO2, 

durante 60 minutos. Após esse período de incubação, as células foram lavadas 2 

vezes com PBS e fixadas com 100µL de metanol 100%, por 10 minutos. Após 

nova lavagem com PBS, as células foram coradas com uma solução de Giemsa 

0,1%, por 40 minutos. Foi utilizado 100uL de metanol 100% para solubilizar o 

corante. A absorbância foi determinada em espetrofotômetro a 550nm. O 

resultado foi expresso pela comparação da absorbância do grupo controle em 

relação aos demais grupos. Sendo que no grupo controle as células foram 

consideradas 100% aderidas.  

 

3.8- Determinação da capacidade de descolamento 

Para este ensaio, os macrófagos foram coletados como descrito no item 

3.4. A suspensão de macrófagos teve sua concentração ajustada para 

2x105/50µL. Após 24 horas aderindo em placas de 96 poços, os macrófagos 

foram incubados em duplicata com RPMI (controle) ou uma solução de 50µL de 
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vBa, BaltTX-I ou BaltTX-II, nas concentrações de 6 e 12 µg/mL, a 37 ºC e 5% de 

O2, durante 60 minutos. Após o período de incubação, as células foram lavadas 2 

vezes com PBS e fixadas com 100µL de metanol 100%, por 10 minutos. Após 

nova lavagem com PBS, as células foram coradas com uma solução de Giemsa 

0,1%, por 40 minutos. Foi adicionado 100uL de metanol 100% para solubilizar o 

corante. A absorbância foi determinada em espetrofotômetro a 550nm. O grupo 

controle foi considerado 100% aderido.  

3.9- Avaliação da participação da proteína kinase C na fagocitose via 

receptor de complemento. 

Para avaliar a participação da PKC na fagocitose induzida pelo vBa ou 

pelas FLA2s, lamínulas de vidro contendo macrófagos aderidos, como descrito no 

item 3.6.2, foram incubados com 40µL de estaurosporina (14nM/mL por 15 

minutos, ALLEN & ADEREM, 1995), um inibidor da PKC, antes da adição do vBa 

ou das toxinas (6 µg/mL), e a fagocitose determinada como descrito no item 3.6. A 

concentração do inibidor, neste estudo, foi baseada naquelas descritas como 

efetivas pela literatura apresentada acima e que não causavam efeitos adversos 

na viabilidade celular durante o ensaio. Nos diferentes protocolos experimentais, 

as células controles foram incubadas com a mesma concentração do veículo 

utilizado para dissolver cada inibidor.  

3.10- Determinação da produção do ânion superóxido por densidade óptica 

A geração de superóxido foi estimada através da redução de “nitroblue 

tetrazolium” (NBT), um composto amarelo lipossolúvel que se torna insolúvel e de 

cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Para este ensaio, os 

macrófagos foram coletados como descrito no item 3.4. A suspensão de 

macrófagos teve sua concentração ajustada para 2x105/150µL e foram incubados 

por 1 hora com meio de cultura RPMI, 0,1% de NBT, 10µL de PMA (500ng/mL) 

(controle positivo) e com o VBa  nas concentrações de 6 e 3   µg/mL a 37°C. Esta 

reação foi interrompida pela adição de um volume igual de ácido acético glacial. A 

mistura foi centrifugada rapidamente (30 segundos a 10.000 rpm) e o NBT 

reduzido, presente no sedimento, foi solubilizado sob agitação em 300µL 

KOH/DMSO. Os restos celulares foram sedimentados e a absorbância do 
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sobrenadante foi determinada a 620nm em espectrofotômetro. Os resultados da 

DO foram comparados com o controle. 

3.11- Avaliação da participação da PKC na produção de ânion superóxido  

              Para este ensaio, os macrófagos foram coletados como descrito no item 

3.4. A suspensão de macrófagos teve sua concentração ajustada para 

2x105/200µL e foram incubados por 1 hora com meio de cultura RPMI (com ou 

sem estaurosporina), 0,1% de NBT, 10µL de PMA (500ng/mL) (controle positivo) 

e com o VBa ou com as toxinas BaltTX-I e BaltTX-II na concentração de 6 µg/mL  

a 37°C e 5% de CO2. O veneno e as toxinas foram adicionados 15 minutos após a 

staurosporina. Após a incubação, as amostras foram colocadas em citocentrífuga 

para preparo das lâminas. Após a centrifugação 1000 rpm/5minutos, as lâminas 

foram fixadas com metanol 100% por 5 minutos, e coradas com safranina 1%, por 

mais 5 minutos. Ao final do processo, as lâminas foram lavadas com água 

destilada. A visualização foi feita por meio de microscopia óptica em objetiva de 

100. Fez-se a contagem de 100 células, considerando-se positivas as células que 

apresentaram cristais de formazan, decorrentes da redução do NBT. 

3.12- Análise estatística 

Os resultados obtidos foram expressos como média +/ - erro padrão e 

analisados estatisticamente pelo teste “t” de Student ou Análise de variância 

(ANOVA), após teste de normalidade. Sendo considerados valores de p< 0,05. 

 

 

 

 

 

 

4- RESULTADOS 

4.1- Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II da serpente 

Bothrops alternatus sobre a viabilidade de macrófagos peritoneais. 
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A viabilidade de macrófagos peritoneais elicitados foi avaliada 1 hora 

após a sua incubação com diferentes concentrações de veneno bruto ou de 

toxinas, BalTX-I ou BalTX-II isoladas de B. alternatus (Tabela 3). O veneno bruto 

nas concentrações de 100, 50, 25, 12 e 6 µg/mL não afetou a viabilidade dos 

macrófagos no período de tempo estudado, comparado ao controle (Figura 2). 

Diferentemente do veneno bruto, concentrações acima de 25 µg/mL de toxinas, 

afetaram a viabilidade dessas células. Tanto a BalTX-I quanto a BalTX-II na 

concentração de 25 µg/mL afetaram, em torno de 25%, a viabilidade celular, na 

concentração de 50 µg/mL, 40% da viabilidade celular, sendo que na 

concentração de 100 µg/mL, as fosfolipases mataram 50% dos macrófagos, não 

sendo observado diferença significativa na toxidade das mesmas (Figura 3). 
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Tabela 3- Viabilidade de macrófagos peritoneais (%) incubados com veneno bruto 

e toxinas BaltTX-I e BaltTX-II. 

 
ESTÍMULO 

 
MÉDIA 

 
DESVIO 
PADRÃO 

 
ERRO 

 
Controle 

 
93,25 

 
1,89 

 
0,94 

 
VBa 100µg 

 
83 

 
5,71 

 
2,86 

 
VBa 50 µg 

 
86 

 
4,39 

 
2,2 

 
VBa 25µg 

 
90 

 
3,46 

 
1,73 

 
VBa12 µg 

 
97,7 

 
2,2 

 
1,2 

 
VBa 6µg 

 
98,3 

 
1,53 

 
0,88 

 
BaltTX-I 100µg 

 
46,5 

 
0,02 

 
3,01 *** 

 
BaltTX-I 50 µg 

 
50 

 
12,6 

 
6,3 *** 

 
BaltTX-I 25µg 

 
74,75 

 
9,53 

 
4,8 ** 

 
BaltTX-I 12 µg 

 
93 

 
2 

 
1,15 

 
BaltTX-I 6µg 

 
96,7 

 
2,9 

 
1,7 

 
BaltTX-II 100 µg 

 
47,5 

 
8,3 

 
4,1 *** 

 
BaltTX-II 50 µg 

 
54 

 
6,7 

 
3,3 *** 

 
BaltTX-II 25 µg 

 
73,75 

 
7,8 

 
3,9 ** 

 
BaltTX-II 12 µg 

 
92,7 

 
1,53 

 
0,9 

 
BaltTX-II 6 µg 

 
95,3 

 
1,5 

 
0,9 

 

Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal dos camundongos 96 

horas após a injeção de tioglicolato. 2x105 células/mL foram  incubadas por 1 hora 

com o veneno, nas concentrações descritas acima ou RPMI (controle). A 

viabilidade dos macrófagos foi avaliada pelo teste de exclusão do azul de Tripan. 
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Os dados representam a média ± EPM de 4 animais. **p< 0,01 e ***p< 0,001 em 

relação ao controle (ANOVA). 
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Fig. 3: Efeito do veneno bruto e das fosfolipases BaltTX-I (Lys-49) e BaltTX-II (Asp-49) de 
Bothrops alternatus sobre a viabilidade de macrófagos peritoneais in vitro. Os macrófagos 
foram coletados da cavidade peritoneal dos camundongos 96 horas após a injeção de tioglicolato. 
2x10

5
 células/mL foram incubadas por 1 hora com o veneno, nas concentrações descritas acima 

ou RPMI (controle). A viabilidade dos macrófagos foi avaliada pelo teste de exclusão do azul de 
Tripan. Os dados representam a média + EPM de 4 animais. *p< 0,05 em relação ao controle 
(ANOVA). 
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4.2- Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre capacidade de 

adesão e descolamento dos macrófagos. 

Nas concentrações estudadas, o veneno e as toxinas, não interferiram na 

capacidade de adesão dos macrófagos (Figura 4A). 

Ao mesmo tempo, para verificar se o veneno bruto ou as toxinas 

promoviam o descolamento, os macrófagos foram estimulados por 1 hora, com 

RPMI (controle), veneno bruto, BaltTX-I ou BaltTX-II nas concentrações de 6 e 3 

µg/mL. 

Não houve diferença estatisticamente significante, na capacidade de 

adesão nem do descolamento, entre os macrófagos incubados com RPMI e os 

incubados tanto com o veneno bruto quanto com as toxinas (Figura 4B).  
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Fig. 4: Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre capacidade de adesão e 
descolamento dos macrófagos. Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal dos 
camundongos 96 horas após a injeção de tioglicolato. (A) Para o ensaio de adesão, 2x10

5
 células 

foram incubadas por 1 hora com as toxinas nas concentrações de 6 e 3µg/mL ou RPMI (controle). 
(B) Para o ensaio de descolamento, as células foram incubadas somente com meio de cultura, por 
24 horas, após esse período as células foram incubadas por 1 hora com o veneno ou com as 
toxinas nas concentrações de 6 e 3 µg/mL ou RPMI (controle). A quantidade de células aderidas 
foi determinada por densidade ótica (550nm) sendo proporcional à quantidade de corante Giemsa 
incorporado. Os dados representam a média ± EPM de 4 animais. *p< 0,05 em relação ao controle 
(ANOVA). 

 

 

4.3- Efeito da estaurosporina, inibidor de PKC, sobre a viabilidade de 
macrófagos peritoneais. 

A B 
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Os macrófagos incubados com RPMI (controle) apresentaram 95% de 

viabilidade. Essa taxa não foi alterada quando as células foram incubadas com 

estaurosporina na concentração de 14 nM/ mL(Figura 5).  
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Fig. 5: Efeito da estaurosporina, inibidor de PKC sobre a viabilidade de macrófagos 
peritoneais. Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal dos camundongos 96 horas 
após a injeção de tioglicolato. 2x10

5
 células foram incubadas por 1 hora com estaurosporina (Sts) 

na concentração de 14nM/mL ou RPMI (controle). A viabilidade dos macrófagos foi avaliada pelo 
teste de exclusão pelo azul de Tripan. Os dados representam a média ± EPM de 4 animais. *p< 
0,05 em relação ao controle (ANOVA). 
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4.4 - Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II isoladas do 

veneno da serpente Bothrops alternatus sobre a capacidade fagocítica dos 

macrófagos, via receptor de complemento   

Os macrófagos peritoneais incubados apenas com RPMI (controle) 

apresentaram taxa de fagocitose em torno de 35%, quando incubados com 

veneno bruto nas concentrações 6, 3 e 1,5 µg/mL apresentaram taxa de 

fagocitose respectivamente de 50.7, 48.5 e 46%, respectivamente. O veneno 

bruto, nas concentrações utilizadas, causou um aumento, estatisticamente 

significante, da taxa de fagocitose dos macrófagos.  

A toxina BaltTX-I nas concentrações de 6, 3 e 1,5µg/mL também 

aumentou a fagocitose de partículas de zimosan por essas células. As taxas de 

fagocitose da BaltTX-I foram 53, 59 e 51%, respectivamente. A toxina BaltTX-II 

não alterou taxa de fagocitose, em nenhuma das concentrações estudadas, em 

comparação ao controle (Figura 6A). 
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Fig. 6: Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II da serpente Bothrops 
alternatus na capacidade fagocítica de macrófagos, via receptor de complemento. Os 
macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal dos camundongos 96 horas após a injeção de 
tioglicolato. 2x10

5
 células aderidas em lamínulas, foram incubadas por 1 hora com RPMI 

(controle), veneno ou toxinas nas concentrações de 6, 3 e 1,5 µg/mL. A) Número de células 
positivas para a fagocitose. B)  Foto de macrófagos estimulados com RPMI, veneno ou toxinas 

Controle BaltTX-I 

VBa BaltTX-II  

A 

B 
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(aumento 100X). As setas indicam partículas de zimosan dentro dos macrófagos. Os dados 
representam a média ± EPM de 4 animais. *p< 0,05 em relação ao controle (ANOVA).  

4.5- Efeito do inibidor PKC sobre a fagocitose 

A avaliação do papel da PKC na fagocitose de partículas de 

zimosan,opsonizado, pelos macrófagos foi realizada através da incubação prévia 

dessas células por 15 minutos com staurosporina.  Após a incubação com o 

inibidor, a taxa de fagocitose dos macrófagos foi avaliada após 1 hora de 

incubação com o veneno ou com a fosfolipase BaltTX-I (Lys-49) na concentração 

de 6µg/mL.  A taxa de fagocitose foi totalmente inibida nos macrófagos tratados 

previamente com os inibidores, mostrando que as vias de sinalização da PKC são 

essenciais para essa funcionalidade em macrófagos estimulados com o veneno 

ou com a fosfolipase BaltTX-I (Figura 7). 
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Fig. 7: Efeito do inibidor de PKC na capacidade fagocítica de macrófagos via receptor de 
complemento induzida pelo veneno bruto e pela toxina BaltTX-I. Os macrófagos foram 
coletados da cavidade peritoneal dos camundongos 96 horas após a injeção de tioglicolato. 2x10

5
 

células foram incubados com 40µl de estaurosporina, 14nM/mL por 15 minutos, antes da adição 
do VBa ou da toxina (6 µg/mL), seguido de 1h de incubação. Foi contado um total de 200 células, 

* * 
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em microscópio de contraste de fase. Os dados representam a média ± EPM de 4 animais. *p< 
0,05 em relação ao controle (ANOVA). 

4.6- Efeito do veneno bruto e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre a 

produção de superóxido por macrófagos    

A incubação dos macrófagos com concentrações de 6 e 3 µg/mL de 

veneno bruto, resultou no aumento significante da produção superóxido por essas 

células em relação ao controle (RPMI), não havendo diferença em relação ao 

controle positivo (PMA). No entanto as fosfolipases BaltTX-I (Lys-49) e a BaltTX-II 

(Asp-49)  aumentaram significantemente a produção de superóxido, somente na 

concentração de 6µg/mL em relação ao controle (RPMI). Não havendo diferença 

em relação ao controle positivo (PMA) nem ao veneno bruto. Não foi observado 

relação entre dose e efeito (Figura 8).  
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Fig. 8: Efeito do veneno e das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre a produção de superóxido 
in vitro.  A suspensão de macrófagos teve sua concentração ajustada para 2x10

5
/200µl e foram 

incubados por 1 hora com meio de cultura RPMI, 0,1% de NBT, 10µl de PMA (500ng/ml) (controle 
positivo), com o veneno ou com as toxinas nas concentrações de 6 e 3µg/mL  à 37°C e 5% de 
CO2 para a formação dos cristais formazan, resultantes da redução do NBT pelo superóxido. Os 
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cristais foram solubilizados e a absorbância do sobrenadante foi determinada a 620nm em 
espectrofotômetro. Os dados foram expressos em D.O. e representam a média ± EPM de 4 
animais. *p< 0,05 em relação ao controle (ANOVA).  

4.7- Efeito do inibidor de PKC sobre a produção de ânion superóxido por 

macrófagos estimulados pelo veneno bruto e toxinas BaltTX-I e BaltTX-II  

O tratamento dos macrófagos com estaurosporina, um inibidor de PKC, 

na concentração de 14 nm/mL, seguida de incubação por uma hora com o veneno 

ou com as toxinas, na concentração de 6 µg/mL, resultou em uma inibição 

significativa da produção de ânion superóxido, em relação às células não tratadas 

com estaurosporina (Figura 9.A).  
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Fig.9: Efeito do inibidor de PKC na produção de  superóxido por macrófagos estimulados 
pelo veneno ou toxinas BaltTX-I e BalTX-II.  A suspensão de macrófagos teve sua concentração 
ajustada para 2x10

5
/200µl e foram incubados por 1 hora com meio de cultura RPMI contendo 

0,1% de NBT (controle), 10µl de PMA (500ng/ml) (controle positivo), veneno ou com as toxinas 

PMA  Controle 

VBa  BaltTX-I  BaltTX-II  
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nas concentrações de 6µg/mL a 37°C e 5% CO2. Após a centrifugação em citocentrífuga, as 
lâminas foram coradas com safranina. Foi contado um total de 200 células, em microscópio óptico 
e expressos em % de células positivas para o superóxido. A) Número de células positivas para 
superóxido. B) Foto de macrófagos estimulados com RPMI, PMA, veneno ou toxinas. As setas 
indicam células que produziram superóxido. Os dados representam a média ± EPM de 4 animais.  
*p< 0,05 em relação ao controle (ANOVA). 

5- DISCUSSÃO 

Considerado um fagócito profissional, o macrófago atua como sentinela 

do sistema imune, na captura e destruição de células senescentes, apoptóticas, 

defeituosas, partículas poluentes e principalmente sobre os organismos 

potencialmente patogênicos e inflamatórios (GORDON, 1998). Na reação 

inflamatória provocada pelos venenos botrópicos, os macrófagos possuem um 

papel importante, porém o estado de ativação dessas células na vigência de ação 

dos venenos e de suas toxinas é pouco conhecido. Os resultados iniciais deste 

estudo mostraram que o veneno nas concentrações estudadas não é tóxico para 

as células no tempo de 1 hora, sendo portando utilizado para os experimentos 

propostos nesse estudo.  

A literatura documenta através de ensaios de screening de toxicidade 

celular que o veneno da Bothrops neuwiedii mattogrossensis e Bothrops leucurus 

apresentam a maior citotoxicidade sobre células Vero (fibroblastos de rim de 

macaco verde da África), enquanto o veneno de B. atrox e de B. alternatus são 

menos tóxicos (OLIVEIRA et al., 2002). Corroborando os dados acima, os 

resultados recentes utilizando veneno de B. atrox mostraram que esse veneno é 

pouco tóxico para macrófagos elicitados (dados não publicados). Ainda, Moreira 

et al (2009) verificaram que o veneno de B. asper afeta a viabilidade de 

macrófagos e neutrófilos apenas em concentrações acima de 8µg/mL. 

Considerando que as fosfolipases representam em torno de 30% do veneno bruto 

de serpentes (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995) também avaliou-se o efeito das 

toxinas BaltTX-I e  BaltTX-II sobre a viabilidade celular. Os dados obtidos no 

presente estudo mostraram que as toxinas afetam a viabilidade de macrófagos 

somente a partir da concentração de 25µg/mL, no tempo de uma hora. Não foi 

observado diferença na citotoxidade entre as toxinas BaltTX-I (Lys-49) e BaltTX-II 

(Asp-49) nas concentrações estudadas. De acordo com a literatura, duas 

fosfolipases A2 isoladas de Bothrops asper exercem efeitos tóxicos sobre diversos 
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tipos celulares apenas em altas concentrações (BULTRÓN et al., 1993; 

LOMONTE et al 1994a; 1999). Da mesma forma, Zuliani, et al (2005) 

demonstraram que concentrações menores que 25µg/mL das toxinas de Bothrops 

asper incubadas com macrófagos peritoneais murinos elicitados por tioglicolato, 

por um período de uma hora, não afetaram a viabilidade dessas células. Esses 

autores relataram ainda que a toxina com atividade enzimática (Asp-49) é mais 

tóxica que a toxina enzimaticamente inativa (Lys-49). Embora a atividade da 

fosfolipase A2 não seja requerida para a toxicidade, essas enzimas podem exercer 

um papel importante no efeito local do envenenamento por serpentes.  

Uma das principais células de defesa do organismo com capacidade de 

migrar para focos de inflamação é o macrófago. Esta célula pode ser encontrada 

em diferentes tecidos e possui importante papel em processos inflamatórios, 

produzindo agentes microbicidas, secretando citocinas, processando e 

apresentando antígenos, e realizando sua principal função, a fagocitose (ADAMS 

& HAMILTON, 1984). Porém, para que o processo de fagocitose ocorra de forma 

eficaz, os macrófagos precisam aderir sobre um substrato para posteriormente 

modificar sua morfologia celular de uma forma redonda para uma forma achatada 

(TAYLOR, 1961). Nesse sentido, foram realizados experimentos para se verificar 

o efeito do veneno e das toxinas sobre a capacidade de adesão e descolamento 

das células. Os resultados obtidos mostraram que tanto o veneno quanto as 

toxinas não interferiram nem na adesão nem no descolamento das células. Não 

há dados na literatura mostrando o efeito do veneno de Bothrops alternatus nem 

das toxinas BaltTX-I e BaltTX-II sobre a capacidade de adesão e descolamento 

dos macrófagos.  

A partir desses dados foram conduzidos experimentos para verificar o 

efeito do VBa e das toxinas sobre a fagocitose, via receptor de complemento, 

utilizando partículas de zimozan opsonizadas. Os dados obtidos mostraram que o 

VBa é capaz de estimular a fagocitose de macrófagos peritoneais elicitados por 

tioglicolato. Zamunér et al., (2001) observaram o aumento da capacidade 

fagocítica de leucócitos peritoneais induzida pelos venenos de B. asper e B. 

jararaca, 12 e 48 horas após a injeção intraperitoneal dos venenos, em 

camundongos. Cabe ressaltar que, nestes períodos, houve um maior acúmulo de 
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neutrófilos e macrófagos, no peritônio, respectivamente, e desta forma pode-se 

inferir que estas células sejam ativadas pelos venenos. No entanto, o mecanismo 

pelo qual o veneno de B. alternatus ativa o processo de fagocitose não foi 

estabelecido. De outra parte, o fato do veneno ativar o processo de fagocitose 

sugere que essa função leucocitária seja um evento importante para eliminação 

dos venenos em indivíduos mordidos. A literatura mostra que tanto macrófagos 

residentes quanto macrófagos recrutados para o músculo lesado, efetuam a 

fagocitose de fragmentos celulares e facilitam a regeneração de miofibrilas 

lesadas. Acredita-se que essas células, através da produção de diversas citocinas 

e fator de crescimento derivado de plaquetas, induzam a quimiotaxia de 

precursores de células musculares e outros leucócitos estimulando a proliferação 

de células endoteliais e musculares favorecendo a regeneração (ROBERTSON et 

al, 1993).  

Com relação às miotoxinas, os dados obtidos no presente estudo 

mostraram que apenas toxina BaltTX-I, uma Lys 49, aumentou significantemente 

a taxa fagocítica via receptor de complemento. Esses resultados corroboram os 

obtidos por Zuliani et al., (2005a), que mostraram que a miotoxina MT-II, uma  

fosfolipase Lys 49, isolada do veneno de Bothrops asper da Costa Rica, também 

aumenta a fagocitose via receptor de complemento, enquanto a miotoxina MT-III, 

uma fosfolipase Asp 49, não afeta esse parâmentro via esse receptor em 

macrófagos elicitados. Esses resultados sugerem que a atividade catalítica não é 

essencial para o aumento da fagocitose via receptor de complemento, já que 

apenas a FLA2  destituída de atividade enzimática aumentou a taxa de fagocitose. 

Vishwanath, et al., (1987), foram os primeiros a sugerir a existência de sítios 

distintos em FLA2, sendo um responsável pela atividade catalítica e outro pelas 

atividades farmacológicas, independentes de ação enzimática. 

O mecanismo pelo qual as fosfolipases A2 induzem o aumento da 

fagocitose não foi ainda elucidado, é possível que a BaltTX-II Lys-49 interaja com 

o receptor e seja internalizada ou que ela induza uma perturbação de membrana 

de modo a ativar vias de sinalização que vão culminar na ativação do receptor e 

ativar o processo de fagocitose. Estudos adicionais devem ser conduzidos com 

intuito de elucidar o mecanismo de ação dessas toxinas. 
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O receptor 3 do complemento (CR3) diferentemente do receptor para Fc, 

necessita de um sinal de ativação adicional para uma eficiente ligação da 

partícula e conseqüente internalização. Os sinais que podem desencadear a 

ativação do CR3 podem ser atribuídos a um número variado de estímulos, como, 

ésteres de forbol, lipopolissacarídeo (LPS), citocinas, fatores de crescimento e 

quimiocinas. Esses estímulos ativam a proteina kinase C (PKC) e induzem a 

sinalização de dentro para fora culminando na internalização da partícula pelo 

mecanismo de invaginação (WRIGHT e SILVERSTEIN, 1982; GRIFFIN e 

MULLINAX, 1985; ROSS e VETVICKA, 1993; WILLIAMS e SOLOMKIN, 1999; 

SHMIDT et al., 2001; ADEREM e UNDEHILL, 1999).   

Nesse sentido, experimentos foram delineados com o intuito de analisar a 

participação da PKC no processo de fagocitose de partículas de zimosan 

opsonizadas estimulada pelo VBa ou pelas duas miotoxinas. A PKC é essencial 

para a fagocitose induzida tanto pelo veneno quanto pelas toxinas, tendo em vista 

que a utilização da estaurosporina, um inibidor de PKC, aboliu a fagocitose via 

receptor de complemento pelos macrófagos elicitados.  

As PKCs constituem uma grande família de proteína kinases com 

domínios serina/treonina consistindo de 10 isotipos codificados por 9 genes 

(OHNO e NISHIZUKA, 2002). Os isotipos de PKC exibem distintos padrões de 

expressão tecidual e localização intracelular. Desse modo, no presente estudo 

não foi determinado qual ou quais isoformas estão envolvidas na fagocitose 

induzida pelo VBa e pelas toxinas.  

A literatura mostra que diferentes isoformas de PKC são translocadas 

para membrana durante a fagocitose, em resposta a diferentes estímulos (ALLEN 

e ADEREM, 1995; LARSEN et al., 2000; YEDOVITZKY et al., 1997) e que durante 

a estimulação de receptores da superfície celular, cada isotipo de PKC é 

translocada ou orientada para compartimentos intracelulares particulares, como 

membrana plasmática, complexo de Golgi, mitocôndria, núcleo celular e 

citoesqueleto. Ainda, o destino da enzima pode ser direcionado por mediadores 

lipídicos e talvez por fosforilação (NISHIZUKA, 1998). Estudos recentes têm 

demonstrado que lipídios produzidos na membrana, após estimulação de 



51 

 

receptores, podem participar da ativação da PKC. Esses lipídios incluem ácidos 

graxos livres, especialmente o ácido araquidônico, ácido fosfatídico, 

lisofosfolipídios, fosfatidilinositol e diacilglicerol (DAG) (NISHIZUKA, 1995). A 

translocação e consequente ligação à membrana é devido à presença de regiões 

específicas de ligação a lipídios, incluindo DAG, ácido araquidônico e ceramida 

(KASHIWAGI et al., 2002). Em condições quiescentes, a PKC é citoplasmática e 

inativa. Quando estimulada, a quinase é translocada para a membrana, onde 

fosforila seu substrato em resíduos selecionados de serina ou treonina. As PKC 

estão dividivididas em quatro grupos: 1) clássicas (PKC-α e PKC-) se ligam a 

fosfatidilserina, dependentes de cálcio e diacilglicerol: 2) novas ou n- PKC (δ, ε, η 

e θ), que se ligam à fosfatidilserina e ao diacilglicerol, mas são independentes de 

cálcio: 3) atípicas ou a-PKC (ζ, λ/i), que  ligam-se à fosfatidilserina, mas são 

independentes de cálcio e diacilglicerol e 4) PKCµ ou PKD que ligam-se à 

fosfatidilserina e são independentes de  cálcio ( NEWTON, 2001; 2003). 

 É possível que as FLA2s BaltTX-I por um mecanismo intrínseco, hidrolise 

fosfolipídeos de membrana e induza à liberação de mediadores lipídicos, 

culminando com a ativação da PKC ou que, por um mecanismo direto, ative as 

FLA2s endógenas; ou ainda, que a toxina interaja com receptores de membrana e 

ative vias de sinalização que poderão culminar na ativação da PKC. Akiba et al., 

(1999; 2002) demonstraram que a ativação da PKC, em células estimuladas com 

zimosan, acarreta um aumento da atividade de FLA2s independentes de cálcio 

(Grupo VI) e das FLA2s citosólicas (Grupo IV).  

Junto ao processo de fagocitose há um aumento do metabolismo 

oxidativo de leucócitos. O alto consumo de O2 associado à rápida ativação da 

NADPH-oxidase, desencadeia o “burst” respiratório, com a subseqüente produção 

de íons superóxido e peróxido de hidrogênio (BABIOR, 1973). A enzima 

responsável pela produção de superóxido é a multicomponente NADPH oxidase 

ou “burst” respiratório oxidase (BABIOR, 1999; EL BENNA et al., 2005). No 

fagócito, a NADPH e a produção de espécies reativas do oxigênio (ROS) 

desenvolvem um papel chave na defesa do hospedeiro contra patógenos 

microbianos, como ilustrado por uma desordem genética humana conhecida 

como doença granulomatosa crônica (CGD) caracterizada pela ausência de 
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produção de ROS devido uma deficiência em um dos componentes da NADPH 

oxidase (MEISCHL e ROOS, 1998; KANENGIESSER et al.,2008). O complexo 

enzimático NADPH consiste de várias proteínas separadas entre a membrana e o 

citosol (EL BENNA et al., 2005). As proteínas citosólicas são p47phox, p67phox e 

p40phox que interagem umas com as outras para formar um complexo, e as 

pequenas proteínas G, Rac 1 (em monócitos) ou Rac 2 (em neutrófilos) 

(GROEMPING et al., 2005). Os componentes da NADPH associados à membrana 

são a proteína glicosilada de 91 kDa (gp91phox ou NOX 2) e a subunidade 

(p22phox) que juntas formam o flavocitocromo b558 (VIGNAIS, 2002). A separação 

espacial dos componentes da NADPH oxidase garante que a enzima estará 

dormente em células inativas. Contudo em resposta a estímulos, os componentes 

citosólicos migram quase instataneamente para membrana onde se unem ao 

flavocitocromo b558 para formar a enzima ativa, em um processo altamente 

regulado por interações proteína-proteína e por fosforilação da p47phox (EL 

BENNA et al., 1994a ; FAUST et al., 1995; QUINN e GAUSS, 2004; GROEMPING 

et al., 2005). Está demonstrado que a fosforilação da p47phox é absolutamente 

necessária para ativação da NADPH oxidase em células da linhagem EBV 

(linfócitos B transformados) (FAUST et al., 1995). Portanto a NADPH oxidase de 

macrófagos desenvolve um papel importante na defesa do hospedeiro contra 

patógenos microbianos pela geração de ânion superóxido e outras moléculas de 

ROS. A liberação excessiva de superóxido pode ser danosa para o tecido 

envolvido na reação inflamatória. Desse modo, avaliou-se a ação do VBa e das 

toxinas sobre a liberação de ânions superóxido por macrófagos elicitados. 

 Os resultados mostraram que o veneno e as toxinas induziram 

significativamente a liberação de ânion superóxido quando comparados ao 

controle negativo, entretanto não houve diferença quando comparado ao PMA, 

indicando que o VBa e as toxinas são capazes de condicionar os macrófagos 

para o “burst” respiratório. Nesse sentido, a literatura mostra que a injeção do 

veneno de Bothrops asper e B. jararaca na cavidade peritoneal de camundondos, 

ativou o “burst” respiratório em leucócitos (ZAMUNER et al.,2001).  

Os resultados desse estudo estão de acordo com os obtidos por Zuliani et 

al., (2005b), que evidenciaram que as toxinas MT-II (fosfolipase Lys-49) e MT-III 
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(fosfolipase Asp-49) do veneno de Bothrops asper induzem a liberação de H2O2, 

um outro reativo intermediário do oxigênio produzido a partir do ânion superóxido, 

por macrófagos, sendo que a ação da MT-III foi mais pronunciada. Pode-se 

propor que a produção de ânion superóxido não depende de atividade enzimática 

de FLA2, e que sítios diferentes do sítio catalítico podem ser importantes para a 

geração de ânion superóxido por macrófagos peritoneais.  

O mecanismo pelo qual o veneno de B. alternatus e as toxinas isoladas 

deste veneno estimulam a geração de ânion superóxido não foi totalmente 

esclarecido. Portanto, é possível que tanto o veneno quanto as duas toxinas, as 

FLA2s (BaltTX-I e BaltTX-II), ativem a NADPH oxidase por um mecanismo direto, 

ou indireto através da ativação de vias de sinalização, como o da PKC, e que 

culminam na ativação da NADPH oxidase. Os dados obtidos mostraram que tanto 

a ação estimulatória do veneno quanto das fosfolipases isoladas foi abolida após 

o tratamento das células com staurosporina, indicando que a PKC é uma via de 

sinalização importante para a produção de ânion superóxido em macrófagos. Por 

outro lado, espécies reativas de oxigênio também podem ser geradas por 

mecanismos independentes da NADPH oxidase, através da mitocôndria. A 

produção de superóxido e de peróxido de hidrogênio, na mitocôndria, pode ser 

estimulada por ativação de canais de potássio de pequena condutância ativados 

por cálcio (FAY et al., 2006). Cabe ressaltar que as toxinas podem atuar através 

de mecanismos distintos.  

Tomados em conjunto, os dados deste estudo permitem concluir que 

tanto o veneno bruto quanto as FLA2s (BaltTX-I e BaltTX-II), não interferem com a 

adesão e nem com o descolamento de macrófagos aderidos em suporte. O 

veneno e a BaltTX-I, mas não a BaltTX-II estimulam a fagocitose, de partículas de 

zimosam opsonizado, via receptor de complemento, através de mecanismos 

moleculares de sinalização que envolvem a PKC. Porém, o mecanismo pelo qual 

o veneno e as toxinas interagem com os macrófagos para desencadear essa via 

de sinalização não foi estabelecido. Ainda, o veneno bruto assim como as duas 

FLA2s (BaltTX-I e BaltTX-II) induzem a produção de superóxido por uma via 

dependente da PKC. No entanto, a atividade de FLA2 não é essencial para o 

desencadeamento desses efeitos. É possível que regiões particulares da 
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molécula dessas miotoxinas, além do sítio catalítico, possam interagir com as 

membranas celulares, conduzindo à ativação dos macrófagos. 

Apesar dos dados desse estudo mostrarem que o mecanismo de ação 

das fosfolipases e do veneno, na fagocitose e produção de superóxido dos 

macrófagos, ocorre por uma via de sinalização dependente da PKC, são 

necessários estudos adicionais para a determinação de quais isoformas estão 

envolvidas nesses processos e de que forma ocorre a ativação dessa quinase. 

Finalmente, esses estudos adicionaram conhecimento aos mecanismos 

de ação dos venenos e das fosfolipases isoladas da serpente Bothrops alternatus, 

contribuindo para uma melhor caracterização quanto à funcionalidade dos 

macrófagos. Além disso, pelo importante papel das fosfolipases na ativação de 

fagócitos, e por sua homologia com fosfolipases de mamíferos, essas toxinas 

poderão constituir ferramentas úteis para o estudo de funções celulares 

específicas, como a microbicida. 
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6- CONCLUSÕES 

 

 - O veneno bruto de Bothrops alternatus não afeta a viabilidade dos macrófagos 

nas concentrações de 6 a 100 µg/mL.e as duas FLA2s isoladas desse veneno 

(BaltTX-I e BaltTX-II), não afetam a viabilidade dos macrófagos nas 

concentrações abaixo de 25 µg/mL, no tempo de 1 hora. 

 

- O veneno e as duas FLA2s não interferem com a adesão nem com 

descolamento dos macrófagos. 

- O veneno e a FLA2 – Lys 49 (BaltTX-I), mas não a FLA2 – Asp 49 (BaltTX-II) 

estimulam a fagocitose de partículas de zimosan via receptor de complemento. 

- A participação da PKC é essencial na sinalização do processo de fagocitose de 

partículas de zimosan via receptor de complemento, estimulada pelo veneno e 

pela FLA2 – Lys 49 (BaltTX-I). 

- O veneno e as duas FLA2s induzem a produção de superóxido na concentração 

de 6 µg/mL, via NADPH oxidase. 

- A produção de superóxido, pelos macrófagos, induzida pelo veneno e toxinas 

(BaltTX-I e BaltTX-II), ocorre por um mecanismo dependente da PKC. 
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8. ANEXOS 

8.1 - Soluções Utilizadas 

Meio de cultura RPMI pH 7,2 ( Solução Estoque) 

RPMI-1640 .............................................10,4 g 
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Hepes ................................................... 2,383 g (9,9 mM) 

Água destilada ....................................1000 mL 

 

Solução de RPMI pH 7,2 (Solução de Uso) 

Meio RPMI..............................................90 mL 

Soro Fetal Bovino...................................10 mL 

Gentamicina (100 µg/mL).....................100 µL 

L-glutamina............................................1,0 mL 

 

Solução de Glutamina (2mM) 100X 

L-glutamina..........................................0,292 g (1,998mM) 

PBS........................................................10 mL 

 

Tampão Fosfato-salina (PBS, pH 7,2) 10X 

NaH2PO4H2O........................................2,03 g (14,71mM)   

Na2HPO4H2O......................................11,49 g (80,94mM)   

  

NaCL....................................................... 85 g (1,454M) 

Água destilada...................................1000  mL 

 

Solução de Turk 

Cristal violeta .......................................0,02 g 

Ácido acético glacial................................2 mL 

Água destilada.....................................100 mL 

 

Solução de Tioglicolato (3%) 

Tiolicolato................................................30 g 

Água destilada..................................1000 mL 

 

Solução de Azul de Tripan (0,1%) 10X 

Azul de Tripan ....................................... 0,1 g (0,104mM) 

Água destilada.....................................100 mL 
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Solução de Safranina 

Safranina 1%..............................................1g (2,850mM) 

Ácido acético........................................100mL 

 

 

8. 2 - Drogas e reagentes 

 

Acetato de forbol miristato - PMA (Sigma Chemical Company, EUA), Ácido acético 

glacial (Merck Germany), Azul de tripan (Biotec, Brasil), DMSO (Biotec, Brasil), 

Gentamicina (Hipolabor), Giensa (Newprov, Brasil), Glicerol (Merck, Germany), 

Hepes (Sigma Chemical Company, EUA), INF-γ (RD SYSTEMS), L-glutamina 

(Sigma Chemical Company, EUA), LPS (Sigma Chemical Company, EUA), 

Metanol (Sigma Chemical Company, EUA), NBT (Sigma Chemical Company, 

EUA), RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, EUA), Safranina (Sigma Chemical 

Company, EUA), Soro Fetal Bovino (Cultilab), Staurosporina (Sigma Chemical 

Company, EUA), Tioglicolato (Merck, Germany), Zymosan (Sigma Chemical 

Company, EUA). 

 

 

 

 

 

 


