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 RESUMO 

Leonel, Thyago Bispo. Papel do sistema complemento na inflamação induzida pelo 
veneno da serpente Bothrops jararaca. 2022. 92 f. Dissertação (Toxinologia). Instituto 
Butantan, São Paulo, 2022. 

 

O gênero Bothrops, família Viperidae, integra um grupo de serpentes com mais de 30 
espécies e subespécies, amplamente distribuídas na região neotropical, ocorrendo 
desde o Sul do México até o norte da Argentina e em algumas ilhas do Caribe. No 
Brasil, em 2021, foram responsáveis por cerca de 70% dos mais de 29.000 acidentes 
ofídicos registrados. O veneno das serpentes deste gênero possui amplo repertório 
de moléculas em sua composição, como metaloproteases, serinoproteases, lectina 
do tipo C, peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs), entre outras. As 
manifestações clínicas do envenenamento são complexas e caracterizadas por 
efeitos locais proeminentes, incluindo dor, edema, equimose, bolhas, abcessos e 
necrose, que podem evoluir para perda tecidual, incapacidade física ou amputação. 
Sinais sistêmicos também podem ocorrer, tais como hemorragia, coagulopatia, 
choque e insuficiência renal aguda. A administração parenteral do antiveneno 
polivalente comercial constitui o único recurso terapêutico cientificamente validado 
para o tratamento dos acidentes ofídicos. Contudo, apesar da efetiva neutralização 
dos efeitos sistêmicos, esse tratamento ainda se mostra ineficiente na reversão das 
manifestações clínicas locais. O rápido desenvolvimento das manifestações clínicas 
locais é acompanhado pela presença de mediadores do processo inflamatório, 
originados a partir de tecidos lesados pelo veneno botrópico. Estudos do nosso grupo 
mostraram que o veneno da Bothrops jararaca é capaz de ativar o sistema 
complemento, sugerindo que essa ativação possa contribuir para os sintomas 
observados nesses envenenamentos. Considerando o importante papel que o 
sistema complemento desempenha na reposta inflamatória, o presente estudo teve 
como objetivo analisar a ação do veneno da serpente B. jararaca sobre o sistema 
complemento e receptores de superfície celular envolvidos na imunidade inata. Para 
isto, utilizamos o modelo ex-vivo de sangue total humano, proposto por Mollnes e 
colaboradores (2002) e, recentemente, adaptado por Johnson e colaboradores 
(2018). Com este modelo, por meio de imunoensaios, foram avaliadas a ativação do  
sistema complemento:  a partir da geração de anafilatoxinas e complexo terminal do 
complemento solúvel (sTCC /SC5b-9); produção de citocinas (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-
12p70 e TNF-α) e quimiocinas (IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, RANTES); expressão de 
receptores de leucócitos, como TLRs 2 e 4; CD14; CD11b; C3aR e C5aR; modulação 
destes parâmetros pelo uso de inibidores específicos do sistema complemento (Cp40, 
PMX205). O veneno da B. jararaca foi capaz de induzir ativação do sistema 
complemento no modelo de sangue total humano, gerando aumento significativo na 
produção das anafilatoxinas C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg, C5a/C5a-desArg e 
sTCC. Nos leucócitos, o veneno da B. jararaca induziu aumento da expressão de 
TLR2 e redução da expressão de C5aR. A expressão de CD11b, CD14, C3aR e TLR4 
não foi alterada pela ação do veneno. A inibição do componente C3 pelo Cp40 
resultou na redução para níveis basais de C3a/C3a-desArg e do sTCC nas amostras 
estimuladas com o veneno. O Cp40 também causou uma redução significativa nos 
níveis de C5a/C5a-desArg, mas não de C4a/C4a-desArg. A exposição ao veneno da 
B. jararaca induziu a produção de citocinas e quimiocinas inflamatórias como TNF-α, 
IL-8, MCP-1 e MIG no modelo de sangue total humano. O tratamento com Cp40 
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promoveu uma redução significativa na produção de TNF-α, IL- 8 e MCP-1. O uso do 
antagonista do receptor 1 de C5a, PMX205, promoveu redução para níveis basais de 
TNF-α e IL-8 em amostras estimuladas com veneno. Em conclusão, os dados aqui 
apresentados sugerem que a ativação do sistema complemento, promovida pelo 
veneno da serpente B. jararaca no modelo de sangue total humano, contribui 
significativamente para o processo inflamatório. O controle de vários parâmetros 
inflamatórios pelo uso do Cp40, inibidor do componente C3, e do PMX205, 
antagonista do receptor 1 de C5a, indicam que a inibição do complemento possa ser 
uma possível ferramenta terapêutica no envenenamento por B. jararaca. 

 

Palavras-chave: Sangue total humano, Inflamação, Bothrops jararaca, Sistema 

Complemento e Inibidores. 
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ABSTRACT 

Leonel, Thyago Bispo. Role of the complement system in Bothrops jararaca snake 
venom-induced inflammation. 2022. 92 p. Dissertation (Toxinology). Instituto Butantan, 
São Paulo, 2022. 

 

The genus Bothrops, family Viperidae, integrates a group of snakes with more than 30 
species and subspecies, widely distributed in the neotropical region, occurring from 
southern Mexico to northern Argentina and some islands of the Caribbean. In Brazil, 
in 2021, they were responsible for around 70% of the more than 29,000 snakebites 
registered. The snake venom of this genus has a wide repertoire of molecules in its 
composition, such as metalloproteases, serineproteases, type C lectin, bradykinin-
enhancing peptides (BPPs), among others. The clinical manifestations of the 
envenomation are complex and characterized by prominent local effects, including 
pain, edema, ecchymosis, blisters, abscesses and necrosis, which can progress to 
tissue loss, physical disability or amputation. Systemic signs can also occur, such as 
hemorrhage, coagulopathy, shock, and acute kidney failure. Parenteral administration 
of commercial polyvalent antivenom is the only scientifically validated therapeutic tool 
for the treatment of snakebites. However, despite the effective neutralization of the 
systemic effects, this treatment is still ineffective in reversing local clinical 
manifestations. The rapid development of local clinical manifestations is accompanied 
by the presence of mediators of the inflammatory process, originated from tissues 
damaged by the bothropic venom. Studies from our group have shown that the 
Bothrops jararaca venom is able to activate the complement system, suggesting that 
this activation may contribute to the symptoms observed in these envenomations. 
Considering the important role that the complement system plays in the inflammatory 
response, this study aimed to analyze the action of B. jararaca snake venom on the 
complement system and cell surface receptors involved in innate immunity. For this, 
we used the ex-vivo human whole blood model proposed by Mollnes et al. (2002) and 
recently adapted by Johnson et al. (2018). With this model, by means of 
immunoassays, it was evaluated the complement system activation: from the 
generation of anaphylatoxins and soluble terminal complement complex (sTCC 
/SC5b-9); the production of cytokines (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF-α) and 
chemokines (IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, RANTES); the expression of leukocyte 
receptors such as TLRs 2 and 4; CD14; CD11b; C3aR and C5aR; the modulation of 
these parameters by the use of specific inhibitors of the complement system (Cp40, 
PMX205). The B. jararaca venom was able to induce activation of the complement 
system in the human whole blood model, generating a significant increase in the 
production of anaphylatoxins C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg, C5a/C5a-desArg 
and sTCC. In leukocytes, the venom of B. jararaca induced increased expression of 
TLR2 and reduced expression of C5aR. The expression of CD11b, CD14, C3aR and 
TLR4 was not altered by the action of the venom. Inhibition of the C3 component by 
Cp40 resulted in a reduction to basal levels of C3a/C3a-desArg and sTCC in samples 
stimulated with the venom. Cp40 also caused a significant reduction in the levels of 
C5a/C5a-desArg, but not of C4a/C4a-desArg. Exposure to B. jararaca venom induced 
the production of inflammatory cytokines and chemokines such as TNF-α, IL-8, MCP-
1 and MIG in the human whole blood model. Treatment with Cp40 promoted a 
significant reduction in the production of TNF-α, IL-8 and MCP-1. The use of the C5a 
receptor 1 antagonist, PMX205, promoted a reduction to basal levels of TNF-α and IL-
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8 in samples stimulated with venom. In conclusion, the data presented here suggest 
that the activation of the complement system, promoted by the venom of the snake B. 
jararaca in the human whole blood model, significantly contributes to the inflammatory 
process. The control of several inflammatory parameters by Cp40, an inhibitor of the 
C3 component, and of PMX205, a C5a receptor 1 antagonist, indicate that 
complement inhibition may be a possible therapeutic tool in B. jararaca envenomation. 

 

  Keywords: Human whole blood, Inflammation, Bothrops jararaca, Complement System 

and Inhibitors. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

  Os acidentes ofídicos são um importante desafio de saúde pública em 

diversas regiões do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Estima-se 

que anualmente ocorram, aproximadamente, 1,8 a 2,7 milhões de envenenamentos, 

resultando entre 81.000 a 138.000 mortes e cerca de três vezes mais amputações e 

outras incapacidades permanentes a cada ano (CHIPPAUX, 1998; KASTURIRATNE, 

2008). Os países mais afetados pelos acidentes ofídicos estão localizados na zona 

intertropical, com persistência exclusiva nas comunidades de baixa renda, 

marginalizadas e politicamente sem poder, onde as principais populações afetadas 

são homens adultos em atividades agrícolas e crianças (HARRISON et al., 2009; 

WEN et al., 2015, GUTIÉRREZ et al., 2017). 

  Devido ao notável impacto social e econômico, em 9 de junho de 2017, 

após a 10ª reunião do grupo consultivo estratégico e técnico para doenças tropicais 

negligenciadas (Genebra, 29 e 30 de março de 2017), o ofidismo foi incluído na 

categoria de doenças tropicais negligenciadas prioritárias da Organização Mundial da 

Saúde (OMS), da qual atualmente fazem parte outras 19 enfermidades (CHIPPAUX, 

2017). 

  Em 2019, novas diretrizes de prevenção e controle dos acidentes ofídicos 

foram elaboradas pela Organização Mundial da Saúde para reduzir em 50% a 

mortalidade e a incapacidade antes de 2030. Para isso, quatro objetivos foram 

traçados: (1) capacitar e envolver as comunidades; (2) garantir tratamento seguro e 

eficaz; (3) fortalecer os sistemas de saúde e (4) aumentar parcerias, coordenação e 

recursos de colaboração (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). 

  As serpentes (Reino, Animalia; Filo, Chordata; Subfilo, Vertebrata; Classe, 

Reptilia; Ordem, Squamata; Subordem, Serpentes, Linnaeus, 1758) estão incluídas 

em vinte famílias, com 456 gêneros e mais de 2.900 espécies (CARDOSO et al., 

2003; SILVA & TAMBOURGI, 2011). Distribuídos na maioria dos continentes, exceto 

na Antártida, esses animais são caracterizados por apresentarem uma morfologia 

alongada, corpo recoberto com escamas epidérmicas, em número, tamanho e 

disposição frequentemente especificas para cada espécie. Não possuem ouvidos 
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externos e pálpebras móveis, seus membros superiores estão totalmente ausentes, e 

membros posteriores são rudimentares (CARDOSO et al., 2003). O prolongamento do 

corpo é alcançado por um número de vértebras, que normalmente variam entre 120 e 

240, embora esse número possa ser superior a 500. Essas numerosas vértebras 

estão posicionadas cada uma com um par de costelas na região do pescoço e tronco, 

criando uma notável flexibilidade corporal que permite uma locomoção ondulatória 

eficaz na água, no solo, em arbustos e árvores (VITT; CALDWELL, 2014). 

  Todas as serpentes são carnívoras, predando tanto vertebrados quanto 

invertebrados. Com grande elasticidade nos movimentos cranianos, especialmente 

nas articulações da mandíbula que são unidas entre si apenas por um ligamento 

elástico, e com o crânio, pelos ossos móveis quadrado e supratemporal, podem 

engolir presas grandes, algumas com até 3,5 vezes seu diâmetro (CARDOSO et al., 

2003). Utilizam o corpo e a boca como aparato de captura de seu alimento podendo, 

assim, apanhar com a boca e simplesmente engolir, segurar com a boca e com auxílio 

do corpo imobilizar e causar asfixia, ou ainda injetar substâncias de alta toxicidade 

que incapacitam e/ou matam a presa (VITT; CALDWELL, 2014). 

  Dentre as várias famílias de serpentes, apenas Elapidae, Hydrophiidae, 

Viperidae, Crotalidae e Colubridae possuem espécies peçonhentas (SILVA, 

TAMBOURGI, 2011); ou seja, aquelas que produzem secreções tóxicas em glândulas 

especializadas e através de dentes modificados (presas) as inoculam, podendo 

determinar sérias alterações locais (na região da picada) e sistêmicas no homem e 

em outras espécies animais (MACKESSY; BAXTER, 2006).    

1.1     Serpentes do gênero Bothrops 

O gênero Bothrops, família Viperidae, integra um grupo de serpentes com mais 

de 30 espécies e subespécies, amplamente distribuídas na região neotropical, 

ocorrendo desde o Sul do México até o Norte da Argentina e em algumas ilhas do 

Caribe (WÜSTER et al., 2002; CARDOSO et al., 2003). Algumas espécies, por sua 

abundância e distribuição geográfica, apresentam maior importância clínica, como 

Bothrops asper, na América Central, Bothrops atrox e Bothrops jararaca na América 

do Sul (CARDOSO et al., 2003). 
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De acordo com o SINAN (Sistema de Informação de Agravos de Notificação, 

Ministério da Saúde), no Brasil, em 2021 foram notificados 29.152 acidentes ofídicos, 

sendo o gênero Bothrops responsável por aproximadamente 70% dos casos, seguido 

pelos gêneros Crotalus (9,0%), Lachesis (1,0%) e Micrurus (1,0%). Ainda, cerca de 

13,0% dos acidentes notificados não especificaram o gênero das serpentes 

envolvidas e outros 6,0% foram causados por serpentes não peçonhentas. 

Em nosso país, a Bothrops jararaca Wied, 1824 (B. jararaca) representa uma 

das espécies cujo acidente em humanos é de maior gravidade (CAMPBELL; LAMAR, 

1989), estando, sobretudo, vinculada aos acidentes registrados nas regiões Sudeste, 

e habitando desde o Sul da Bahia até o Noroeste do Rio Grande do Sul (Figura 1) 

(CARDOSO et al. 1993; RIBEIRO; JORGE, 1997; PETRICEVICH et al., 2000). 

Figura 1 - Distribuição geográfica da serpente B. Jararaca nos estados do Brasil. 

 

 
Fonte: FUNASA, 2001 

 

Essas serpentes apresentam corpo delgado, ágil, e comprimento total máximo 

de 160 cm, mas que geralmente fica abaixo desta medida (GOMES, 1993). Cabeça 

triangular em forma de lança, fosseta loreal, presas inoculadoras bem desenvolvidas, 

cauda lisa e ausência de chocalho (FUNASA, 2001), além de uma padronagem de 

cores muito variável, com manchas marrons escuras em ambos os lados do corpo em 

um padrão triangular; entremeadas por áreas claras, cinzas, oliváceas, amareladas 

ou beges (Figura 2) (GOMES, 1993). Habitam principalmente zonas rurais e 

periféricas de grandes cidades, escolhendo ambientes úmidos, como matas e áreas 

cultivadas, e locais onde haja facilidade para proliferação de pequenos roedores. De 

hábitos predominantemente noturnos ou crepusculares, quando ameaçadas, revelam 

comportamento agressivo, desferindo botes sem produzir ruídos (SAZIMA,1992; 

FUNASA, 2001). 
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         Figura 2 - Exemplar da serpente Bothrops jararaca.  

 

Fonte: http://dedoverde.com.br/scales/joomla/index.php/pt-br/serpentes 
 

As manifestações clínicas do envenenamento provocado pelas serpentes B. 

jararaca são complexas e caracterizadas por efeitos locais proeminentes, incluindo 

dor, edema, equimose, bolhas, abcessos e necrose, que podem evoluir para perda 

tecidual, incapacidade física ou amputação (Figura 3).  

 

 Figura 3 - Manifestações locais do acidente botrópico. A) bolhas 
hemorrágicas no membro superior esquerdo, cerca de 
12 horas após a picada. B) Desenvolvimento de 
síndrome compartimental no membro superior 
esquerdo, 24 horas após a picada, necessitando de 
fasciotomia. C) Edema e necrose no membro superior 
esquerdo e gangrena do quarto dedo. D) O mesmo 
paciente mostrado em C, após a amputação do quarto 
dedo (na fase de cicatrização). Fonte: WEN et al., 
2015. 

Sinais sistêmicos também podem ocorrer, tais como hemorragia (sangramento 

gengival, hematúria e epistaxe), coagulopatia, choque e insuficiência renal aguda 

(ROSENFELD, 1971; RIBEIRO; JORGE, 1997; GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000). 

A administração parenteral do antiveneno polivalente comercial constitui o 

único recurso terapêutico cientificamente validado para o tratamento dos acidentes 

ofídicos (FUNASA, 2001). O soro antibotrópico, produzido pelo Instituto Butantan, é 

preparado por meio da hiperimunização de cavalos com um pool dos venenos das 
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serpentes B. alternatus (12,5%), B. jararaca (50%), B. jararacussu (12,5%), B. moojeni 

(12,5%) e B. neuwiedi (12,5%) (QUEIROZ et al., 2008). A quantidade de antiveneno 

administrada em cada paciente está relacionada com o nível de gravidade do caso, 

que é classificado em leve, moderado e grave, de acordo com as manifestações 

clínicas (BRASIL, 2017). Contudo, apesar da efetiva neutralização dos efeitos 

sistêmicos, esse tratamento ainda se mostra ineficiente na reversão das 

manifestações clínicas locais. Estudos com modelos experimentais, realizados com o 

propósito de avaliar a eficácia do antiveneno polivalente comercial na inibição dos 

efeitos locais, revelaram que o edema induzido pelo veneno de B. jararaca e B. asper 

é dificilmente neutralizado, mesmo em situações onde o antiveneno específico fora 

pré-incubado com veneno e, posteriormente, inoculado nos animais (GUTIÉRREZ et 

al., 1981; PICOLO et al., 2002). 

O rápido desenvolvimento das manifestações locais é acompanhado pela 

presença de mediadores do processo inflamatório, originados a partir de tecidos 

lesados pelo veneno botrópico (TEIXEIRA, 2009; MOREIRA et al., 2012). O 

antiveneno possui especificidade para as principais toxinas presentes no veneno 

circulante, e devido a essa característica, é capaz de neutralizá-las, mas não exerce o 

mesmo efeito sobre os mediadores inflamatórios (ROSENFELD, 1971). 

1.2 O veneno botrópico 

A peçonha é um instrumento utilizado, por diferentes famílias de serpentes, na 

imobilização, morte e digestão da sua caça ou proteção contra possíveis predadores 

(CALVETE et al., 2009). São secreções tóxicas armazenadas em pares 

especializados de glândulas exócrinas conectadas às presas por dutos (MACKESSY; 

BAXTER, 2006). 

Nas serpentes do gênero Bothrops tais secreções possuem ampla variabilidade 

de composição e ação biológica entre as espécies (QUEIROZ et al., 2008). As 

proteínas e peptídeos equivalem a mais de 90% do peso seco da peçonha. Outros 

componentes presentes em menores níveis são metais, carboidratos, nucleotídeos, 

aminas biogênicas e níveis muito baixos de aminoácidos e lipídios (MARKLAND, 

1998). 
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O veneno botrópico apresenta três ações principais: 1) proteolítica, fonte inicial 

de lesões locais caracterizadas por edema, bolhas e necrose; 2) coagulante, atua de 

maneira similar à trombina, convertendo o fibrinogênio em fibrina, ativando 

protrombina e fator X, promovendo alterações na coagulação sanguínea; 3) 

hemorrágica, alterando a membrana basal dos capilares próximos ao local da picada 

(ROSENFELD, 1971; RIBEIRO; JORGE, 1997; HATI et al., 1999). Carvalho e 

colaboradores (2017) mostraram, por meio de análise proteômica, a presença de um 

total de 46 diferentes classes de proteínas no veneno da serpente B. jararaca. As 

proteínas mais abundantemente identificadas pertenciam às seguintes classes: 

metaloproteases (SVMPs, do inglês snake venom metalloproteinases) (incluindo 

desintegrinas originárias do eventual processamento dessas proteínas), 

serinoproteases (SVSPs, do inglês snake venom serine proteinases), lectina tipo C de 

serpente, proteína secretória rica em cisteína, fosfolipase A2, L-aminoácido oxidase, 

fator de crescimento endotelial vascular do veneno de serpente e peptídeos 

natriuréticos potenciadores da bradicinina. Dentre essas várias proteínas presentes 

no veneno botrópico, as metalo- e serinoproteases são as enzimas que apresentam 

maior diversidade de sequência de aminoácidos e associação direta na patogênese 

do envenenamento (KINI, 2006; MOURA-DA-SILVA et al., 2007; ZYCHAR et al., 2010; 

PIDDE-QUEIROZ et al., 2013). 

As glândulas de veneno de serpentes sintetizam uma variedade de 

serinoproteases ácidas e básicas. As SVSPs funcionam com um mecanismo catalítico 

comum que inclui um resíduo reativo de serina que desempenha um papel-chave de 

nucleófilo na formação de um complexo acil-enzima transitório. Este complexo é 

estabilizado pela presença de resíduos de histidina e ácido aspártico dentro do sítio 

ativo (SERRANO; MAROUN, 2005). Essas proteínas são encontradas no veneno de 

serpentes da família Viperidae, desempenhando papel importante na defesa, ataque, 

incapacitação e digestão da presa. Afetam várias funções fisiológicas, como a 

agregação plaquetária, a coagulação sanguínea, a fibrinólise, o sistema complemento, 

a pressão arterial e o sistema nervoso (KINI, 2006; MACKESSY, 2010). 

As metaloproteases compreendem uma classe de enzimas com atividade 

catalítica dependente de íons de zinco (KINI, 2006). Com presença predominante no 

veneno de serpentes da família Viperidae, essas enzimas são responsáveis pela 
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clivagem de importantes proteínas teciduais, como laminina, nidogênio, fibronectina, 

colágeno tipo IV e proteoglicanos presentes na membrana basal endotelial. Os efeitos 

biológicos da ação das metaloproteases envolvem modulação do processo 

hemostático, efeitos cardiovasculares, hemorrágicos e miotóxicos, dentre outros 

(MOURA-DA-SILVA et al., 2007; FOX; SERRANO, 2008). 

As metaloproteases foram divididas em três principais grupos, PI a PIII, com 

possíveis subgrupos, de acordo seu domínio organizacional. A classe PIa, possui 

somente o domínio metaloprotease, com região catalítica HEXXHXXGXXH altamente 

conservada. A classe PII possui além do domínio metaloprotease, o domínio 

desintegrina-símile RGD, e foi subdividida em “a”, “b”, “c”, “d”, e “e”. A classe PIIa é 

expressa com o domínio desintegrina, porém, após modificações pós-traducionais, 

essas moléculas sofrem um processamento proteolítico, o qual libera o domínio 

desintegrina-like; a classe PIIb possui o domínio desintegrina como parte da estrutura 

da proteína sem sofrer proteólise; a classe PIIc é a forma homodimérica da PIIb; a 

classe PIId representa um precursor que também passa pelo processamento 

proteolítico e libera desintegrinas homodiméricas; e a classe PIIe compreende 

metaloproteases que, além de apresentarem processamento proteolítico, liberam 

domínio heterodimérico desintegrina-like RGD. A classe PIII representa as 

metaloproteases compostas pelos domínios metaloprotease, desintegrina-like e um 

domínio rico em cisteína, podendo ainda apresentar o domínio lectina-like. As 

proteases dessa classe podem ser subdivididas em quatro subgrupos: na classe PIIIa, 

os domínios desintegrina-like e rico em cisteína não são processados e fazem parte 

da molécula junto ao domínio metaloprotease; na PIIIb, estes domínios são 

processados e considerados livres; a classe PIIIc é a forma dimérica da PIIIa; e a 

classe PIIId contém ainda, além dos domínios metaloprotease, desintegrina-like e rico 

em cisteína, um domínio lectina-like (composto por um heterodímero) ligados por 

pontes dissulfeto à cadeia principal (Figura 4) (FOX; SERRANO, 2008). 

Além dos efeitos biológicos citados acima, as metaloproteases presentes nos 

venenos das serpentes, desempenham também um papel fundamental na indução da 

resposta inflamatória (TEIXEIRA et al.,2005). 
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           Figura 4 - Classificação das metaloproteases. As metaloproteases são sintetizadas na forma 
latente como precursores multimodulares que sofrem diferentes estágios de 
processamento. P: pré-domínio, Pro: pró- domínio, Proteinase: domínio 
metaloprotease. S: sequência de aminoácidos entre o domínio catalítico e 
desintegrina ou tipo-desintegrina, Dis: desintegrina, Dis-Like: domínio tipo-
desintegrina, Cys-Rich: domínio rico em cisteínas, Lec: domínio ligante de lectina. 
Fonte: Fox e Serrano (2008). 

 

  1.3  Resposta inflamatória 

A inflamação é um processo elaborado por tecidos vascularizados do corpo, 

frente a uma lesão. Independentemente da causa, a inflamação sempre busca 

restaurar a homeostase, estabelecendo os estágios de cura e reconstituição de tecido 

danificado (MEDZHITOV, 2008). 

Essa resposta à lesão/infecção é composta por dois principais mecanismos 

reversíveis, (1) alterações vasculares e (2) eventos celulares. Estes mecanismos têm 

o intuito principal de favorecer o movimento direcionado de leucócitos do meio 

extravascular para o tecido infectado ou lesionado. Quando ativados nos tecidos, 

esses leucócitos passam a fagocitar agentes ofensivos, destruir bactérias e outros 

microrganismos, e eliminar os tecidos necróticos e substâncias estranhas. No entanto, 

os mesmos mecanismos que operam para eliminar os microrganismos e células 

mortas, que é o papel fisiológico da inflamação, quando estimulados de forma 

prolongada ou inadequada conduzem a efeitos deletérios (KUMAR et al., 2010). 
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As alterações vasculares, iniciadas após a lesão, são caracterizadas pelo 

aumento do fluxo sanguíneo com vasoconstrição. Em seguida, a ocorrência de 

vasodilatação, acompanhada pelo aumento da permeabilidade vascular, 

principalmente das vênulas pós-capilares, levando ao extravasamento do fluído 

plasmático rico em proteínas, que dá origem ao edema (TEIXEIRA et al., 2009). A 

mobilização, inicialmente, de um grande número de neutrófilos, seguido pelos 

monócitos, do sangue para os tecidos, é regulada por diferentes moléculas, que 

desempenham papéis predominantes nas diferentes etapas desse processo, as selectinas na 

adesão intermitente dos leucócitos à superfície do endotélio vascular (o fenômeno de 

“rolamento”); quimiocinas (normalmente ligadas aos proteoglicanos) na ativação dos leucócitos 

para aumentar a avidez das integrinas; integrinas em firme adesão; e CD31 (PECAM-1) na 

transmigração (KUMAR et al., 2010, ABBAS et al., 2015). Estas reações (alterações 

vasculares e eventos celulares) são cuidadosamente orquestradas  por mediadores 

solúveis que estimulam e regulam a resposta inflamatória, fundamentalmente, 

produzidos em reação ao reconhecimento de estruturas moleculares compartilhadas 

por classes de microrganismos, chamadas de padrões moleculares associados ao 

patógeno (PAMPs), ou moléculas endógenas produzidas ou liberadas por células 

danificadas ou mortas, chamadas de padrões moleculares associados ao dano 

(DAMPs) (SAADI,2002). A interação de tais ligantes aos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs), expressos nas células (p.ex., receptores do tipo 

Toll (TLRs); tipo NOD (NLRs); tipo RIG (RLRs)) ou na forma solúvel (p.ex., 

complemento; pentraxinas; colectinas; ficolinas), é de suma importância para as 

funções atribuídas à resposta imune inata (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; 

AGRAWAL et al., 2009; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; ABBAS et al., 2015). Os 

diversos mediadores envolvidos na resposta inflamatória (Quadro 1), podem ser 

derivados de células: incluindo aminas vasoativas (serotonina, histamina), metabólitos 

lipídicos derivados do ácido araquidônico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas), 

fator ativador plaquetário, citocinas (p.ex., TNF-α, IL-1, IL-6) e quimiocinas (p.ex., 

CCL2 / MCP-1, CXCL8 / IL-8). Existem também aqueles que são derivados de 

proteínas plasmáticas: compreendendo os fragmentos do complemento, cininas e 

proteases ativadas durante a coagulação (CABRAL, 2005; KUMAR et al., 2010; 

ABBAS et al., 2015). 
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    Quadro 1:  Ações dos Principais Mediadores da Inflamação  

Mediador  Fonte(s)  Principais Ações 

Derivados de células 

Histamina  
Mastócitos, basófilos, 
plaquetas  

Vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, ativação 
endotelial 

Serotonina  Plaquetas  Vasoconstrição 

Prostaglandinas  Mastócitos, granulócitos  Vasodilatação, dor, febre 

Leucotrienos  Mastócitos, granulócitos 
Aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia, adesão e 
ativação de leucócitos 

Fator ativador plaquetário  granulócitos, mastócitos  
Vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, 
aderência de leucócitos, quimiotaxia, desgranulação, explosão 
oxidativa 

Espécies reativas do oxigênio  Leucócitos  Destruição de micróbios, lesão tecidual 

Óxido nítrico  Endotélio, macrófagos  Relaxamento do músculo liso vascular, morte de micróbios 

Citocinas (TNF, IL-1, IL-6)  
Macrófagos, células 
endoteliais, mastócitos  

Local: Ativação endotelial (expressão de moléculas de 
adesão) 
Sistêmica: febre, anormalidades metabólicas, hipotensão 
(choque) 

Quimiocinas  
granulócitos, macrófagos 
ativados  

Quimiotaxia, ativação de leucócitos 

Derivados de proteínas plasmáticas 

Complemento  
Plasma (produzido no 
fígado)  

Ativação e quimiotaxia de leucócito, opsonização, 
vasodilatação (estimulação de mastócito) 

Cininas  
Plasma (produzido no 
fígado)  

Aumento da permeabilidade vascular, contração do músculo 
liso, vasodilatação, dor 

Proteases ativadas durante a 
coagulação  

Plasma (produzido no 
fígado)  

Ativação endotelial, recrutamento de leucócitos 

     Fonte: KUMAR et al.,2010. 

1.4 Sistema complemento 

O sistema complemento é composto por cerca de mais de 40 proteínas séricas 

e de superfície celular que interagem umas com as outras e com outras moléculas, 

gerando complexos de enzimas com atividade proteolítica, as quais ativam, 

amplificam e regulam funções importantes na resposta imune e inflamatória 

(ARBORE; KEMPER; KOLEV, 2017). Sua ativação convencional pode ser iniciada por 

três vias (Esquema 1): (i) Via Alternativa (VA), ativada pela ligação de moléculas de 

C3 modificadas pela hidrólise (C3-H2O) a diversas superfícies ativadoras, na ausência 

de anticorpos ligados ao antígeno; (ii) Via Clássica (VC), ativada pela ligação da 

proteína C1q do complexo macromolecular, C1, aos domínios CH2 do anticorpo IgG 

ou a domínios CH3 do anticorpo IgM que estão ligados ao antígeno; (iii) Via das 

Lectinas (VL), ativada pela ligação de polissacarídeos microbianos às proteínas 
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ligadoras de manose (MBL), na ausência de anticorpos ligados ao antígeno (RICKLIN 

et al., 2010;SARMA; WARD, 2010). 

Todas as três vias resultam na formação de C3-convertase (C3bBb na VA e 

C4bC2a na VC e VL), clivagem do componente C3 com geração da opsonina C3b e 

da anafilatoxina C3a. C3b está envolvido na formação da C5-convertase (C3bBbC3b 

na VA e C4bC2aC3b na VC e VL), que por sua vez cliva C5 gerando C5b e a 

anafilatoxina C5a. Na etapa terminal, C5b interage com C6, C7, C8 e várias moléculas 

de C9 para formar o complexo de ataque à membrana (C5b-9n ou MAC), que gera 

poros hidrofílicos e induz a lise celular (SARMA; WARD, 2010; ABBAS et al., 2015). 

 

                  Esquema 1: Representação das três vias de ativação do sistema complemento:      
Via Clássica, Alternativa e das Lectinas. Fonte: SARMA; WARD, 2010. 

 
As funções biológicas do sistema complemento dependem da interação de 

suas proteínas com receptores originários em diversas linhagens celulares (Quadro 

2). Suas principais atividades baseiam-se na promoção da fagocitose via opsonização, 

indução da quimiotaxia, inflamação e citólise (RICKLIN et al., 2010). As anafilatoxinas, 

C3a, C4a e C5a são fragmentos biologicamente ativos, constantemente liberados 
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durante a ativação do sistema complemento. Esses pequenos peptídeos (10-14 kDa) 

são mediadores pró-inflamatórios potentes, exercendo seus efeitos através da 

interação com receptores específicos em vários tipos celulares. Todos os três 

peptídeos são capazes de se ligar aos mastócitos e induzir desgranulação, com 

liberação de aminas vasoativas e leucotrienos no sítio infecioso. A interação das 

anafilotoxinas aos seus respectivos receptores, C3aR, C5aR1 e C5aR2, presentes em 

leucócitos e células endoteliais vasculares, desencadeia eventos importantes na 

condução da resposta inflamatória, incluindo recrutamento de células imunológicas 

para o sítio de lesão, indução de explosão oxidativa e aumento da permeabilidade 

vascular (MONSINJON et al., 2003; MERLE et al., 2015; HAWKSWORTH et al., 2017). 

    Quadro 2:  Principais receptores do complemento  

Receptor do complemento Ligante Atividade Distribuição celular 

CR1 (CD35) C3b, C4b 

Acelera o declínio de convertases; cofator 
para FI; facilita a remoção de 
imunocomplexos ou partículas revestidas 
com C3b ou C4b; facilita a apresentação de 
antígenos de células B 

Eritrócitos, leucócitos, células epiteliais do 
pigmento da retina, queratinócitos da pele e 
podócitos renais 

CR2 (CD21) 
iC3b, C3dg, 
C3d 

Coestimulação das células B; indução e 
manutenção da memória imunológica; 
tolerância das células B 

Células epiteliais, células B, FDCs 

CR3 (CD11b/CD18, MAC-1) iC3b 

Aderência de leucócitos; fagocitose de 
partículas revestidas com iC3b; modulação 
da produção de IL-12 por APCs (células 
apresentadoras de antígeno) 

Leucócitos, FDCs 

CR4 (CD11c/CD18) iC3b 
Aderência de leucócitos; fagocitose de 
partículas revestidas com iC3b 

Leucócitos, FDCs 

C3aR C3a 

Migração celular; regeneração de tecidos; 
ativação de eosinófilos e macrófagos; 
regulação das respostas de neutrófilos; 
regulação positiva da produção de IL-10 por 
APCs (células apresentadoras de antígeno) 

Granulócitos, monócitos, macrófagos, 
subpopulações de DCs pulmonares e 
intestinais, células T humanas ativadas 

C5aR1 (CD88) 
C5a, 
C5a desArg 

Migração celular; regeneração de tecido; 
ativação de células imunes; modulação da 
produção de IL-12 por APCs; modulação de 
respostas PRRs 

Granulócitos, monócitos, macrófagos, 
células NK e NKT, subconjuntos de DCs, 
células endoteliais, células epiteliais, 
células T humanas 

C5aR2 
C5a, 
C5a desArg 

Evidências apontam para a regulação da 
ativação do C5aR1 

Granulócitos, monócitos, macrófagos, 
subconjuntos de DCs, células T e B 
humanas 

           APCs.: células apresentadoras de antígeno, CR.: receptor do complemento, DC.: célula dendrítica, FDCs.:  
células dendríticas foliculares, FI.: fator I, NK.: natural killer, PRRs.: receptores de reconhecimento de 
padrões, TCC: complexo terminal do complemento. 

            Fonte: REIS et al., 2019. 

Um estudo in vitro, realizado com amostras de venenos de 19 espécies de 

serpentes do gênero Bothrops, presentes no Brasil, demonstrou que todos os venenos 
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foram capazes de ativar a via Clássica do sistema complemento, na ausência de 

anticorpos sensibilizantes. Alguns destes venenos ativaram outras vias do sistema 

(via Alternativa, via das Lectinas). A atividade de metaloproteases e serinoproteases 

foi fundamental na geração de grande quantidade das anafilotoxinas C3a, C4a e C5a. 

Além da ativação da cascata, a clivagem direta de C3 e C4 ou inativação do regulador 

C1-INH, contribuíram para tal evento. Inibidores de metalo- e serinoproteases 

impediram a clivagem de C3 e C4 por ação dos venenos, confirmando a atuação 

destas enzimas sobre o sistema complemento (PIDDE-QUEIROZ et al., 2010, 2013; 

TAMBOURGI, VAN DEN BERG, 2014). 

1.5    Utilização de inibidores do complemento no tratamento de doenças 

A ativação do complemento culmina na liberação de vários produtos 

biologicamente ativos, incluindo pequenos peptídeos e grandes complexos que agem 

diretamente sobre o alvo, eliminando-o ou removendo-o através da ativação de outros 

componentes da resposta imune. Os resultados finais da ativação do complemento 

são dependentes da extensão e persistência deste processo e, naturalmente, uma 

grande ativação pode resultar em extensos danos teciduais (WOODRUFF et al., 

2011). Devido a isto, nos últimos 10-15 anos, grupos de pesquisa têm se dedicado ao 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas que previnam ou controlem os danos 

causados pela ativação do sistema complemento (WOODRUFF et al., 2011). 

Entre os componentes do complemento, C3 e C5 têm sido considerados 

importantes alvos moleculares a serem neutralizados (Figura 5), devido à sua 

contribuição biológica em danos teciduais e celulares mediados pelo complemento. 

No presente existe uma variedade de moléculas capazes de inibir C3, C5, C5a e seus 

receptores (C5aR). Entre estes novos antagonistas está o Cp40, um análogo do 

inibidor peptídico de C3, a compstatina, que apresentou uma forte eficácia em vários 

modelos de doenças humanas, como sepse (GUSTAVSEN et al., 2016), choque 

hemorrágico (VAN GRIESVEN et al., 2019), doença periodontal (MAEKAWA et al., 

2014; HAJISHENGALLIS et al., 2019), hemoglobinúria paroxística noturna 

(MASTELLOS et al., 2014), inflamação induzida por hemodiálise (REIS et al., 2015), 

Glomerulopatia C3 (C3G) (MASTELLOS et al., 2015), síndrome do desconforto 

respiratório agudo (SDRA) da COVID-19 (MASTAGLIO et al., 2020), bem como no 

envenenamento por serpentes (SILVA DE FRANÇA et al., 2021). Além disso, 
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derivados de compstatina estão atualmente em desenvolvimento clínico e avaliação 

para o tratamento de várias doenças (VAN GRIESVEN et al, 2019). 

  

            Figura 5 -Inibição do complemento: as vias Clássica (VC), Lectina (VL) e Alternativa (VA) 
convergem para ativar o C3, levando à geração de fragmentos biologicamente 
ativos. Estes incluem as anafilatoxinas C3a e C5a, que ativam respectivamente 
C3aR e C5aR1.O fragmento C3b promove a opsonização de microrganismos. A 
clivagem de C5 por suas convertase (C4b2a3b; C3bBb3b) também gera C5b que 
na via terminal inicia a montagem do complexo de ataque à membrana SC5b-9 
(MAC), que induz a lise microbiana. Na via alternativa a C3 convertase, C3bBb, 
também está envolvida em uma alça de amplificação para todas as vias do 
complemento. A compstatina e drogas derivadas, como Cp40, bloqueiam a 
ativação de C3, inibindo assim todas as atividades subsequentes de C3. O 
peptídeo antagonista do C5aR1, PMX205, inibe a interação C5a-C5aR1, 
bloqueando a sinalização inflamatória. Fonte: Adaptado de HAJISHENGALLIS et 
al., 2016. 

 

O PMX53, um hexapeptídeo cíclico, ativo oralmente e metabolicamente 

estável, tem demonstrado eficácia no tratamento de várias doenças inflamatórias, 

incluindo artrite, injúrias de isquemia e reperfusão, sepse, doença intestinal 

inflamatória e doenças do sistema nervoso central, entre outras (WOODRUFF et al., 
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2002; WOODRUFF et al., 2004; HUBER-LANG et al., 2002; WOODRUFF et al., 2003; 

WOODRUFF et al., 2010). Estudos sobre modificações do resíduo de fenilalanina de 

PMX53 resultaram na descoberta de um novo antagonista, o PMX205 

(hydrocinnmate-[OpdChaWR]), que aumentou a lipofilicidade, a estabilidade 

metabólica do composto, e sua potência em modelo de doença inflamatória intestinal 

(WOODRUFF et al., 2005). Além disto, o PMX205 apresentou maior capacidade de 

entrada no cérebro do que PMX53, o que tem possibilitado o seu uso em vários 

modelos de doenças neurodegenerativas (WOODRUFF et al., 2006; BECK et al., 

2010; FONSECA et al., 2009). Atualmente, estes antagonistas peptídicos têm sido os 

inibidores mais utilizados para o estudo do C5aR1/CD88 (HAWKSWORTH et al., 

2017; KUMAR et al.,2020). 

1.6. Modelo Ex vivo de Sangue Total Humano 

Experimentalmente, o modelo de sangue total humano vem sendo empregado 

na avaliação da interação entre os receptores do tipo Toll (TLRs) e o sistema 

complemento (MOLLNES et al., 2002; BREKKE et al., 2007, 2008). 

Estabelecido in vitro, este modelo elaborado por Mollnes e colaboradores 

(2002) utilizou Escherichia coli (E. coli) para induzir ativação do sistema complemento 

e receptores do tipo Toll (TLRs). Em seguida, analisou a resposta inflamatória através 

da quantificação de citocinas, fatores de crescimento e populações celulares 

presentes no sangue. Foram também analisados a expressão de moléculas 

relacionadas aos receptores TLR2 e TLR4, como o CD14, e complemento, como os 

receptores de anafilatoxinas, C3aR e C5aR, e o CD11b, todos presentes em 

monócitos e granulócitos. 

Contudo, é importante a manutenção de condições experimentais que 

permitam as interações mútuas entre os componentes. Desta maneira, a escolha do 

anticoagulante em estudos de envolvimento do complemento em processos 

inflamatórios é altamente importante, pois vários anticoagulantes (tanto agentes de 

ligação ao cálcio quanto heparina) interferem na ativação do complemento e, portanto, 

são inadequados para esse fim (MOLLNES et al., 2002). 

A hirudina, um inibidor de trombina altamente específico, derivado da 

sanguessuga Hirudo medicinalis, tem sido utilizada na pesquisa de sangue in vitro 
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durante a última década. Disponível na forma recombinante, sob o nome de lepirudina 

(Refludan), esse inibidor se liga à trombina e a inativa irreversivelmente. O fato de se 

ligar exclusivamente à trombina e não afetar o restante da cascata de coagulação, a 

cascata do complemento, ou as células sanguíneas, torna a lepirudina ideal para o 

trabalho em estudos sobre o sistema complemento (MOLLNES et al., 2002, 

BEXBORN et al., 2009). 

Com base na importância que esse modelo apresenta para a compreensão do 

processo inflamatório sistêmico, nosso grupo desenvolveu então um estudo sobre a 

ação do veneno da aranha Loxosceles e de seu principal componente, as 

esfingomielinases D, no intuito de elucidar o papel do sistema complemento, bem 

como dos receptores de superfície celular na resposta imune inata neste 

envenenamento (MANZONI DE ALMEIDA et al, 2018). Contudo, quando se tentou 

aplicar esse mesmo modelo para avaliar a ação do veneno da B. jararaca, utilizando 

lepirudina como anticoagulante, não houve êxito na inibição da cascata da coagulação. 

Este fenômeno pode ser explicado pela forte presença de serinoproteases com 

atividade similar à trombina, denominadas Trombina-like, que provocam a clivagem 

das cadeias α ou / e β do fibrinogênio, o que leva a uma rápida coagulação 

(SERRANO; MAROUN, 2005; MACKESSY, 2010), e não permitindo o uso deste 

modelo para estudo do veneno da B. jararaca. 

Em 2018 foi estabelecido, por Johnson e colaboradores, um novo modelo de 

sangue total que utiliza como anticoagulante o peptídeo GPRP (Gly-Pro-Arg-Pro), um 

inibidor dos primeiros passos da polimerização da fibrina (FURLAN et al., 1983; 

PRATT et al., 1997). Tal inibidor se mostrou adequado para uso em tal modelo, uma 

vez que assim como a lepirudina, não afetou a atividade do complemento (JOHNSON 

et al, 2018). Experimentos preliminares do nosso grupo mostraram que tal peptídeo 

permitiria a análise do veneno B. jaracaca no modelo de sangue total. 
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2 OBJETIVO 

 

O presente estudo tem como objetivo analisar a ação do veneno da serpente 

B. jararaca sobre o sistema complemento e receptores de superfície celular envolvidos 

na imunidade inata, utilizando o modelo ex vivo de sangue total humano, proposto por 

Mollnes e colaboradores (2002) e, recentemente, adaptado por Johnson e 

colaboradores (2018), e que usa como anticoagulante o peptídeo GPRP. Para tanto, 

foram avaliadas (i) a ativação do sistema complemento:  através da geração de 

anafilatoxinas e do complexo terminal do complemento solúvel (sTCC; SC5b-9); (ii) 

produção de citocinas e quimiocinas; (iii) expressão de alguns receptores de 

leucócitos, como TLRs 2 e 4; CD14; CD11b; C3aR e C5aR; (iv) modulação destes 

parâmetros pelo uso de inibidores específicos do sistema complemento. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1     Veneno 

O veneno da serpente B. jararaca foi fornecido pelo Laboratório de   

Herpetologia do Instituto Butantan, na forma liofilizada, e mantido a -20 ºC. Os teores 

de endotoxinas e proteínas foram determinados usando o kit de ensaio 

PYROGENTTM Plus Gel Clot LAL Assay (Lonza, EUA) e kit de ensaio de proteína por 

BCA (Pierce), respectivamente, de acordo com as recomendações dos fabricantes. A 

endotoxina estava presente no veneno em um nível abaixo da sensibilidade do ensaio 

(< 0,125 EU/mL). A concentração proteica das amostras de veneno foi ajustada para 

5 mg/mL, com solução salina estéril, sendo as alíquotas estocadas a -80 ºC, até o 

momento do uso. 

3.2     Atividade proteolítica 

A atividade proteolítica do veneno de B. jararaca foi avaliada utilizando-se 

substratos peptídicos de fluorescência apagada (FRET: Fluorescence Resonance 

Energy Transfer), que permitem uma análise rápida e sensível, empregando pouco 

volume de veneno e substrato. Para isso, o peptídeo Abz-FRSSRQ-EDDnp foi 

dissolvido em 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) e, posteriormente, diluído em água 

Milli-Q, de modo a permitir a utilização de volumes sem que a concentração do 

solvente orgânico ultrapassasse 5% do volume final de incubação (100 µL). Para o 

ensaio, amostras do veneno (0,5 μg) foram incubadas com amostras do peptídeo (5,0 

μM) em solução salina tamponada (PBS, pH 7,4), utilizando placas de 96 poços. A 

temperatura da reação foi mantida a 37 °C em compartimento termo-estabilizado, sob 

agitação (ARAÚJO et al., 2000). A reação foi medida por fluorescência (λem = 420 nm 

and λex = 320 nm) em espectrofluorímetro (FLUOstar OPTIMA Multi-Mode Microplate 

Reader – BMG LABTECH, Offenburg, Alemanha). O aumento da fluorescência foi 

monitorado, continuamente, por 25 minutos e a atividade proteolítica específica das 

amostras expressa pela média de unidades de fluorescência por minuto (UF/min). 
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3.3     Modelo Ex vivo de sangue total humano 

Os ensaios utilizando o modelo de sangue total humano foram desenvolvidos 

segundo os protocolos estabelecidos por Mollnes e colaboradores (2002) e Brekke e 

colaboradores (2007, 2008) e, recentemente, adaptados por Johnson e colaboradores 

(2018). Com o parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa (nº 

3.813.859). O sangue foi coletado de voluntários saudáveis, em tubos de polipropileno 

contendo o peptídeo GPRP (GenOne Biotechnologies, Brasil; 8 mg por mL de sangue). 

Para o ensaio, foi utilizado o volume total de 1 mL, sendo 720 µL de sangue, 140 µL 

de solução salina estéril e 140 µL de solução salina estéril contendo concentrações 

crescentes do veneno de B. jararaca. As amostras foram incubadas a 37 ºC, por 30, 

60 ou 120 minutos, sob agitação. Após a incubação, foram coletadas alíquotas de 500 

µL para análise da expressão de marcadores celulares por citometria de fluxo. O 

material restante foi centrifugado a 405 x g e a 4°C, por 10 minutos, para obtenção do 

plasma. Após essa etapa, para inibir a atividade de proteases, foi adicionado ao 

plasma EDTA (concentração final 10 mM), e este foi aliquotado, sendo as amostras 

armazenadas a -80 ºC. 

3.3.1    Inibição do sistema complemento com Cp40 

 O Cp40 ((H-DTyr-Ile- [Cys-Val-Trp (Me) -Gln-Asp-Trp-Sar-Ala-His-Arg-Cys] -

mIle-NH 2) é um peptídeo cíclico não imunogênico de 14 aminoácidos, que se liga ao 

C3 e bloqueia sua ligação e clivagem pela C3 convertase, inibindo a geração de 

moléculas biologicamente ativas (PRIMIKYRI et al., 2017). O Cp40 foi gentilmente 

cedido pelo Professor John Lambris (Universidade da Pensilvânia, EUA). 

Amostras de sangue total humano (72% do volume total, v/v), dispostas em 

tubos tipo falcon de 15 mL (Corning Inc.- NY, EUA) contendo GPRP (GenOne 

Biotechnologies, Brasil; 8 mg por mL de sangue) foram pré-incubadas com o inibidor 

Cp40 (20 µM) e solução salina estéril durante 5 minutos à temperatura ambiente (14% 

do volume total, v/v). Na sequência as amostras foram tratadas com veneno da B. 

jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo) (14% do volume 

total, v/v), durante 60 minutos a 37 ºC. Após incubação, o material foi centrifugado a 

405 x g e a 4 ºC, por 10 minutos, para obtenção do plasma. Após essa etapa, foi 

adicionado ao plasma EDTA (concentração final 10 mM), e este foi aliquotado, sendo 

as amostras armazenadas a -80 ºC. 
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3.3.2    Inibição do receptor 1 de C5a (C5aR1) pelo PMX205 

PMX205 é um hexapeptídeo cíclico (c[Arg-Trp-D-Cha-Pro-Orn] -Hca) 

antagonista do receptor 1 de C5a (C5aR1) que foi gentilmente cedido pelo Dr. Trent 

Woodruff da Escola de Ciências Biomédicas, Universidade de Queensland, Austrália. 

Amostras de sangue total humano (72% do volume total, v/v), dispostas em 

tubos tipo falcon de 15 mL (Corning Inc.- NY, EUA) contendo GPRP (GenOne 

Biotechnologies, Brasil; 8 mg por mL de sangue) foram pré-incubadas com solução 

salina estéril, PMX205 (10 µM) ou veículo de diluição do PMX205 (Glicose 5% - 

Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) por 5 minutos à temperatura ambiente (14% do volume 

total, v/v). Na sequência as amostras foram tratadas com veneno de B. jararaca (50,0 

µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo) (14% do volume total, v/v), durante 

60 minutos a 37 ºC. Após a incubação, o material foi centrifugado a 405 x g e a 4 ºC, 

por 10 minutos, para obtenção do plasma. Após essa etapa, foi adicionado ao plasma 

EDTA (concentração final 10 mM), e este foi aliquotado, sendo as amostras 

armazenadas a -80 ºC. 

3.4     Dosagem de anafilatoxinas e sTCC 

A   presença   de   C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg   e   C5a/C5a-desArg    

nas   amostras de plasmas coletadas, como acima descrito, foi avaliada utilizando o 

BD CBA Human Anaphylatoxin Kit, seguindo as instruções do fabricante (BD 

Biosciences, Califórnia, EUA). A presença do complexo terminal do complemento 

solúvel (sTCC, SC5b-9) foi avaliada, por ELISA, nas amostras de plasma dos ensaios 

de sangue total humano, utilizando o MicroVue SC5b-9 Plus EIA kit, seguindo as 

instruções do fabricante (Quidel Corporation, Califórnia, EUA). 

3.5     Quantificação de citocinas e quimiocinas 

A presença das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF-α no plasma foi 

determinada com o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory 

Cytokines seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, Califórnia, EUA). A 

presença das quimiocinas IL-8/CXCL8, IP-10, MCP-1, MIG, RANTES no plasma 

humano foi determinada com o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human 

Chemokines, seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, Califórnia, EUA). 
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3.6     Análise da expressão de marcadores de superfície em leucócitos 

As amostras, submetidas aos tratamentos acima descritos, foram analisadas 

quanto a expressão dos marcadores CD11b, CD14, C5aR1, C3aR, TLR2 e TLR4 na 

superfície dos leucócitos, marcados com anticorpos específicos para as populações 

de monócitos (CD33) e granulócitos (CD66b). Para tanto, após tratamento do sangue, 

as hemácias foram lisadas com tampão de lise BD FACS Lysing Solution (BD 

Biosciences, Califórnia, EUA). Na sequência, as células foram centrifugadas a 405 g 

a 4 ºC, por 10 minutos, ressuspendidas e marcadas com anticorpos monoclonais da 

BD Biosciences (Califórnia, EUA) ou eBioscience (Califórnia, EUA), diluídos na 

proporção 1:5: anti-CD11b PE (clone VIM12), anti-CD14 FITC (clones 61D3 e TüK4) 

e anti-CD33 APC; 1:10: anti-C5aR FITC (clone 8D6), anti-C3aR PE (clone 17), anti-

TLR2 PE (clone TL2.1) e anti-TLR4 PE (clone HTA125); e 1:20: CD3 APC-Cy7, CD19 

PE-Cy7 e CD66b Alexa647. Foram utilizados também, como controle isotípico, 

anticorpos monoclonais mouse IgG1k PE, mouse IgG2ak FITC (BD Biosciences, 

Califórnia, EUA). Após 30 minutos de incubação, no escuro e a temperatura ambiente, 

foram adicionados 275 µL de tampão de FACS, em seguida, as células foram 

analisadas no citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, Califórnia, EUA), 

utilizando o software BD FACSDiVa, versão 4.1 (BD Bioscience, califórnia, EUA). Os 

resultados foram expressos como mediana de intensidade de fluorescência (MFI), 

determinada a partir da aquisição de 20 mil eventos. 

3.7     Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão e analisados 

estatisticamente com o programa GraphPad Prism, versão 9.3.1 (La Jolla, Califórnia, 

EUA). Comparações entre grupos foram realizadas com o teste t’ student ou One-way 

ANOVA, complementada com o teste de Tukey de comparações múltiplas. Nos testes 

realizados, foram consideradas como diferenças estatisticamente significativas, 

valores de P<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1     Análise da atividade proteolítica do veneno da B. jararaca 

A atividade proteolítica do veneno da B. jararaca foi avaliada utilizando-se 

substratos peptídicos de fluorescência apagada (FRET: Fluorescence Resonance 

Energy Transfer), que permitem uma análise rápida e sensível, empregando pouco 

volume de veneno e substrato. Como observado na Figura 6, o veneno de B. jararaca 

em contato com substrato testado (Abz-FRSSRQ-EDDnp), apresentou uma atividade 

proteolítica específica de 1.355 ± 98.55 UF/min. 

 

Figura 6 – Atividade proteolítica do veneno de B. jararaca sobre o substrato FRET. 

 

Atividade proteolítica do veneno da B. jararaca (0,5 µg) comparada com a do tampão PBS (controle 
negativo), sobre o substrato FRET (Abz-FRSSRQ-EDDnp – 5,0 µM). A fluorescência foi medida por 
espectrofluorimetria (λEX=320 e λEM=420 nm) em intervalos de 30 segundos, por 25 minutos. 
UF/min= Unidades de Fluorescência por minuto. Dados expressos com média ± SEM de triplicatas. 
Análise estatística realizada com o teste t de Student. (***) p<0,001: diferença estatística em relação 
ao controle negativo (PBS). 

 

 

4.2     Ensaio de coagulação sanguínea na presença do peptídeo GPRP 

Para o ensaio de coagulação, foi utilizado um volume total de 1 mL de sangue 

tratado ou não, na presença de concentrações crescentes do peptídeo GPRP (Gly-

Pro-Arg-Pro). As amostras foram incubadas a 37 ºC por 60 minutos e, na sequência, 
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analisadas por 4 horas quanto a presença de coágulos. Como mostrado na Quadro 3, 

a concentração de 8 mg/mL do peptídeo GPRP se mostrou a ideal para inibição da 

coagulação sanguínea. 

   Quadro 3 - Coagulação de amostras de sangue em diferentes concentrações do peptídeo GPRP. 

Incubação GPRP/sangue 

37 °C - 60 minutos 
1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 

 

+ + + + - 
 

         Presença de coágulos [+]; Ausência de coágulos [-]. 

 

4.3   Dosagem de anafilatoxinas em sangue total humano tratado com veneno 

da B. jararaca 

A presença das anafilatoxinas C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg e C5a/C5a-

desArg foi quantificada nos plasmas obtidos das amostras de sangue total humano, 

tratadas com concentrações crescentes do veneno da B. jararaca (12,5 µg/mL; 25,0 

µg/mL; 50,0 µg/mL) ou com solução salina estéril (controle negativo), durante 30, 60 

e 120 minutos, a 37 ºC. 

O veneno da B. jararaca, incubado por um período de 30 e 60 minutos, na 

concentração de 50,0 µg/mL induziu aumento significativo na produção de C3a/C3a-

desArg, quando comparado com o controle negativo. No entanto, nenhum aumento 

significativo na produção desta anafilatoxina foi observado no período de 120 minutos. 

As mostras tratadas com o veneno nas concentrações de 12,5 µg/mL e 25,0 µg/mL não 

apresentaram diferença significativa em relação ao controle negativo em nenhum dos 

três períodos utilizados (Figura 7). 

Em relação a C4a/C4a-desArg, amostras de sangue humano tratado como 

veneno da B. jararaca, por um período de 30 minutos, não apresentaram aumento 

significativo na produção desta anafilatoxina em nenhuma das concentrações 

utilizadas. Na concentração de 50,0 µg/mL, o veneno induziu aumento significativo na 

produção de C4a/C4a-desArg em 60 e 120 minutos de incubação, quando comparado 

ao controle negativo. Amostras tratadas com o veneno nas concentrações de 12,5 

µg/mL e 25,0 µg/mL não apresentaram diferença significativa em relação ao controle 

negativo nos tempos testados (Figura 8). 
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O veneno da B. jararaca induziu aumento significativo na produção de 

C5a/C5a-desArg quando incubado por um período de 30 minutos, em todas as 

concentrações utilizadas, quando comparados ao controle negativo. Com 60 minutos 

de incubação, somente o veneno na concentração de 50,0 µg/mL induziu aumento 

significativo na produção de C5a/C5a-desArg, quando comparado com o controle 

negativo. Com 120 minutos de incubação, o veneno não induziu aumento significativo 

na produção de C5a/C5a-desArg em nenhuma das concentrações utilizadas, quando 

comparado com o controle negativo (Figura 9). 
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Figura 7 - Níveis de C3a/C3a-desArg no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente  

B. jararaca durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 
  Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 

crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:5000), a produção de C3a/C3a-desArg foi avaliada Cytometric 
Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média± SEM de duplicatas. Ensaio 
representativo de três experimentos independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way 
Anova, seguido de comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05: diferença 
estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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 Figura 8 - Níveis de C4a/C4a-desArg no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente    

B. jararaca durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:5000), a produção de C4a/C4a-desArg foi avaliada por Cytometric 
Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados 
representativos de três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way 
Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (***) p < 0,0005: 
diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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Figura 9 - Níveis de C5a/C5a-desArg no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente    

B. jararaca durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:1000), a produção de C5a/C5a-desArg foi avaliada por Cytometric 
Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados 
representativos de três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way 
Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (***) p < 0,0005; 
(****) p < 0,0001: diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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4.4     Dosagem do complexo terminal do complemento solúvel (sTCC, SC5b-9) 

em sangue total humano tratado com veneno da B. jararaca 

A presença do complexo terminal do complemento solúvel (sTCC, SC5b-9) foi 

quantificada em amostras de plasma, obtidas nos ensaios de sangue humano total, 

tratadas com concentrações crescentes do veneno da B. jararaca (12,5 µg/mL; 25,0 

µg/mL; 50,0 µg/mL) ou em solução salina estéril (controle negativo), durante 30, 60 e 

120 minutos, a 37 ºC. 

Com 30, 60 e 120 minutos de incubação, o veneno foi capaz de induzir aumento 

significativo na produção de sTCC, nas três concentrações utilizadas (12,5 µg/mL; 

25,0 µg/mL; 50,0 µg/mL), quando comparado ao controle negativo (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 

 

Figura 10 - Níveis de sTCC no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente B.jararaca 

durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:40), a presença do complexo terminal do complemento solúvel 
(sTCC, SC5b-9) foi analisada por ELISA. Resultados foram representados com média ± SEM de 
duplicatas. Dados representativos de três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o 
teste one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; 
(**) p< 0,005; (***) p < 0,0005; (****) p < 0,0001: diferença estatística em relação ao controle negativo 
(salina). 
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4.5 Quantificação de citocinas em sangue total humano tratado com veneno 

da B. jararaca 

A presença das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF-α foi avaliada em 

amostras de plasma, obtidas dos ensaios de sangue total humano, tratadas com 

concentrações crescentes do veneno da B. jararaca (12,5 µg/mL; 25,0 µg/mL; 50,0 

µg/mL) ou em solução salina estéril (controle negativo), durante 30, 60 e 120 minutos, 

a 37 ºC. 

O veneno de B. jararaca, incubado por um período de 30 e 60 minutos, nas 

concentrações de 12,5 µg/mL, 25,0 µg/mL e 50,0 µg/mL, não induziu aumento 

significativo na produção de TNF-α, quando comparado ao controle negativo. Com 

120 minutos de incubação, somente a concentração de 50,0 µg/mL induziu aumento 

significativo na produção de TNF-α, quando comparado ao controle negativo (Figura 

11). 

Os níveis das outras citocinas testadas (IL-12p70, IL-10, IL-6 e IL-1β) estavam 

abaixo do limite de detecção dos ensaios (dados não mostrados). 
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Figura 11 - Níveis de TNF-α no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente  B.  jararaca  

durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 
Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno de B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de TNF-α foi avaliada por Cytometric Bead Array 
(CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de 
três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way Anova, seguido de 
comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (**) p< 0,005 diferença estatística em relação 
ao controle negativo (salina). 
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4.6    Quantificação de quimiocinas em sangue total humano tratado com veneno 

da B. jararaca 

A presença das quimiocinas IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, RANTES foi avaliada em 

amostras de plasma, obtidas nos ensaios de sangue humanos, tratadas com 

concentrações crescentes do veneno da B. jararaca (12,5 µg/mL; 25,0 µg/mL; 50,0 

µg/mL) ou em solução salina estéril (controle negativo), durante 30, 60 e 120 minutos, 

a 37 ºC. 

O veneno de B. jararaca, quando incubado por um período de 30 minutos, 

induziu aumento significativo na produção de IL-8, quando comparado com o controle 

negativo, somente na concentração de 50,0 µg/mL. Quando incubado por 60 minutos, 

o veneno nas concentrações de 25,0 µg/mL e 50,0 µg/mL induziu aumento 

significativo na produção de IL-8, comparado ao controle negativo. Com 120 minutos 

de incubação, o veneno nas três concentrações utilizadas (12,5 µg/mL; 25,0 µg/mL; 

50,0 µg/mL), induziu aumento significativo de IL-8, quando comparado com o controle 

negativo (Figura 12). 

O veneno de B. jararaca induziu aumento significativo na produção de MCP-1 

quando incubado por um período de 30, 60 e 120 min, em todas as concentrações 

utilizadas, quando comparadas ao controle negativo (Figura 13). 

O veneno da B. jararaca, incubado por um período de 30 e 60 minutos, nas 

concentrações de 12,5 µg/mL, 25,0 µg/mL e 50,0 µg/mL induziu aumento significativo 

na produção de MIG, quando comparado com o controle negativo. Com 120 minutos 

de incubação, o veneno da B. jararaca não induziu aumento significativo na produção 

de MIG em nenhuma das concentrações utilizadas, quando comparado ao controle 

negativo (Figura 14). 

 

 

 

 

 



 

49 

 

Figura 12 - Níveis de IL-8 no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente B. jararaca 

durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de IL-8 foi avaliada por Cytometric Bead Array (CBA). 
Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de três 
ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way Anova, seguido de 
comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (***) p < 0,0005; (****) p < 0,0001: 
diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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Figura 13 - Níveis de MCP-1 no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente  B. jararaca 

durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de MCP-1 foi avaliada por Cytometric Bead Array 
(CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de 
três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way Anova, seguido de 
comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (**) p< 0,005; (***) p < 0,0005: 
diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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Figura 14 - Níveis de MIG no plasma humano, após tratamento com veneno da serpente B. jararaca 

durante 30, 60 e 120 minutos. 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram incubadas com concentrações 
crescentes do veneno da B. jararaca ou solução salina estéril, durante 30, 60 e 120 minutos a 37°C. 
Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de MIG foi avaliada por Cytometric Bead Array (CBA). 
Resultados foram representados com média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de três 
ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way Anova, seguido de 
comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (**) p< 0,005; (***) p < 0,0005: diferença 
estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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    4.7    Análise da expressão de marcadores de superfície de leucócitos, após 

tratamento com veneno da B. jararaca 

  4.7.1   Expressão de marcadores em monócitos 

A expressão dos marcadores de superfície CD11b, CD14, C5aR, C3aR, TLR2 

e TLR4 foi avaliada em amostras de sangue humano tratadas com veneno da B. 

jararaca (50 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo), durante 60 minutos 

a 37 ºC. A análise da expressão dos marcadores na superfície de monócitos 

(marcados com anticorpos específicos anti-CD33) foi realizada por citometria de fluxo 

e os resultados expressos como mediana de intensidade de fluorescência (MFI) após 

aquisição de 20 mil eventos. A Figura 15 mostra que o veneno da B. jararaca induziu 

redução na expressão de CD11b, CD14 e C5aR em monócitos. C3aR, TLR2 e TLR4 

não apresentaram diferença significativa na expressão quando comparados ao 

controle negativo (solução salina estéril). 
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Figura 15 – Expressão de marcadores de superfície em monócitos, após tratamento com veneno da 

serpente B. jararaca. 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram tratadas com veneno de B. 
jararaca (50 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo), durante 60 minutos a 37 °C. Após 
incubação, os monócitos foram analisados quanto à expressão de CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 
e TLR4. Resultados expressos como média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de três 

ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste t de Student. (ns) não significativo; (*) 

p<0,05; (**) p< 0,005: diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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4.7.2   Expressão de marcadores em granulócitos 

A expressão dos marcadores de superfície CD11b, CD14, C5aR, C3aR, TLR2 

e TLR4 foi avaliada em amostras de sangue humano tratadas com veneno da B. 

jararaca (50 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo), durante 60 minutos 

a 37 ºC. A análise da expressão dos marcadores na superfície de granulócitos 

(marcados com anticorpos específicos anti-CD66b) foi realizada por citometria de 

fluxo e os resultados expressos como mediana de intensidade de fluorescência (MFI) 

após aquisição de 20 mil eventos. A Figura 16 mostra que o veneno da B. jararaca 

induziu aumento na expressão de TLR2, e redução na expressão de C5aR. Enquanto 

CD11b, CD14, C3aR e TLR4 não apresentaram diferença significativa na expressão 

quando comparados ao controle negativo (solução salina estéril). 
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Figura 16 – Expressão de marcadores de superfície em granulócitos, após tratamento com veneno da 

serpente  B. jararaca. 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram tratadas com veneno da B. jararaca 
(50 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo), durante período de 60 minutos a 37 °C. Após 
incubação, os granulócitos foram analisados quanto à expressão de CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 
e TLR4. Resultados expressos como média ± SEM de duplicatas. Dados representativos de três 
ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste t de Student. (ns) não significativo; (*) 
p<0,05; (**) p< 0,005: diferença estatística em relação ao controle negativo (salina). 
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4.8      Ação do veneno da B. jararaca no modelo de sangue total humano na 

presença do Cp40 

4.8.1   Inibição da ativação do sistema complemento pelo Cp40 

 O Cp40 é um peptídeo cíclico não imunogênico de 14 aminoácidos, que se liga 

ao C3 e bloqueia sua ligação e clivagem pela C3 convertase, inibindo a geração de 

moléculas biologicamente ativas. 

Com o propósito de avaliar se o Cp40 era capaz de inibir a ativação do sistema 

complemento, estimulada pelo veneno da B. jararaca e, consequentemente, a 

geração de anafilatoxinas (C3a, C4a e C5a) e do complexo terminal do complemento 

solúvel (sTCC, SC5b-9), amostras de sangue humano, previamente tratadas com 

GPRP, foram pré-incubadas com Cp40 (20 µM) e, então, incubadas com veneno da 

B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo) durante 60 

minutos a 37 ºC. 

A Figura 17 mostra que o Cp40 foi capaz de inibir, significativamente, a geração 

das anafilatoxinas C3a/C3a-desArg e C5a/C5a-desArg, estimulada pelo veneno, 

quando comparado ao controle negativo. No entanto, a geração de C4a/C4a-desArg 

não foi reduzida, pelo contrário, houve aumento expressivo deste fragmento na 

presença do Cp40. A presença do complexo terminal do complemento solúvel (sTCC, 

sC5b-9) teve seus níveis reduzidos significativamente na presença do Cp40 (Figura 

18). 
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Figura 17 – Produção de anafilatoxinas em sangue humano estimulado com veneno da serpente 

B. jararaca na presença do Cp40 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor Cp40 
(20 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril, durante 
60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma, a produção das anafilatoxinas C3a/C3a-desArg 
(1:5000), C4a/C4a-desArg (1:5000) e C5a/C5a-desArg (1:1000) foi avaliada por Cytometric Bead Array 
(CBA). Os resultados foram representados como média ± SEM de triplicatas. Dados representativos de 
três ensaios independentes. Análise estatística realizada com o teste one-way Anova, seguido de 
comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (**) p< 0,005; (***) p < 0,0005. 
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Figura 18 – Produção de sTCC (SC5b-9) em sangue humano estimulado com veneno da serpente 

B. jararaca na presença do Cp40 

 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor Cp40 
(20 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril, durante 
60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma (1:40), a presença do complexo terminal do 
complemento solúvel (sTCC, SC5b-9) foi analisada por ELISA. Resultados foram representados com 
média ± SEM de triplicatas. Dados representativos de dois ensaios independentes. Análise estatística 
realizada com o teste one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (ns) não 
significativo; (***) p < 0,0005. 
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4.8.2  Produção de citocinas e quimiocinas em sangue total humano estimulado com 

veneno da B. jararaca na presença de Cp40 

De modo a avaliar se a inibição do sistema complemento, com o Cp40, poderia 

influenciar a produção de citocinas (TNF-α) e quimiocinas (IL-8, MCP-1 e MIG), 

estimuladas pelo veneno da B. jararaca, amostras de sangue humano, previamente 

tratadas com GPRP, foram pré-incubadas com Cp40 (20 µM) e, então, incubadas com 

veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo) 

durante 60 minutos a 37 ºC. 

As Figuras 19 e 20 mostram que na presença do Cp40 houve uma diminuição 

significativa nos níveis de TNF-α, IL-8 e MCP-1 estimulados pelo veneno, quando 

comparados ao controle negativo. No entanto, o Cp40 não influenciou a produção da 

quimiocina MIG (Figura 20). 
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Figura 19 – Níveis de TNF-α e IL-8 em sangue humano estimulado com veneno da serpente 

B. jararaca na presença do Cp40 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor Cp40 
(20 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril, durante 
60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de TNF-α e IL-8 foi avaliada 
pelo Cytometric Bead Array (CBA). Resultados foram representados como média ± SEM de triplicatas. 
Ensaio representativo de três experimentos independentes. Análise estatística realizada com o teste 
one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (*) p<0,05; (**) p< 0,005; (***) p < 0,0005; 

(****) p < 0,0001. 

 

Figura 20 – Níveis de MCP-1 e MIG em sangue humano estimulado com veneno da serpente 

B. jararaca na presença do Cp40 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor Cp40 
(20 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril, durante 
60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de MCP-1 e MIG foi avaliada 
pelo Cytometric Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de triplicatas. 
Ensaio representativo de três experimentos independentes. Análise estatística realizada com o teste 
one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (ns) não significativo; (*) p<0,05; (**) p< 
0,005; (****) p < 0,0001. 
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4.9     Ação do veneno da B. jararaca no modelo de sangue total humano na 

presença do PMX205 

4.9.1   Papel do C5a na produção de citocinas e quimiocinas induzidas pelo veneno 

da  B. jararaca 

Com o objetivo de avaliar o papel do C5a, na produção das citocinas (TNF-α) 

e quimiocinas (IL-8, MCP-1 e MIG), amostras de sangue humano, tratadas com 

GPRP, foram pré-incubadas com PMX205 (10 µM), antagonista do C5aR1, e 

incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou controle negativo (solução 

salina estéril + glicose 5%). Para verificar se o veículo do PMX205 (solução salina 

estéril + glicose 5%) não era capaz de influenciar nos resultados, incluímos um grupo 

controle (veneno + veículo), que recebeu o estímulo do veneno na presença dos 

mesmos volumes do veículo utilizados na pré-incubação com o antagonista PMX205. 

A Figura 21 mostra que a inibição do receptor de C5a, pelo PMX205, promoveu 

redução para níveis basais de TNF-α e IL-8 em amostras estimuladas com o veneno. 

No entanto, o PMX205 não influenciou na produção de MCP-1 e MIG (Figura 22). 
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Figura 21 – Níveis de TNF-α e IL-8 em sangue humano estimulado com veneno da serpente B. jararaca 

na presença do PMX205 

 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor PMX205 
(10 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril + glicose 
5%, durante 60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de TNF-α e IL-8 foi 
avaliada pelo Cytometric Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de 
triplicatas. Dados representativos de dois ensaios independentes. Análise estatística realizada com o 
teste one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de Tukey. (ns) não significativo; (**) p< 0,005; 
(***) p < 0,0005; (****) p < 0,0001. 

 

Figura 22 – Níveis de MCP-1 e MIG em sangue humano estimulado com veneno da serpente 

B. jararaca na presença do PMX205 

Amostras de sangue humano, contendo GPRP (8 mg/mL), foram pré-incubadas com o inibidor PMX205 
(10 µM) e, então, incubadas com veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril + glicose 
5%, durante 60 minutos a 37°C. Após coleta e diluição do plasma (1:2), a presença de MCP-1 e MIG 
foi avaliada pelo Cytometric Bead Array (CBA). Resultados foram representados com média ± SEM de 
triplicatas. Ensaio representativo de dois experimentos independentes. Análise estatística realizada 
com o teste one-way Anova, seguido de comparações múltiplas de  Tukey. (ns) não significativo; (**) 
p< 0,005; (***) p< 0,0005. 
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4.10    Expressão de marcadores na superfície de leucócitos após tratamento 

com veneno de B. jararaca na presença de inibidores do sistema 

complemento 

4.10.1  Papel do sistema complemento na expressão de marcadores na superfície de 

monócitos e granulócitos, após tratamento com veneno de B. jararaca na presença de 

CP40 ou PMX205 

Com o objetivo de avaliar o papel do sistema complemento na expressão de 

marcadores CD11b, CD14, C5aR, C3aR, TLR2 e TLR4 em populações de monócitos 

e granulócitos, amostras de sangue humano contendo GPRP (8 mg/mL) foram pré-

incubados com inibidor de Cp40 (20 μM) ou com PMX205 (10 μM) e depois incubados 

com solução salina estéril (veículo Cp40), solução salina estéril + solução de glicose 

a 5% (veículo PMX205) ou veneno de B. jararaca (50,0 μg/mL) por 60 minutos a 37ºC. 

A figura 23 mostra que o CP40, inibidor do componente C3 do sistema 

complemento, reverteu a redução da expressão de CD11b e C5aR1 induzida pelo 

veneno da B. jararaca em monócitos, enquanto PMX205, antagonista do receptor 1 

do C5a, melhorou a expressão de C5aR1 nos granulócitos. 
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Figura 23 – Expressão de marcadores de superfície em monócitos e granulócitos, após tratamento 

com veneno da serpente B. jararaca na presença de CP40 ou PMX205 

 

Amostras de sangue humano contendo GPRP (8 mg/mL) foram pré-incubadas com inibidor Cp40 (20 
μM) ou com PMX205 (10 μM) e depois incubadas com salina (veículo do Cp40), salina + 5% de glicose 
(veículo PMX205) ou veneno da B. jararaca (50,0 μg/mL) durante 60 minutos a 37 °C. Após a 
incubação, as células foram analisadas para a expressão de CD11b, CD14 e C5aR. Os resultados 
foram expressos como % de MFI ± SEM (em relacão a MFI das amostras tratadas somente com o 
veículo) de duplicatas de três experimentos independentes. Análise estatística realizada com o teste t 
de Student. (ns) não significativo; (*) p<0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

O sistema complemento desempenha um papel importante na defesa contra 

patógenos e na homeostase tecidual. No entanto, quando ativado de maneira intensa 

e persistente, pode também ser fonte causadora de sérios danos inflamatórios. 

Estudos conduzidos por nosso grupo, utilizando soro humano normal (NHS), 

mostraram que a atividade das metalo- e serinoproteases presentes no veneno das 

serpentes do gênero Bothrops eram fundamentais para a ativação do sistema 

complemento, clivagem direta de C3, C4 ou inativação do regulador C1-INH (do inglês, 

C1 esterase inhibitor), resultando na geração de amplas concentrações de 

anafilatoxinas (PIDDE-QUEIROZ et al., 2010, 2013; TAMBOURGI, VAN DEN BERG, 

2014). Delafontaine e colaboradores (2018) demonstraram também a importância das 

SVMPs para estes efeitos, visto que 1,10 Phe, um inibidor desta classe de proteases, 

reduziu drasticamente a geração de C5a e formação de complexo terminal do 

complemento solúvel (sTCC) em soro humano normal incubado com o veneno de B. 

lanceolatus. Além disso, o C5a gerado pela clivagem direta do C5 humano purificado, 

por proteases do veneno desta serpente, era altamente funcional, promovendo a 

ativação de neutrófilos, como caracterizado pelo aumento nos níveis citoplasmáticos 

de Ca2+. Outros autores investigaram a ação do veneno de B. atrox e de duas toxinas 

(Batroxase, metaloprotease de classe P-I; BatroxPLA2, fosfolipase A2 ácida) sobre o 

sistema complemento. Neste estudo mostraram resultados semelhantes aos do nosso 

grupo, ou seja, que o veneno e a metaloprotease de classe P-I (Batroxase) eram 

capazes de modular as três vias de ativação (VA, VC e VL), hidrolisar componentes 

do complemento e de gerar fragmentos biologicamente ativos (MENALDO et al, 2016). 

Esses resultados sugerem que a ativação do sistema complemento possa 

desempenhar um importante papel no processo inflamatório observado nos acidentes 

botrópicos. 

O modelo de sangue total humano, estabelecido por Mollnes  e colaboradores 

(2002) e Brekke e colaboradores (2007, 2008), inicialmente elaborado para estudar o 

papel do complemento em um modelo de sepse bacteriana, mostrou ser também uma 

plataforma experimental útil para investigação e modulação da inflamação sistêmica 

estimulada por venenos e toxinas animais, conforme demonstrado pelos estudos do 

nosso grupo com o veneno  da aranha Loxosceles e sua principal toxina 
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(Esfingomielinase D) (MANZONI DE ALMEIDA et al, 2018) e com uma metaloprotease 

de classe P-I (C-SVMP), purificada do veneno da Bothrops pirajai (LUCHINI et al, 

2019). 

Uma adaptação realizada por Johnson e colaboradores (2018), envolvendo a 

substituição da lepirudina pelo GPRP, um peptídeo inibidor dos primeiros passos da 

polimerização da fibrina (FURLAN et al., 1983; GALLISTL, MUNTEAN, ZENZ, 1995; 

PRATT et al., 1997, GEFFEN et al.,2011), abriu a possibilidade da realização de 

estudos com o veneno de serpentes do gênero Bothrops. O veneno botrópico é 

caracterizado por exercer um efeito pró-coagulante in vitro, determinado pela 

presença de toxinas com atividade similar à da trombina, ativadores do fator II e do 

fator X, além de outras toxinas pró-coagulantes (MARKLAND, 1998). As toxinas com 

atividade similar à da trombina, denominadas trombina-like, provocam a clivagem das 

cadeias α ou / e β de fibrinogênio, o que leva a uma rápida coagulação (SERRANO; 

MAROUN, 2005; MACKESSY, 2010). Assim, no presente estudo, o GPRP foi utilizado 

como anticoagulante, e conseguimos superar a ação da toxina trombina-like e avaliar 

a ação pró-inflamatória do veneno bruto da serpente B. jararaca no modelo ex vivo de 

sangue total humano. 

Para avaliar a ativação do sistema complemento, a dose de veneno e período 

de incubação mais adequados para os nossos ensaios, amostras de sangue total 

humano, anticoagulado com GPRP, foram tratadas com concentrações crescentes 

do veneno de Bothrops jararaca (12,5 µg/mL; 25,0 µg/mL; 50,0 µg/mL), ou com 

solução salina estéril (controle negativo), por 30, 60 ou 120 minutos a 37 ºC. Em 

seguida, a geração de anafilatoxinas e complexo terminal do complemento solúvel 

(sTCC, SC5b-9) foi analisada. Com base nos dados obtidos, é possível sugerir que o 

veneno de B. jararaca induz ativação do sistema complemento no modelo 

experimental ex vivo de sangue total humano, fato que pode contribuir na reação 

inflamatória que ocorre nos envenenamentos botrópicos. Tal afirmativa se baseia no 

aumento significativo da produção de C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg e C5a/C5a-

desArg nas amostras tratadas com as três concentrações do veneno, quando 

comparadas com o controle negativo, solução salina estéril (Figuras 7, 8, 9). O mesmo 

fenômeno pode ser observado pelo aumento da produção do complexo terminal do 

complemento solúvel (sTCC, SC5b-9) (Figura 10). Em geral, a melhor concentração 
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de veneno e período de incubação foram de 50,0 µg/mL e 60 minutos, 

respectivamente, os quais foram escolhidos para os ensaios com inibidores do 

complemento. 

As anafilatoxinas, C3a, C4a e C5a são fragmentos biologicamente ativos 

constantemente liberados durante a ativação do sistema complemento. Esses 

mediadores possuem um espectro de atividades pró-inflamatórias que envolvem a 

desgranulação dos mastócitos, aumento da permeabilidade vascular, regulação da 

expressão de moléculas de adesão, quimiotaxia, ativação de leucócitos, produção de 

espécies reativas ao oxigênio; citocinas e quimiocinas, aumento da fagocitose e 

regeneração tecidual (GUO; WARD, 2005; SARMA; WARD, 2010; HAWKSWORTH 

et al., 2017). Esse amplo conjunto de efeitos promovidos pelas anafilatoxinas é 

mediado pela expressão dos receptores acoplados a proteína G (C3aR e C5aR1 

[CD88]) que quando ativados de maneira exacerbada, podem contribuir no 

desenvolvimento de diversas doenças imunoinflamatórias (MANTHEY et al., 2009; 

REIS et al., 2019). No envenenamento botrópico, a geração de infiltrado leucocitário 

e edema representam reações inflamatórias locais características (GUTIÉRREZ et al., 

1986, FARSKY et al., 1997, OTERO et al.,2002; COSTA et al.,2002; FERNANDES et 

al., 2006), e que surgem acompanhadas pela presença abundante das anafilatoxinas, 

destacando o papel desses mediadores nas manifestações induzidas pelo veneno 

(FARSKY et al., 2000; TAMBOURGI; VAN DEN BERG, 2014; DELAFONTAINE et al., 

2018). Já o complexo terminal do complemento (TCC, sC5b-9) representa o produto 

final da cascata e é gerado pela interação do C5b com C6, C7, C8 e várias moléculas 

de C9, formando o complexo de ataque à membrana (sC5b-9 ou MAC), capaz de 

gerar poros na membrana celular e favorecer a lise (SARMA; WARD, 2010). Além 

disso, a ligação do TCC às células endoteliais, fornece estímulos capazes de induzir a 

expressão e liberação de moléculas envolvidas na migração leucocitária (TEDESCO 

et al., 1997; DOBRINA et al.,2002). 

A migração leucocitária em resposta a um estímulo inflamatório constitui umas 

das primeiras linhas de defesa montadas pela imunidade inata. Sendo este evento 

mediado por mecanismos diretos ou indiretos. Os últimos envolvem a presença de 

citocinas e outros agentes quimiotáticos liberados por mastócitos, macrófagos e 
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células endoteliais, após reconhecimento do antígeno (MATSUKAWA et al., 2000; 

ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011). 

Os resultados aqui obtidos demonstram que a exposição ao veneno botrópico 

regulou positivamente a produção de mediadores pró-inflamatórios como TNF-α e IL-

8 em níveis significativos, principalmente nas amostras tratadas com a maior 

concentração do veneno (50 µg/mL). Essa produção foi intensificada, sobretudo, no 

período de 120 minutos de incubação (Figuras 11, 12). 

O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é sintetizado, predominantemente, por 

monócitos / macrófagos ativados e linfócitos T, como uma proteína de 26 kDa, pró-

TNF, associada à membrana plasmática, e quando clivada, a forma solúvel tem massa 

molecular relativa de 17 kDa (IDRISS et al., 2000). É uma citocina com potente ação 

em vários tipos celulares e desempenha um papel crítico na patogênese de diversas 

doenças inflamatórias, incluindo artrite reumatoide, doença de Crohn, psoríase, asma, 

doenças cardiovasculares e pulmonares (BRADLEY, 2008). Sua interação com 

células endoteliais adjacentes aos tecidos de infecção e/ou lesão, por meio de um de 

dois distintos receptores (TNFR1; CD120a, TNFR2; CD120b), medeia a liberação das 

quimiocinas (p.ex., IL‐8, MCP‐1 e IP‐10), e expressão de diferentes combinações de 

moléculas de adesão para leucócitos, incluindo E- selectina, ICAM-1, VCAM-1 

(WATERS; POBER; BRADLEY, 2013) e CD11b/CD18 (CR3; MAC-1) (MIYATA; 

IWABUCHI; WATANABE; SATO; NAGAOKA, 1999). Em virtude da capacidade do 

TNF-α de induzir a expressão de classes distintas de moléculas de adesão, essa 

citocina pode ser um fator colaborativo para a infiltração de leucócitos quando na 

presença do veneno botrópico. Ademais, o TNF-α é capaz de ativar a expressão do 

ciclo-oxigenase 2 nas células endoteliais, aumentando a produção de PGI2, 

resultando em efeitos vasodilatadores (MARK, 2001). 

No contexto de envenenamento, a capacidade do gênero Bothrops de induzir 

produção de citocinas inflamatórias é bem estabelecida e demostrada por diversos 

estudos in vivo, na qual, concentrações significativamente elevadas de TNF-α, IL-6, 

IL-10, puderam ser observadas em animais injetados intraperitonealmente com os 

venenos da B. jararaca (PETRICEVICH et al., 2000; ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002), B. 

asper (PETRICEVICH et al., 2000; ZAMUNER et al., 2005) e B. atrox (MOREIRA et 

al., 2012). Outros autores, buscando compreender os mecanismos de confluência 
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entre inflamação e coagulação, conseguiram detectar níveis expressivos de TNF-α, 

IL-1β, IL-6, em suspensão rica em células mononucleadas de sangue periférico 

(PBMC) após tratamento com BJcuL, uma lectina do veneno da B. jararacussu 

(CEZARETTE; SARTIM; SAMPAIO, 2020). Embora, nossos ensaios não tenham 

detectado níveis significativos de IL-6 e IL-10, uma hipótese para explicar tal 

discrepância possa ser o tempo em que a geração destas citocinas foi avaliada, 120 

minutos, que talvez não seja o período mínimo ideal para detecção dessas moléculas. 

A IL-8/CXCL8 é um membro da família das quimiocinas que atua através da 

interação com os receptores CXCR1 e CXCR2, expressos na superfície de diferentes 

tipos celulares. A IL-8 pode ser secretada por uma ampla variedade de células, após 

estimulação apropriada incluindo monócitos, células endoteliais, linfócitos T, 

fibroblastos, células tumorais, células epiteliais, hepatócitos, células sinoviais e 

queratinócitos (RUSSO et al., 2014). Nos tecidos, a IL-8 é produzida em abundância 

por fagócitos mononucleares em reação a diversos agentes pró-inflamatórios, tais 

como LPS, IL-1, TNF-α, IL-7, GM-CSF, IL-3, concanavalina A, fitohemaglutinina, 

zimosan, imunocomplexos e bactérias (KUNKEL et al., 1991; BAGGIOLINI, 1993). No 

processo inflamatório agudo, a IL-8 desempenha papel importante nos fenômenos 

relacionados ao recrutamento e ativação dos neutrófilos, reorganização do 

citoesqueleto, nas alterações nos níveis de Ca2+ intracelular, ativação de integrinas, 

liberação de enzimas granulares e explosão oxidativa. (BAGGIOLINI; DEWALD; 

MOSER, 1993; HARADA et al., 1994). Ávila-Agüero e colaboradores (2001) 

observaram níveis séricos aumentados de IL-8, IL-6, e TNF-α em estudo clínico com 

pacientes não adultos acidentados pelas serpentes B. asper ou B. insularis. 

Níveis significativos das quimiocinas MCP-1 e MIG também foram observados 

em nossos ensaios. A geração dessas quimiocinas foi induzida pelo veneno logo após 

os primeiros 30 minutos de incubação das amostras, e não apresentou declínio 

acentuado em seus níveis até os 120 minutos (Figuras 13, 14). A proteína quimiotática 

de monócitos-1 (MCP-1), também conhecida por CCL2, faz parte de uma grande 

família de proteínas estruturalmente homólogas que medeiam e regulam o movimento 

de leucócitos do sangue para os tecidos. O recrutamento dos monócitos é altamente 

regulado por esta quimiocina que, em altas concentrações, desencadeia explosão 

oxidativa, gerando espécies reativas de oxigênio (DESHMANE, AMINI, SAWAYA, 



 

70 

 

2008; GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014). A monocina induzida por IFN-γ (MIG; 

CXCL9) é um membro da subfamília CXC de quimiocinas inflamatórias produzidas por 

células dendríticas, linfócitos B e macrófagos, e que por meio do receptor CXCR3, 

estimula em especial o recrutamento de linfócitos T para locais de infecção e/ou lesão 

(PARK et al.,2002, HARDISON et al.,2006). Um estudo acerca da doença reumática 

cardíaca (DR), uma condição caracterizada por inflamação crônica do miocárdio 

provocada por lesões pós-infecção pela bactéria Streptococcus pyogenes, das quais 

as deformidades valvares são a sequela crônica mais importante, demonstrou 

enfaticamente o envolvimento de MIG/CXCL9 na migração de células T isoladas para 

o tecido de lesão (FAÉ et al.,2013). 

Dados dos ensaios obtidos tanto na dosagem das citocinas, quanto das 

quimiocinas, revelam a capacidade que o veneno tem de evocar, no modelo de 

sangue total humano, uma reposta inflamatória sistêmica aguda. 

Além da geração de mediadores pró-inflamatórios, o modelo de sangue total 

humano também nos permitiu verificar o padrão de ativação de leucócitos avaliando 

a expressão de moléculas da superfície celular. Processo de suma importância, que 

já possibilitou avaliar a capacidade inflamatória promovida por bactérias gram-

negativas e seus produtos (lipopolissacarídeo, LPS) (MOLLNES et al., 2002; BREKKE 

et al., 2007) e de venenos animais e suas toxinas (MANZONIDE-ALMEIDA et al., 

2018; LUCHINI et al., 2019), e investigar se essa ação direta ou indireta sobre os 

leucócitos, acontece por meio da ativação do sistema complemento ou de outros 

mediadores endógenos. 

A participação do sistema complemento nos eventos pró-inflamatórios 

induzidos pelo veneno da B. jararaca, e a interação sinérgica com receptores de 

reconhecimento de padrões (do inglês Pattern recognition receptors, PRRs), e 

expressão de alguns marcadores na superfície de populações de leucócitos, como 

TLRs 2 e 4; CD14; CD11b; C3aR e C5aR foi analisada por citometria de fluxo. 

Os receptores do tipo Toll (do inglês Toll-like receptor, TLRs) fazem parte de 

uma família conservada de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) 

(TAKEDA; AKIRA, 2003). Todos os subtipos de TLRs atualmente descritos (10 em 

humanos e 13 em camundongos) são proteínas transmembrana do tipo I, 
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caracterizadas por um domínio extracelular rico em leucina e um domínio de 

homologia do receptor Toll/Il-I (TIR) em suas caudas citoplasmáticas, essencial para 

a sinalização (KAWAI; AKIRA, 2010; NIE et al.,2018). Esses receptores, amplamente 

expressos na membrana de macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células NK e 

muitos outros tipos celulares (DELNESTE; BEAUVILLAIN; JEANNIN, 2007), são 

responsáveis por iniciar a resposta imune inata após reconhecimento de estruturas 

microbianas conservadas (padrões moleculares associados ao patógeno, PAMPS), 

moléculas endógenas produzidas ou liberadas por células danificadas ou mortas 

(padrões moleculares associados ao dano, DAMPs) e moléculas oriundas de venenos 

de animais (padrões moleculares associados ao veneno, VAMPs) ( KAWAI; AKIRA, 

2010, 2011; ZOCCAL et al., 2014). 

Uma ampla regulação da sinalização dos receptores do tipo Toll pelo sistema 

complemento foi previamente demonstrada em um estudo in vivo. Neste, os autores 

administraram diferentes ligantes de TLRs em camundongos com deficiência no fator 

de aceleração de decaimento (DAF), um regulador de membrana do complemento. 

Os ligantes LPS (TLR4), Zimozan (TLR2/6) e oligonucleotídeo CpG (TLR9) induziram, 

de forma dependente do complemento, a produção de TNF-α, IL-6 e IL-1β no plasma 

dos camundongos deficientes (ZHANG et al.,2007, HAJISHENGALLIS; LAMBRIS. 

2016). Resultado semelhante foi observado nos camundongos selvagens tratados 

simultaneamente com ligantes de TLRs e fator do veneno de cobra (do inglês cobra 

venom factor, CVF), um potente ativador do complemento, com níveis plasmáticos 

elevados das citocinas pró-inflamatórias, apontando que o complemento pode ampliar 

a resposta inflamatória em associação com os receptores do tipo Toll (ZHANG et 

al.,2007, HAJISHENGALLIS; LAMBRIS. 2016). Trabalhos posteriores mostraram o 

envolvimento dos receptores de anafilatoxinas (C3aR e C5aR1 [CD88]) e CR3 

(CD11b/CD18; MAC-1) na regulação das atividades de sinalização dos TLRs 

(KAGAN; MEDZHITOV, 2006; ZHANG et al.,2007; LAPPEGÅRD et al., 2009; LAU et 

al.,2015; HAJISHENGALLIS; LAMBRIS. 2016). 

Em nossos ensaios, as amostras de sangue humano foram tratadas com 

veneno da B. jararaca (50,0 µg/mL) ou solução salina estéril (controle negativo), 

durante 60 minutos, na presença de anticorpos específicos para as populações 

celulares e para os marcadores de interesse (TLRs 2 e 4; CD14; CD11b; C3aR e 
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C5aR). Os resultados mostram uma redução significativa na expressão dos 

receptores em monócitos (Figura 15) (CD11b, CD14 e C5aR) e granulócitos (Figura 

16) (C5aR) podendo ser observada em amostras tratadas com veneno quando 

comparadas com o controle negativo (solução salina estéril). Similarmente, no modelo 

experimental de sepse induzida em roedores por ligadura / punção cecal (CLP), GUO 

e colaboradores (2003) demonstraram uma importante redução nos níveis de C5aR 

em neutrófilos sanguíneos, pelo menos em parte, promovida pela presença 

acentuadamente aumentada de C5a, que regulou a internalização de C5aR, e cuja 

intensidade se correlacionou com a letalidade nos animais. A clivagem e inativação 

do C5aR por ação de serinoproteases de neutrófilos (do inglês Neutrophil serine 

proteases, NSPs) foi investigada em células mielomonocíticas U937 e neutrófilos 

isolados. Nesse estudo, os autores trataram essas populações celulares com 

diferentes serinoproteases de neutrófilos (NSPs), tais como elastase neutrofílica (NE); 

proteinase 3 (PR3); catepsina G (CG) em concentrações comumente encontradas no 

fluido de lavagem broncoalveolar (BALF) de pacientes com fibrose cística (CF), além 

da anafilatoxina C5a. A partir dos resultados obtidos, foram elaborados dois modelos 

convergentes para disfunção de neutrófilos mediada por C5a e NSPs. No primeiro, 

uma geração excessiva de C5a induz a liberação de NSPs, as quais clivam e inativam 

C5aR nas próprias células e nas adjacentes. No segundo, o excesso de infiltrado 

leucocitário, associado à secreção excessiva de NSPs por células necróticas, resulta 

na clivagem e inativação do C5aR nas próprias células e nas adjacentes (VAN DEN 

BERG et al., 2014). A expressão e função do C5aR também foi investigada em 

neutrófilos isolados tratados com o veneno da aranha Loxosceles. Os resultados 

demostraram que o C5aR sofre clivagem por ação de metaloproteases endógenas da 

família das Adamlisinas (ADAMs) induzidas pelas esfingomielinases D (SMases D). 

No entanto, a adição do veneno de Bothorps pirajai, rica fonte de metaloproteases, 

não reduziu a expressão de C5aR (VAN DEN BERG et al., 2012). 

A diminuição da expressão de CD11b e CD14 na superfície de monócitos, 

induzida pelo veneno, pode sugerir presença de precursores de células dendríticas 

mieloides nesta população, que podem ter iniciado um processo de diferenciação em 

células dendríticas imaturas em resposta ao veneno, apesar do curto período de 

incubação. De acordo com Patterson e colaboradores (2005), precursores de células 
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dendríticas mielóides purificados a partir de sangue e cultivados in vitro com GM-CSF 

e IL-4 se diferenciam rapidamente em duas populações fenotipicamente distintas, e o 

subtipo imaturo é CD11b-/low e CD14-. O papel das células dendríticas na patogênese 

do envenenamento por serpentes não é claro, mas sabe-se que toxinas, como a 

crotoxina de Crotalus durissus terrificus, podem ativar células dendríticas e promover 

imunomodulação (FREITAS et al., 2021). Além disso, as células dendríticas exercem 

um papel essencial no desenvolvimento de reações alérgicas às abelhas e outros 

venenos altamente alergênicos, devido à sua capacidade de direcionar resposta 

imune de células T helper (DEMERS et al., 2009). Em nosso modelo, a possível 

diferenciação de precursores de células dendríticas pelo veneno da B. jararaca e seu 

papel no envenenamento permanecem desconhecidos. 

De modo a avaliar a participação do sistema complemento nesses eventos pró-

inflamatórios induzidos pelo veneno de B. jararaca, outros ensaios foram conduzidos 

na presença dos inibidores Cp40 e PMX205. A utilização do Cp40, um inibidor 

altamente específico do componente C3 do complemento, induziu a redução a níveis 

basais de C3a/C3a-desArg e sTCC em amostras estimuladas pelo veneno (Figura 17, 

18). Também foi possível observar uma redução significativa nos níveis de C5a/C5a-

desArg, mas não de C4a/C4a-desArg (Figura 17). A não alteração na geração do 

C4a/C4a-desArg pode estar relacionada com a ação direta de metaloproteases 

presentes no veneno botrópico capazes de clivar componentes do sistema 

complemento (PIDDE-QUEIROZ et al., 2010, 2013). 

Luchini e colaboradores (2019), utilizando também o modelo ex vivo de sangue 

total humano (MOLLNES et al.,2002), investigaram os eventos pró-inflamatórios 

provocados pela C-SVMP (uma metaloprotease de classe P-I purificada do veneno da 

B. pirajai), e o papel do sistema complemento nesse processo através do uso de 

inibidores. Os resultados demonstraram a capacidade da C-SVMP na indução da 

ativação do sistema complemento (gerando de níveis significativos de C3a / C3a 

desArg, C5a / C5a desArg e sTCC/SC5b-9), elevação da produção das citocinas IL-

1β e IL-6 e das quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1 e CXCL9/MIG, e regulação da 

expressão dos marcadores na superfície de leucócitos. Com relação ao padrão de 

ativação leucocitária, uma considerável regulação positiva na expressão dos 

marcadores CD11b, CD14, TLR2, TLR4, C3aR e C5aR em monócitos e granulócitos 
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pode ser observada nas amostras de sangue tratado com C-SVMP (25,0 µg/mL) no 

período de 30 minutos a 37 ºC. A adição de compstatina, um inibidor de C3, causou 

uma redução significativa na produção de IL-1β, CXCL8/IL-8 e CCL2/MCP-1 em 

células tratadas com C-SVMP (LUCHINI et al., 2019). 

 Podemos sugerir que o sistema complemento está envolvido na síntese da 

maioria dos mediadores inflamatórios detectados em nosso estudo, como 

demonstrado pela inibição do componente C3 / C3b via Cp40, que resultou na 

diminuição significativa da produção de TNF-α, IL-8 e MCP-1 (Figura 19, 20), ou pela 

utilização do antagonista do receptor 1 do C5a (C5aR1), PMX205, que promoveu a 

redução a níveis basais de TNF-α e IL-8 (Figura 21). Os dados reunidos sinalizam que 

o eixo C5a-CaR1 é essencial para a produção dos mediadores TNF-α e IL-8 induzidos 

pelo veneno botrópico neste modelo ex vivo. O PMX205 não reduziu a produção MCP-

1, sugerindo que a produção desse mediador não é influenciada pelo eixo C5a-

C5aR1. O fato de que nem Cp40 nem PMX205 reduziram a produção de MIG/CXCL9 

(Figura 20,22) sugere que a produção desse mediador não é influenciada pelo C3 ou 

eixo C5a-C5aR1. O CP40 foi capaz de reverter a expressão reduzida de CD11b e 

C5aR1 induzida por B. jararaca em monócitos, enquanto PMX205 foi capaz de 

melhorar a expressão de C5aR1 em granulócitos (Figura 23). 

Recentemente, nosso grupo avaliou o papel do sistema complemento nos 

eventos inflamatórios induzidos por veneno de Naja annulifera (SILVA DE FRANÇA 

et al., 2021). Esse veneno induziu ativação do complemento mediada pela ação de 

SVMPs. A ativação do eixo C5a-C5aR1 no tecido subcutâneo dos animais injetados 

com o veneno desencadeou a produção de LTB4, PGE2 e TXB2, que foram 

responsáveis pelo edema. Além disso, a geração de C5a induzida pelo veneno levou 

à produção da quimiocina CXCL1, juntamente com um aumento nos níveis teciduais 

de MPO. Sinalização de C5aR1 em camundongos submetidos ao envenenamento 

também foi responsável pelos eventos de leucocitose, neutrofilia, monocitose e lesão 

pulmonar aguda, como demonstrado pelo uso de PMX205 nestes ensaios. 
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6 CONCLUSÃO 

Em conclusão, os dados aqui apresentados sugerem que a ativação do 

sistema complemento, promovida pelo veneno da serpente B. jararaca no 

modelo de sangue total humano, contribui significativamente para o processo 

inflamatório. O controle de vários parâmetros inflamatórios pelo uso do Cp40, 

inibidor do componente C3, e do PMX205, antagonista do receptor 1 de C5a, 

indicam que a inibição do complemento possa ser uma possível ferramenta 

terapêutica no envenenamento por B. jararaca. 
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