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RESUMO 

SOUSA, K. P. Efeito in vitro do veneno do escorpião Tityus serrulatus na indução da 

polarização de macrófagos para o perfil M1 [Dissertação de Mestrado em Ciências 

da Saúde]. São Luís: Universidade Federal do Maranhão; 2017. 

 

A ativação de macrófagos por produtos naturais vem sendo estudada no 

desenvolvimento ou resolução de diferentes condições patológicas, como uma 

possibilidade terapêutica imunomoduladora. Uma vez que o veneno do escorpião 

Tityus serrulatus (vTs) apresenta potencial ativador e modulador das repostas 

desses fagócitos, o objetivo deste estudo foi avaliar a polarização de macrófagos 

murinos tratados com vTs. Para tanto, células de linhagem RAW 264.7 foram 

estimuladas com vTs (0,1; 1; 10 µg/mL) e/ou LPS (10 µg/mL) por 24 e 48 horas. 

Após esses tratamentos, foi avaliada: a capacidade fagocítica dessas células frente 

a partículas de Zymosan (10:1) e Escherichia coli-GFP (10:1); a produção de óxido 

nítrico (NO), peróxido de hidrogênio (H2O2), e citocinas (IL-6, TNF-α, MCP-1 e IL-

12); e a caracterização imunofenotípica (CD80, CD86 e iNOS). O tratamento com o 

vTs aumentou o potencial fagocítico das células RAW em relação ao Zymosan e E. 

coli. Apesar de ter induzido maior atividade microbicida das células RAW, o 

tratamento com vTs não induziu, por si só, a produção de NO. No entanto, os grupos 

estimulados com vTs e LPS, mostraram aumento de NO. Diferente da geração de 

NO, a produção de H2O2 aumentou em todos os grupos de tratamento com o vTs. O 

veneno induziu a produção de citocinas pró-inflamatórias, mostrando maiores 

índices para TNF-α e MCP-1. As células estimuladas com veneno, ou veneno e LPS, 

exibiram um aumento na expressão de CD86 e iNOS. E, de forma significativa, os 

tratamentos com o vTs apresentaram padrão de resposta semelhante ou superior ao 

mostrado pelos macrófagos M1, em todos os parâmetros avaliados. Desse modo, 

nossos dados nos permitem afirmar que o veneno de T. serrulatus apresenta ação 

ativadora sobre os macrófagos RAW 264.7. Ainda, sugerimos que o tratamento com 

o veneno de T. serrulatus mostra potencial indutor de polarização para o perfil M1 de 

resposta.  

 

Palavras-chave: Modulação. E. coli. Fagocitose. Atividade microbicida. Citocinas. 

 



 

 

ABSTRACT  

 

SOUSA, K. P. In vitro effect of Tityus serrulatus scorpion venom on induction of 

macrophage polarization to M1 profile [Master's Dissertation in Health Sciences]. São 

Luís: Federal University of Maranhão; 2017. 

 

Macrophage activation by natural products has been studied in development or 

resolution of several pathological conditions, as an immunomodulatory therapeutic 

possibility. Since Tityus serrulatus scorpion venom (vTs) showed potential to activate 

and modulate these phagocytes response, this study aimed to evaluate murine 

macrophages polarization after treatment with vTs. For this, RAW 264.7 lineage cells 

were stimulated with vTs (0.1; 1; 10 μg / mL) and / or LPS (10 μg / mL) for 24 and 48 

hours. After these treatments, we evaluated Zymosan particles (10: 1) and 

Escherichia coli-GFP (10: 1) phagocytosis, nitric oxide (NO), hydrogen peroxide 

(H2O2) and Cytokines (IL-6, TNF-α, MCP-1 and IL-12) production, and 

immunophenotypic characterization (CD80, CD86 and iNOS). Treatment with vTs 

was increased RAW cells phagocytic potential to Zymosan and E. coli. Although 

RAW cells increased microbicidal activity, vTs, alone, treatment did not induce NO 

production. However, groups stimulated with vTs plus LPS showed increased NO. 

Different from NO generation, all groups treated with vTs showed a stimulation of 

H2O2 production. The venom induced proinflammatory cytokines production, showing 

higher release of TNF-α and MCP-1. RAW cells stimulated with venom, or venom 

and LPS, showed an increase in CD86 and iNOS expression. Significantly, vTs 

treatment presented a response pattern similar or superior to that showed by M1 

macrophages, in all evaluated parameters. Thus, our data allow us to affirm that T. 

serrulatus scorpion venom can activate RAW 264.7 macrophages. Furthermore, we 

suggest that treatment with T. serrulatus venom induces polarization for a M1 

response profile. 

 

Keywords: Modulation. E. coli. Phagocytosis. Microbicidal activity. Cytokines. 
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A compreensão de muitas condições patológicas mudou fundamentalmente 

durante as duas últimas décadas. A inter- e multidisciplinaridade vem agregando 

novos conhecimentos, e aplicando de forma diferente as noções clássicas, à 

doenças consideradas definidas em conceito, manifestações clínicas e prognóstico 

dos pacientes. Nesse sentido, de infecções ao desenvolvimento de tumores, a 

disfunção ou desregulação do Sistema Imunológico vem sendo mostrada com papel 

relevante como parte do processo da doença ou de sua resolução. 

 

Desse modo, não só a busca por agentes antimicrobianos antiinflamatórios 

ou antitumorais é relevante, mas também a pesquisa de produtos que potencializem 

a resposta imunológica frente à estes desafios. Uma vez que o sistema imunológico 

é responsável por apresentar respostas à diferentes estímulos, infecciosos ou não, 

seus mecanismos e componentes devem ser melhor explorados no desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas. 

 

O braço inato do Sistema Imunológico é extremamente relevante no 

contexto do potencial inflamatório, eliminação de antígenos e regulação da resposta 

imune para o retorno à homeostase. Fagócitos, como os macrófagos, são muito 

importantes para o controle e eliminação de patógenos, por exemplo. Estas células 

apresentam funções, como a fagocitose, produção de espécies reativas (oxigênio e 

nitrogênio) e secreção de citocinas, que constituem uma mecanismos efetores 

rápidos e eficazes. Ainda, o perfil de polarização dos macrófagos influencia 

diretamente no desfecho da reposta em curso, uma vez que o macrófago de perfil 

M1 apresenta-se mais inflamatório e citotóxico, e o macrófago de perfil M2 

apresenta-se mais regulador ou mesmo supressor da resposta imune (MILLS; LEY, 

2014). 

 

No contexto do desenvolvimento de intervenções ou adjuvantes 

terapêuticos baseados na modulação do sistema imunológico, como na ativação e 

polarização de macrófagos, os produtos naturais tem apresentado papel de 

destaque. O veneno do escorpião Tityus serrulatus, por exemplo, é um produto 

natural que tem propiciado resultados relevantes. Este é relatado como um 

importante imunomodulador, uma vez que apresenta potencial para induzir a 

produção de Oxído Nítrico (NO) e a secreção de citocinas, como IL-1α, IL-1β, IL-6, 
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IL-8, fator de necrose tumoral (TNF-α), interferon-γ (IFN-γ) (MEKI; EL-DEAN, 1998; 

FUKUHARA et al., 2003). 

 

Nosso grupo de pesquisa realizou, recentemente, diferentes trabalhos 

evidenciando o papel do veneno de T. serrulatus no sistema imunológico. Fialho et 

al. (2011) observaram que a administração subcutânea do veneno de T. serrulatus 

não causou inflamação local, mas alterou a celularidade na medula, linfonodos e 

baço, bem como aumentou as citocinas IL-6, TNF-α e IL-10 no soro. Em outro 

trabalho do grupo, Cardoso (2014) demonstrou o potencial leishmanicida do veneno. 

No referido trabalho, foi evidenciada a redução da infecção por Leishmania 

amazonensis de macrófagos estimulados in vitro com o veneno, nas doses de 1 ou 

10 µg/mL. Ainda, Maciel et al (2014) demostraram o efeito protetor da administração 

subcutânea do veneno de T. serrulatus na sepse por CLP (Ligadura e Perfuração 

Cecal). Camundongos pré-tratados com vTs sobreviveram por mais tempo após 

CLP, além de apresentarem redução considerável do edema pulmonar, 

característico em quadros de sepse. 

 

Como demonstrado por nosso grupo de pesquisa, o veneno de T. serrulatus 

apresenta ações moduladoras importantes sobre o Sistema Imunológico. Estas 

ações podem envolver a polarização M1/M2 dos macrófagos, o que possibilita não 

só a identificação do contexto imunológico das respostas inatas, mas também a 

aplicação de marcadores biológicos dos macrófagos (e.g. citocinas, espécies 

reativas, moléculas de superfície) para a terapêutica, além do diagnóstico e 

prognóstico clínico. Dessa forma, propomos nesse trabalho a ativação de 

macrófagos murinos RAW 264.7 pelo tratamento in vitro com veneno de T. 

serrulatus, levando-os à polarização para um perfil M1 protetor em relação à 

infecção por Escherichia coli. 
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2.1 Papel dos macrófagos na resposta imune às infecções 
 

A imunidade inata é a primeira linha de resposta à patógenos. Em condições 

nas quais as barreiras físicas, pele ou mucosa, são lesionadas, células desse braço 

da resposta imune agem para eliminar o microrganismo invasor potencialmente 

patogênico (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Dentre estas células algumas 

apresentam destaque na resposta imune inata: os neutrófilos, fagócitos 

polimorfonucleares com grande potencial migratório em direção aos locais da 

infecção e inflamação, apresentando mecanismos microbicidas primordiais e 

eficazes; as células dendríticas, principais células apresentadoras de antígenos, que 

atuam na ativação dos linfócitos T, iniciando a resposta imune adaptativa; e os 

monócitos/macrófagos, células plásticas do ponto de vista morfológico e funcional, 

apresentando funções microbicidas, atuam também apresentando antígenos aos 

linfócitos e regulando a resposta imunológica (GORDON, 2012).  

 

Estes fagócitos mononucleares, presentes constitutivamente nos tecidos, 

respondem rapidamente aos microrganismos. Os macrófagos podem ser ativados 

por uma variedade de estímulos, assumindo diferentes formas e funções (GORDON 

et al, 2014). Apresentam denominações especiais em diferentes tecidos, por 

exemplo: no sistema nervoso central, são chamados de células da micróglia; quando 

revestem os sinusoides vasculares do fígado, são denominados de células de 

Kupffer; nas vias aéreas pulmonares, são chamados macrófagos alveolares; e 

fagócitos multinucleados no tecido ósseo são denominados osteoclastos 

(YAMASAKI et al, 2014). 

 

O papel dos macrófagos é fundamental na resposta a infecções por 

patógenos, como as bactérias, uma vez que apresentam mecanismos microbicidas 

diversificados e eficazes. Uma das principais características dos macrófagos é o 

elevado potencial fagocítico, que constitui um primeiro passo para a efetiva para 

eliminação de patógenos. Dentre esses mecanismos, podemos citar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e liberação de armadilhas de DNA extracelular 

(METs, Macrophage Extracellular Traps) (WEISS et al., 2015; LIU et al., 2014). 

Ainda, sua ativação leva à produção de mediadores da resposte imune, como 

citocinas e eicosanoides, com grande potencial para o estabelecimento de um 
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quadro inflamatório/citotóxico ou mesmo levar à regulação do sistema imunológico, 

inibindo-o (Figura 1) (CHAWLA, 2010). 

 

Figura 1 – Diferentes funções dos macrófagos

 
Fonte: adaptado de Chawla,  2010 

 

 

Os macrófagos ativam estes mecanismos celulares (e.g. fagocitose) e 

moleculares (e.g. produção de diferentes citocinas) em respostas distintas de 

acordo com o estímulo a ele apresentado. Nesse contexto, foram caracterizados 

perfis de polarização de reposta dos macrófagos para prover defesa ao 

hospedeiro ou manter a homeostase do tecido, chamados, respectivamente, de 

M1 e M2 (MILLS; LEY, 2014). Estas células apresentam uma maquinaria 

metabólica única (plasticidade), que lhes permite mudar rapidamente de um 

modo M2 (fase de resolução inflamatória) para um modo M1 (resposta citotóxica) 

em presença de um estímulo específico (MOSSER; EDWARDS, 2008). 

 

Macrófagos ativados classicamente em resposta a produtos microbianos, 

como o LPS, ou interferon-γ (IFN-γ) são denominados M1 e caracterizados pela alta 

capacidade de apresentação de antígenos; alta produção de citocinas inflamatórias, 
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por exemplo IL-1, IL-6, TNF-α, IL-12 e IL-23 (PORTA et al., 2009; GORDON e 

TAYLOR, 2005) e alta capacidade citotóxica via produção de EROs e óxido nítrico 

(NO). Enquanto que macrófagos ativados “alternativamente”, em presença de 

citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13, são denominados M2 e caracterizados pela alta 

produção de IL-10, apresentando um perfil regulador ou mesmo voltado para o 

reparo tecidual (Figura 2) (MARTINEZ et al., 2006; KOMOHARA et al., 2008). 

 

Figura 2 – Ativação de macrófagos para os perfis M1 e M2 

 
Fonte: adaptado Martinez et al, 2009  

 

O prognóstico de determinadas infecções ou quadros associados à estas, 

como a sepse, vem sendo relacionado à polarização de macrófagos. Células do tipo 

M1 possuem alto poder bactericida, porém, sua ativação prolongada causa efeitos 

deletérios ao organismo humano; enquanto que células M2 estão relacionadas à 

fase de resolução do processo inflamatório por promoverem imunossupressão 

(MANTOVANI et al., 2002; 2013). Um exemplo dessa relação, são os dados 

recentes que mostram que a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos, na 

sepse, favorece a mudança de um perfil M1 para um perfil M2 (KORNS et al., 2011; 

VON KNETHEN et al, 2013). Essa alteração para o perfil M2 induz uma reposta 

reguladora antiinflamatória, diminuindo as manifestações sistêmicas associadas à 

sepse. 
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Da mesma forma, em quadros de infecções locais, com manifestações 

sistêmicas brandas, a polarização dos macrófagos para um perfil M1 promove um 

melhor prognóstico para o paciente (SICA; MANTOVANI, 2012). Os macrófagos M1 

apresentam expressão da enzima NO sintase induzível (do inglês, iNOS) e 

consequente produção de NO. Além de liberar citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6, 

TNF-α e IL-12), induz uma reposta contra o patógeno e aumenta a possibilidade de 

eliminação do agente infeccioso (MANTOVANI et al., 2002; MARTINEZ et al., 2009). 

Dessa forma, a modulação da resposta dos macrófagos para um perfil M1 ou M2 

apresenta-se como um nicho para o desenvolvimento de métodos diagnósticos e 

mesmo terapias para diferentes patologias envolvendo o Sistema Imunológico. 

 

2.2 Moduladores imunológicos naturais 

 

Um modulador imunológico pode ser definido como uma substância 

biológica ou sintética, que estimula ou suprime a resposta inata e/ou adaptativa 

(NUNES-PINHEIRO et al, 2003). Diferentes compostos sintéticos têm sido descritos 

na literatura com propriedade imunomoduladora (SULTANA; SAIFY, 2012). Um dos 

exemplos é o Levamisole, uma droga antiparasitária, que ativa macrófagos e 

monócitos, aumentando sua atividade contra helmintos (HEGDE et al, 2012). No 

entanto, efeitos colaterais importantes, como teratogênese e carcinogênese, já 

foram descritos em relação aos moduladores imunológicos sintéticos (BASCONES-

MARTINEZ et al., 2014).  

 

Efeitos de imunomoduladores naturais sobre a polarização de macrófagos, 

em diferentes contextos, vem sendo demonstrados. Bressler et al (2015), utilizando 

células monocíticas humanas THP-1, demonstraram que o SSI QBECO (derivado de 

E. coli comum de cólon) ativa macrófagos para o perfil M1 (associado com a maior 

capacidade de eliminar bactérias e ativar a reposta imune inata). De forma 

semelhante, o imprime IPGG, um beta-glucano imunomodulador derivado de 

leveduras, apresentou potencial para induzir a repolarização M2 para M1 e 

direcionar a resposta adaptativa para um perfil Th1 (CHAN et al, 2014). 
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Diferentes inciativas são desenvolvidas na tentativa de encontrar terapias, 

que visem modular a resposta dos macrófagos, consequentemente sua polarização, 

diante de determinadas doenças. Nosso grupo de pesquisa tem verificado efeitos de 

produtos naturais sobre as funções de macrófagos, como: o efeito anti-tumoral de 

Orbignya phalerata (FORTES et al., 2009) e Chenopodium ambrosioides 

(NASCIMENTO et al., 2006); a atividade anti-inflamatória e atividade anti-séptica de 

Atalea speciosa (NASCIMENTO et al., 2010); a ação anti-inflamatória do própolis de 

abelhas e seus subprodutos (MACHADO et al., 2012; FARIAS et al., 2014).  

 

Dessa forma, os produtos naturais apresentam-se como uma fonte 

importante de princípios ativos com potencial imunomodulador, capazes de 

induzirem respostas imunes inatas. Para ser considerado um imunomodulador, o 

produto precisa apresentar características como a aumento direto da ativação de 

células efetoras, ou produção de mediadores solúveis, como as citocinas, redução 

de mecanismos supressores, promovendo o aumento da resposta imune do 

hospedeiro (MORETÃO et al., 2004). 

 

Apesar da maior veiculação na mídia de informações sobre produtos 

naturais de origem vegetal, geralmente citados como fitoterápicos, existem 

compostos de origem animal com eficientes ações sobre o Sistema Imunológico e 

propriedades imunomoduladoras. Algumas peçonhas têm sido amplamente 

reconhecidas como fontes de moléculas bioativas naturais imunomoduladoras 

(OMAR; EL-DIN, 2013). Desde o desenvolvimento do anti-hipertensivo Captopril®, 

que possui como princípio ativo um peptídeo isolado do veneno da Bothrops 

jararaca, outros medicamentos derivados de peptídeos de venenos de animais já 

foram liberados para comercialização (PIMENTA; LIMA, 2005). No Quadro 1, 

encontram-se listados os primeiros fármacos produzidos a partir de peptídeos de 

venenos de animais. 
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Quadro 1 – Medicamentos desenvolvidos a partir de venenos de animais 

Animal Serpente 

Bothrops 

jararaca 

Serpente 

Sistrurus 

miliarius 

barbouri 

Caramujo 

marinho 

Conus magus 

Lagarto 

Holoderma 

suspectum 

Fármaco Captopril® Integrilin™ Prialt® Byetta® 

Mecanismo 

de ação 

Inibidor da 

enzima 

conversora 

de 

angiotensina 

Inibidor de 

glicoproteínas 

plaquetárias 

Bloqueia os 

canais de 

cálcio 

dependente 

de voltagem 

Antagonista 

do glucagon 

Indicação Hipertensão Doenças 

coronárias 

Dor crônica Diabetes 

Melitus tipo 2 

Fonte: Pimenta e Lima, 2005 

 

2.3 Veneno de escorpião como imunomodulador 

 

Dentre os animais com veneno composto por princípios ativos com potencial 

imunomodulador, o escorpião da espécie Tityus serrulatus vem apresentando 

destaque em pesquisas cientificas. A espécie T. serrulatus mede entre 6 e 7 cm, 

possui uma coloração marrom-escuro e pedipalpos e patas amarelados. A cauda, 

que também é amarelada, apresenta uma serrilha dorsal nos dois últimos 

segmentos e uma mancha escura no lado ventral da vesícula (Figura 3). Esta 

espécie ocorre na Bahia, Ceará, Distrito Federal, Espírito Santo, Goiás, Minas 

Gerais, Pernambuco, Piauí, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, São Paulo, 

Sergipe, Rio Grande do Sul e Paraná. (BRASIL, 2001). 
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Figura 3 – Escorpião Tityus serrulatus

 
Fonte: Manual de Escorpiões (2009) 

 

 

O veneno dos escorpiões é constituído principalmente por um conjunto de 

neurotoxinas peptídicas, que formam seu principal componente tóxico. Essas toxinas 

apresentam propriedades farmacológicas heterogêneas, com algumas sendo mais 

ativas em mamíferos, outras mais ativas em artrópodes e outras que podem atuar 

sobre ambos (COURAUD et al., 1984; PINTAR et al., 1999; GUREVITZ et al., 2007). 

Além das neurotoxinas, o veneno escorpiônico também apresenta uma ampla 

diversidade de moléculas como mucopolissacarídeos, hialuronidases, fosfolipases, 

serotonina, inibidores de proteases e liberadores de histaminas, que exercem uma 

ação local como coadjuvantes no envenenamento, ajudando a aumentar a absorção 

e disseminação do veneno (POSSANI et al., 1999; PESSINI et al., 2001). 

 

Todas as espécies consideradas de relevância médica no Brasil fazem parte 

do gênero Tityus, compreendendo as espécies Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, 

Tityus obscurus e Tityus stigmurus como as mais significativas (WEN; 

SANTALUCIA, 2005). Entre as 4 espécies citadas, o T. serrulatus é considerado o 
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mais perigoso. Acidentes ocasionados pela sua picada podem levar ao 

envenenamento letal, especialmente em crianças, pois seu veneno apresenta maior 

toxicidade quando comparado ao de outras espécies.  Além disso, T. serrulatus 

apresenta maior frequência entre os envenenamentos causados por escorpiões, 

sendo esta espécie responsável por 95% dos acidentes registrados (DORCE; 

SANDOVAL, 1992; SOARES et al, 2002; WEN; SANTALUCIA,  2005; COLOGNA  et  

al, 2009). 

 

Durante a Síndrome de Envenenamento Escorpiônico (SSE), é confirmada 

a presença aumentada de Óxido Nítrico (NO), das interleucinas (IL)-1α, IL-1β, IL-6, 

IL-8, do fator de necrose tumoral (TNF-α) e interferon-γ (INF-γ). Esses mediadores 

estão diretamente relacionados com a resposta pró-inflamatória e apresentam um 

papel fundamental nas manifestações sistêmicas do envenenamento 

(FUKUHARA et al, 2003). 

 

Como citado, o veneno de T. serrulatus apresenta potencial em modular o 

Sistema Imunológico, de forma relacionada com a ativação dos fagócitos 

mononucleares. Segundo Petricvich (2002), macrófagos estimulados in vitro pelo 

veneno de T. serrulatus, apresentaram-se ativados, liberando peróxido de hidrogênio 

e óxido nítrico. Zoccal et  al (2011)  descreveram o  potencial do veneno de 

escorpião T. serrulatus e suas frações (Ts1, Ts2 e  Ts6) em induzir a ativação de 

macrófago e a inflamação por mecanismos dependentes de mediadores lipídicos e 

produção de citocinas. Em outros estudos fica demonstrada a capacidade do veneno 

em induzir a produção de NO, IL-6 e TNF-α, e também mediadores inflamatórios 

lipídicos, como prostaglandinas (PG) E2 e de leucotrieno (LT) B4 (ZOCCAL et al, 

2016). Ainda, a ação do veneno de T. serrulatus foi relacionada às vias dependentes 

de receptores do tipo Toll (do inglês, TLR toll-like receptors) 2 (TLR2) e 4 (TLR4), e 

de CD14 (Figura 4), como MAPK e NF-kB, (ZOCCAL, 2014).  
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Figura 4 – Produção de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos estimulados com 

veneno de escorpião T. serrulatus 

 
Fonte: Zoccal et al, 2014 

 

Assim, atualmente propôs-se o termo “padrão molecular associado ao 

veneno” (VAMP, do inglês, Venom-associated Molecular Pattern) para designar 

componentes do veneno que são reconhecidos por receptores da imunidade inata 

(PETRICEVICH, 2010; ZOCCAL et al, 2013). 

 

Nosso grupo de pesquisa também tem se dedicado ao estudo das 

propriedades imunológicas do veneno de T. serrulatus. Fialho et al (2011) 

demonstraram que a administração in vivo do veneno dessa espécie de escorpião 

aumentou o recrutamento de células dos órgãos linfóides, após 30 minutos. Além 

disso, descreveram que o veneno este tratamento induz inflamação local, aumento 

no número de neutrófilos circulantes e na produção de citocinas séricas (TNF-α, IL-6 
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e IL-10). Em estudo mais recente, Maciel et al (2014) demonstraram os efeitos 

protetores da administração subcutânea do veneno de T. serrulatus em sepse por 

CLP (Ligadura e Perfuração Cecal). O veneno, injetado 6 horas antes da CLP, 

protegeu os animais contra inflamação pulmonar e morte causados por septicemia.  

 

Como demonstrado, o veneno de T. serrulatus apresenta importantes ações 

moduladoras sobre o Sistema Imunológico. O mesmo pode apresentar ação 

ativadora sobre componentes inatos da imunidade ou mesmo regular negativamente 

a resposta inflamatória, controlando-a. Dessa forma, avaliamos os efeitos in vitro do 

veneno sobre o perfil de atividade fagocítica e microbicida, produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, liberação de citocinas e expressão de marcadores 

M1/M2. No presente trabalho, buscamos agregar conhecimento sobre a ação do 

veneno de T. serrulatus em relação ao aspecto funcional de macrófagos (RAW 

264.7), definindo seu perfil de polarização M1/M2, em resposta contra E. coli.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito do veneno do escorpião Tityus serrulatus sobre a 

polarização e funções de macrófagos murinos. 

  

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a atividade fagocítica de macrófagos tratados com veneno de T. 

serrulatus, em relação a Zymosan e E. coli; 

 

- Investigar a capacidade microbicida dos macrófagos tratados com veneno da 

espécie T. serrulatus; 

 

- Identificar a capacidade do veneno de T. serrulatus em induzir polarização de 

macrófagos para os perfis M1 ou M2; 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS
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4.1. Veneno de Tityus serrulatus (vTs) 

 

O veneno bruto liofilizado do escorpião Tityus serrulatus (vTs) foi obtido do 

Laboratório de Artrópodes do Instituto Butantan. O veneno encontra-se armazenado 

à -20 °C, sendo reconstituído em meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) 

para as concentrações de uso de 0,1 µg/mL, 1,0 µg/mL e 10 µg/mL. A reconstituição 

do veneno é realizada somente no momento de seu uso, evitando, deste modo, 

degradação de seus componentes. 

 

4.2. Cultura da linhagem RAW 264.7 

 

As células da linhagem de macrófago murino RAW 264.7, cedidas 

gentilmemte pelo Professor Dr. Wanderson Pereira, foram mantidas em meio RPMI 

1640 (SIGMA-ALDRICH), suplementado com soro fetal bovino (SFB, SIGMA) a 10%, 

2 mM de L-glutamina (SIGMA-ALDRICH), 1% de estreptomicina (100 µg/mL, 

MERCK) e penicilina G (100 U/mL, SIGMA-ALDRICH), em estufa com atmosfera 

úmida de 5% CO2, a 37 °C. Aproximadamente, a cada semana de cultura, quando 

as células apresentaram confluência, as mesmas foram removidas mecanicamente 

utilizando-se cell scraper. A suspensão de células removida foi transferida para tubo 

cônico de polietileno de 15 mL contendo 10 mL de meio RPMI, suplementado como 

descrito anteriormente. As células foram centrifugadas (172 x g por 10 minutos, a 

25°C) e o sobrenadante descartado. Após a centrifugação, os macrófagos foram 

ressuspendidos em 1 mL de meio RPMI suplementado, contados ao microscópio 

óptico de luz comum, em câmara de Neubauer, usando a técnica de exclusão por 

coloração com solução de azul de tripan 0,4% (SIGMA-ALDRICH). As 

concentrações de células foram ajustadas de acordo com os ensaios realizados. 

 

4.3. Cultura de Escherichia Coli 

 

Para os ensaios com bactéria, utilizamos a cepa 352 de E. coli. Esta, não 

patogênica e foi mantida em meio líquido BHI (Brain Heart Infusion, DIFCO), em 

freezer a -20 oC. A partir desta cultura estoque, 18 horas antes do ensaio, foram 

feitos repiques em tubos contendo 5 mL de meio líquido BHI, que foram incubados a 
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37 °C, até o momento do experimento. A suspensão de bactérias foi, após 

incubação, lavada (172 x g por 10 minutos, a 25 °C) e ressuspendida em PBS 

(Solução Tamponada com Fosfato – pH 7,4). A concentração foi ajustada para 1x108 

bactérias/mL, definida por medição da densidade ótica (DO) em espectrofotômetro 

(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384), a 600 nm de comprimento de onda. 

 

4.4 Ensaio de citotoxidade in vitro  

 

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o ensaio colorimétrico baseado 

no sal de tetrazólio, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H 

tetrazólio) (MOSMANN, 1983). Para isso, as células RAW 264.7 foram cultivadas em 

placas de 96 poços e fundo chato a uma concentração de 1 x 106 células/mL, e 

incubadas por uma hora em meio RPMI, a 37 °C, com atmosfera contendo 5% de 

CO2. Após esse período inicial de incubação, as células aderentes foram tratadas 

com diferentes concentrações do vTs (0,1, 1 e 10 µg/mL). Após vinte e quatro horas, 

foram adicionados aos poços de cultivo celular, 10 µL de MTT (5 mg/mL), e após 3 h 

de incubação com o MTT foram acrescentados 100 µL de SDS a 20%, diluído em 

HCl (0,01 N). A quantificação da DO foi medida a 540 nm em espectrofotômetro 

(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384). Os resultados foram expressos em 

porcentagem de viabilidade celular, e esta foi calculada a partir da seguinte fórmula:  

 

 

 

Todos os dados obtidos foram comparados com o grupo controle negativo, 

constituído apenas de meio RPMI completo e macrófagos, e com o grupo controle 

positivo, ao qual fora acrescentado Triton X100 (1%) por 3 minutos. 
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4.5 Estimulação in vitro  

 

Células RAW 264.7 foram transferidas para placas de cultura de 48 ou 96 

poços de fundo chato, em triplicata, na concentração de 1 x 106 células/mL para 

ambas as placas. Após o ajuste de concentração de células e plaqueamento, estas 

foram estimuladas com as concentrações de 0,1 µg/mL, 1 µg/mL e 10 µg/mL do 

veneno de T. serrulatus (vTs) ou com vTs, nas três concentrações citadas, mais 

lipopolissacarídeo de E. coli  (LPS; 10 µg/mL; SIGMA-ALDRICH). As células foram 

mantidas sob esta estimulação por 24 ou 48 horas, em ambiente saturado contendo 

5% de CO2, a 37 oC. Após este período, o sobrenadante da cultura foi coletado e 

congelado em freezer a -80 ºC para posterior análise de citocinas e as células foram 

avaliadas nos testes descritos a seguir. Além dos tratamentos com o veneno, 

utilizamos LPS na concentração de 10 µg/mL, como controle positivo dos ensaios. 

Ainda, os macrófagos foram estimulados com Interferon gama (IFN-γ; 10 ng/mL) e 

LPS (200 ng/mL), definindo o perfil de polarização M1, ou IL-13 (20 ng/mL) 

associada à IL-4 (40 ng/mL), definindo o perfil de polarização M2. 

 

4.6 Avaliação da atividade fagocítica  

 

O ensaio de fagocitose utilizado foi adaptado, no Laboratório de 

Imunofisiologia, a partir dos métodos descritos por Pinello et al (2006). Após serem 

estimulados com o veneno de T. serrulatus e/ou LPS, nas concentrações citadas no 

tópico 4.5, por 24 ou 48 horas, os macrófagos RAW 264.7 (1 x 106/mL) foram 

incubados por uma hora, a 37°C, com Zymosan A (SIGMA-ALDRICH) ou E. coli 

expressando GFP (plasmídeo contendo o gene para green fluorescente protein, 

cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Afonso Gomes Abreu Júnior). As incubações foram 

feitas em uma proporção de 10 partículas de Zymosan ou bactérias para cada célula 

(10:1). Não foi efetuada opsonização para este ensaio. A incubação foi realizada 

sobre lamínulas redondas de vidro (13 mm), no fundo de poços de placas de 24 

poços, para agilizar a montagem e análise das lâminas. Após a incubação, as 

células foram fixadas, ainda nos poços das placas, utilizando-se paraformaldeído a 

4%. As lamínulas foram, então, lavadas em água destilada, dispostas e fixadas 

sobre lâminas de vidro para observação em microscópio óptico. Para análise da 
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fagocitose, foram contadas 200 células, em campos pré-definidos (marcações pelos 

eixos X e Y, em milímetros, definidas no Chariot do microscópio) (MAMNUR 

RASHID et al, 2002). Utilizou-se a técnica de contraste de fase para melhor 

discriminação das partículas englobadas daquelas apenas aderidas à membrana 

dos macrófagos (KRESINSKY, 2016) Desse modo, pode-se definir o percentual de 

células que exerceram a atividade fagocítica, bem como o número de partículas 

englobadas. 

 

4.7 Atividade microbicida 

 

As células RAW 264.7 (1 x 106/mL) foram estimuladas em placas de 96 

poços conforme o item 4.5, por 24 horas. Paralelamente, preparou-se a cultura de E. 

coli conforme o item 4.3. Após a incubação, as bactérias, em proporção de 10:1, 

foram adicionadas à cultura de macrófagos e mantidas por 30 (para avaliação de 

fagocitose), 60, 90 e 120 (para análise da atividade microbicida) minutos, a 37 oC. 

Após cada um dos intervalos de tempo, as placas contendo as suspensões de 

bactérias/fagócitos foram retiradas da estufa, colocadas em banho de gelo por 10 

minutos para parar a atividade celular e centrifugadas (15 minutos, 160 x g, 4oC). 

Após centrifugação, o precipitado celular foi ressuspendido em meio RPMI contendo 

200 µg/mL de gentamicina, por 40 minutos, para eliminação das bactérias 

extracelulares. Após esse período, fez-se duas lavagens e ressuspendeu-se o 

precipitado em Triton X100 (1%) deixando-o agir por 10 minutos (recuperação das 

bactérias fagocitadas). Após este tempo, fez-se uma lavagem com PBS e o 

precipitado foi ressuspendido em 200 µL de PBS. Uma alíquota de 10 μL de cada 

grupo de tratamento foi retirada, diluída seriadamente (em PBS até 104 vezes), para 

obtenção de colônias isoladas, e plaqueada por esgotamento em placa de Petri 

contendo ágar BHI (Brain Heart Infusion, MERCK). As placas foram então incubadas 

por 18 horas, a 37oC. Após o período de incubação, procedeu-se a contagem das 

UFC (Unidades Formadoras de Colônias) para determinação da fagocitose e 

atividade microbicida. A avaliação se deu pela porcentagem das quantidades de 

UFC nos tempos de 60, 90 e 120 minutos (TT, tempo total de atividade microbicida) 

em relação à quantidade de UFC no tempo de 30 minutos (TF, tempo de fagocitose), 

expressos pela fórmula: 
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4.8 Avaliação da produção de óxido nítrico  

 

Para essa avaliação, as células RAW 264.7 (1 x 106/mL) foram cultivadas e 

estimuladas (tópico 4.5) em placas de 96 poços com meio RPMI 1640 suplementado 

como descrito anteriormente (tópico 4.2), por 48 horas, a 37ºC, em ambiente úmido 

saturado com 5 % de CO2. Após o tratamento, 50 μL do sobrenadante foram 

coletados e incubados com igual volume de reagente de Griess (1 % sulfanilamida / 

0.1 % dihidrocloreto de diamina naftaleno / 2,5 % H3PO4), por 10 minutos, a 22 °C, 

para quantificar o acúmulo de nitrito. Após o tempo de reação, a absorbância foi 

determinada a um comprimento de onda de 550 nm, em espectrofotômetro de 

microplacas. A conversão de absorbância para concentração em micromolar (µM) de 

NO2- foi realizada pela comparação com as leituras obtidas em uma curva padrão de 

concentrações estabelecidas (5-60 µM) de nitrito de sódio diluído em meio RPMI. 

 

4.9 Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

Após a incubação para estimulação e retirada do sobrenadante para 

avaliação da produção de óxido nítrico, as mesmas células utilizadas no ensaio 

anterior (tópico 4.8) foram empregadas neste experimento. Estas células foram 

incubadas em estufa a 37 °C, em presença de DHR (Dihydrorhodamine 123; 375 

ng/mL; SIGMA-ALDRICH), por 10 minutos, para a avaliação da produção de H2O2. 

Após esse tempo de reação com o DHR, foi adicionado o estímulo secundário com 

éster de forbol, Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA; 50 nM; SIGMA-ALDRICH), 

por uma hora, em estufa a 37 ºC. A placa foi então retirada da estufa e colocada em 

gelo, parando as reações e desprendendo as células aderidas no fundo dos poços 

da placa. Após a recuperação das células, estas foram transferidas para uma placa 
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de 96 poços com fundo em “U” para leitura em citômetro Guava®. Para análise, 

5000 eventos foram adquiridos levando-se em consideração os parâmetros de 

tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para 

estabelecimento do gate de aquisição. Posteriormente, os dados foram analisados 

no software FlowJo v 10.0 (TREE STAR INC.) e expressos em média de intensidade 

de fluorescência (MFI) e percentual de células expressando a marcação com DHR. 

 

4.10 Avaliação da produção de citocinas 

 

A quantificação de citocinas secretadas (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ, TNF-α, 

IL-12p70) foi avaliada pela técnica que utiliza Cytometric Bead Array (CBA) (BD 

Pharmingen), com o kit inflammation, em sobrenadantes de cultura macrófagos 

RAW 264.7. Os sobrenadantes foram obtidos a partir das culturas de células 

estimuladas somente com o veneno (0,1 µg/mL, 1,0 µg/mL e 10 µg/mL) ou este em 

conjunto com LPS (10 µg/mL) ou E. coli (10:1). A estas amostras foram adicionados 

25 µL do padrão fornecido pelo fabricante, misturando-as com os reagentes de 

detecção provenientes do kit. As amostras foram incubadas por duas horas a 

temperatura ambiente, em local protegido da luz. Após a incubação, as amostras 

foram suspensas em 500 µL de tampão de lavagem e centrifugadas a 200 x g, por 5 

minutos. Após a lavagem, as amostras foram ressuspendidas em 150 µL de tampão 

de leitura e avaliadas no citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). Para 

inicio das análises, o citômetro foi calibrado seguindo as instruções do fabricante. 

Após a leitura dos padrões e amostras, os dados foram analisados com o software 

FCAP Array™ v3.0 (BD Biosciences). Os resultados gerados encontram-se 

expressos em pg/mL para cada uma das citocinas. 

 

4.11 Imunofenotipagem 

 

Para avaliação fenotípica, as células RAW 264.7 (1 x 106/mL), estimuladas 

somente com o veneno (0,1 µg/mL, 1,0 µg/mL e 10,0 µg/mL) ou em conjunto com 

LPS (10 µg/mL) ou E. coli (10:1), por 24 ou 48 horas, foram ressuspendidas em 100 

µL de PBS e transferidas para uma placa de fundo redondo. Nestas placas, as 

células foram marcadas com os anticorpos específicos (BD Biosciences; Quadro 2) e 
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incubadas a 4 °C por 15 minutos, em ambiente protegido da luz. As amostras foram 

avaliadas em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) e os dados 

analisados com o programa FlowJo v 10.0 (TreeStar). Para análise, 10000 eventos 

foram adquiridos levando-se em consideração os parâmetros de tamanho (Forward 

Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento do 

gate de aquisição. Após a determinação do gate principal, as células foram 

avaliadas segundo os canais de fluorescência utilizados, gerando histogramas para 

determinação e análise de percentual de células expressando os marcadores e 

média da intensidade de fluorescência (MFI) (APÊNDICE A). 

 

Quadro 2– Anticorpos, fluorocromo e painéis utilizados para o ensaio de 

imunofenotipagem 

Painéis/Fluorocromo FITC PE PerCP-Cy5.5 

Painel 1 CD206 CD86 F4/80 

Painel 2 CD206 CD80 F4/80 

Painel 3 CD206 CD86/80 iNOS* 

* marcação intracelular 

 

4.12 Análise estatística 

 

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma vez, 

gerando um número amostral que garantisse adequada análise estatística. Após a 

obtenção dos dados brutos (dados numéricos dos parâmetros analisados), 

procedemos a análise de distribuição destes por teste de normalidade Shapiro-Wilk. 

Uma vez que os dados apresentaram distribuição normal, aplicamos o teste one-way 

ANOVA, com pós-teste de Tukey. Ainda, procedemos o teste t de student para uma 

avaliação a cada dois grupos de tratamento, aumentando a segurança em relação à 

analise global dos dados. O nível de significância adotado foi de 5%, ou seja, a 

probabilidade de p<0,05 capaz de revelar a existência de diferenças estatisticamente 

significativas entre os dados dos diferentes grupos. Os dados encontram-se 

expressos em média ± desvio padrão. As análises foram realizadas nos programas 

Excel 14.6.8 (Microssoft) e Prism 7.00 (GraphPad Software Inc.). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS
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5.1 vTs não apresenta efeito citotóxico sobre células RAW 264.7 

 

Os resultados da viabilidade celular nos mostram que o veneno do escorpião 

T. serrulatus, nas concentrações utilizadas nos experimentos (0,1, 1,0 e 10,0 

µg/mL), não alterou a viabilidade dos macrófagos RAW 264.7 (Figura 5). 

 

Figura 5 – vTs não apresenta citotoxicidade sobre células RAW 264.7 

 

As células RAW 264.7 foram incubadas, por 24h, na presença ou ausência de veneno de T. 
serrulatus (vTs – 0,1; 1,0; 10,0 µg/mL) (barras brancas), ou Triton X-100 (1%) (barra preta), como 
controle positivo indutor de morte (lise) celular. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do 
MTT. Os resultados expressam a porcentagem média de viabilidade celular ± erro padrão (n = 2 
experimentos, em triplicata). * para p<0,05, em teste de Mann-Whitney, comparado ao grupo controle 
não estimulado. 

 

5.2 vTs aumenta a atividade fagocítica de macrófagos RAW 264.7 

 

Inicialmente, avaliamos o potencial fagocítico das células RAW 264.7, uma 

vez que essa ação constitui importante, e a mais conhecida, característica funcional 

dos macrófagos. Para estes experimentos de fagocitose, utilizamos dois modelos, 

um baseado em partículas de Zymosan e um segundo com bactérias E. coli-GFP. O 

tratamento somente com vTs (0,1, 1,0, e 10,0 µg/mL) aumentou a fagocitose de 

Zymosan por células RAW, após 24 ou 48 horas de tratamento (Figuras 6, 7 e 8). 
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Figura 6 – Atividade fagocítica de macrófagos murinos de linhagem tratados com 

vTs por 24 horas, em presença de partículas de Zymosan 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), por 24 horas. Para comparação, as células foram polarizadas 
para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), 
pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com Zymosan 
(10:1), por uma hora. Setas vermelhas indicando células que fagocitaram. As imagens para análise 
foram obtidas em microscópio óptico invertido (Nikon), em campo claro, utilizando a técnica de 
contraste de fase, em um aumento de 600x.  
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Figura 7 – Atividade fagocítica de macrófagos murinos de linhagem tratados com 

vTs por 48 horas, em presença de partículas de Zymosan 

 
 
Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), por 48 horas. Para comparação, as células foram polarizadas 
para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), 
pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com Zymosan 
(10:1), por uma hora. Setas vermelhas indicando células que fagocitaram. As imagens para análise 
foram obtidas em microscópio óptico invertido (Nikon), em campo claro, utilizando a técnica de 
contraste de fase, em um aumento de 600x. 
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Figura 8 – Tratamento in vitro com vTs aumenta a fagocitose de Zymosan por 

macrófagos murinos de linhagem. 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL), isoladamente (barras brancas) ou em associação com LPS (10 µg/mL) (barras 
pretas), por 24 (A) ou 48 (B). Para comparação, as células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 
10 ng/mL + LPS 200 ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha 
pontilhada), pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com 
Zymosan (10:1), por uma hora. As imagens para análise foram obtidas em microscópio óptico 
invertido (Nikon), em campo claro, utilizando a técnica de contraste de fase, em um aumento de 600x. 
Os resultados expressam a porcentagem média de fagocitose ± erro padrão (n = 3 experimentos, em 
triplicata). * para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle não estimulado; 
# para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle estimulado apenas com 
veneno, sem LPS. 
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Figura 9 – Atividade fagocítica de macrófagos murinos de linhagem tratados com 

vTs 24 horas, em presença de E. coli. 

 
Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), por 24 horas. Para comparação, as células foram polarizadas 
para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), 
pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com E. coli 
expressando GFP (10:1), por uma hora. Setas brancas indicando macrófagos que fagocitaram.  As 
imagens para análise foram obtidas em microscópio óptico invertido (Nikon), em campo escuro, 
utilizando a técnica de captação de fluorescência, em um aumento de 1000X.  
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Figura 10 – Atividade fagocítica de macrófagos murinos de linhagem tratados com 

vTs 48 horas, em presença de partículas de E. coli. 

 
Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), por 24 horas. Para comparação, as células foram polarizadas 
para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), 
pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com E. coli 
expressando GFP (10:1), por uma hora. Setas brancas indicando macrófagos que fagocitaram.  As 
imagens para análise foram obtidas em microscópio óptico invertido (Nikon), em campo escuro, 
utilizando a técnica de captação de fluorescência, em um aumento de 1000X.  



44 

 

Observando o aumento da porcentagem de fagocitose induzida diretamente 

pelo veneno, fizemos a estimulação das células RAW 264.7 de forma conjunta entre 

veneno e LPS. Obtivemos resultados significativos, evidenciando uma ação 

sinérgica do veneno junto ao LPS, que aumentou a atividade fagocítica quando 

comparado aos grupos estimulados apenas com o veneno, especialmente nas 

concentrações de 0,1 e 10,0 µg/mL em 24h (Figura 8 A), e para as três 

concentrações em 48h (Figura 8 B). 

 

Em nosso segundo modelo de ensaio fagocítico, procedemos a análise 

desse parâmetro utilizando bactérias Escherichia coli. Para um ensaio de maior 

sensibilidade e melhor visualização para contagem, utilizamos microrganismos 

transfectados com vetor para expressão de GFP (green fluorescente protein) (Figura 

9 e 10). Nossos dados mostram que, assim como para as partículas de Zymosan, o 

tratamento com vTs, aumentou significativamente o potencial fagocítico das células 

RAW 264.7 em relação ao englobamento das E. coli (Figuras 9, 10 e 11). A ação do 

veneno foi verificada em ambos os tempos de estimulação, de 24 e 48 horas 

(Figuras 11 A e B, respectivamente). Em ambos os tempos houve aumento da 

resposta. No entanto, diferente do ocorrido com as partículas de Zymosan, a 

fagocitose nos grupostratados em conjunto, por 24 horas, foi menos expressiva que 

o tratamento somente com o veneno (Figura 11 A). Ainda assim, estes grupos 

apresentaram diferença significativa do grupo não estimulado (Figura 11 A). 

 

A fagocitose nos grupos tratados com veneno não foi diferente daquelas 

observadas em células polarizadas para o perfil M1 (Figura 8 e 11). Essa 

semelhança foi mais evidente nos grupos tratados com veneno e LPS. É importante 

ressaltar que houve um aumento significativo de atividade fagocítica, em todos os 

grupos tratados com veneno, em comparação com a resposta de células polarizadas 

para o perfil M2. 
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Figura 11 – Tratamento in vitro com vTs aumenta a fagocitose de E. coli por 

macrófagos murinos de linhagem. 

 

 
 
Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), isoladamente (barras brancas) ou em associação (barras 
pretas), por 24 (A) ou 48 (B). Ainda, as células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + 
LPS 200 ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelos 
mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, as células foram incubadas com E. coli 
expressando GFP (10:1), por trinta minutos. As imagens para análise foram obtidas em microscópio 
óptico invertido (Nikon), em campo escuro, utilizando a técnica de captação de fluorescência, em um 
aumento de 1000X. Os resultados expressam a porcentagem média de fagocitose ± erro padrão (n = 
3 experimentos, em triplicata). * para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo 
controle não estimulado; # para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle 
estimulado apenas com veneno, sem LPS. 
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5.3 vTs aumenta a atividade microbicida contra E. coli 

 

Uma vez verificada a potencialização da fagocitose de E. coli por células 

tratadas com o veneno de T. serrulatus, avaliamos o potencial do mesmo tratamento 

sobre a atividade microbicida de macrófagos RAW 264.7 em relação à essas 

bactérias. Nesse modelo, comprovamos a eficiência do tratamento com o vTs, de 

forma tempo-dependente, em potencializar a atividade microbicida dos macrófagos 

(Figura 12). Quando levamos em consideração o tratamento somente com o veneno, 

a dose de 0,1 µg/mL foi significativamente mais efetiva, mantendo uma ativação 

progressiva nos tempos avaliados (60, 90, 120 minutos após a fagocitose de 30 

minutos). As demais doses (1,0 e 10,0 µg/mL), mesmo mantendo aumento 

significativo em relação ao controle não tratado, reduziram sua resposta ao longo do 

tempo. Já os grupos tratados com veneno e LPS, em conjunto, também 

apresentaram ação microbicida maior que os grupos não estimulados, controle 

positivo com LPS e de células polarizadas para o perfil M1. 



 

 

Figura 12 – Tratamento in vitro com vTs aumenta o killing de E. coli por macrófagos murinos de linhagem.  

          

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), isoladamente (barras 
brancas) ou em associação (barras pretas), por 24 horas. Para comparação, as células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 
ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelo mesmo período de tempo. Após os tratamentos, as células foram 
incubadas com E. coli (cepa 352; proporção de 10:1), por 30, 60 (A), 90 (B) e 120 (C) minutos. A atividade microbicida foi avaliada pela contagem de CFU de 
bactérias recuperadas dos macrófagos. A contagem no tempo de 30 minutos foi considerada como tempo de fagocitose e, a partir deste, foi calculado o 
killing para os demais tempos. Os resultados expressam a porcentagem média de atividade microbicida ± erro padrão (n = 3 experimentos, em triplicata). * 
para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle não estimulado; # para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo 
controle estimulado apenas com veneno, sem LPS. 
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5.4 Produção de oxido nítrico pós-tratamento com vTs  

 

Nossos dados mostram que, apesar da acentuação da atividade fagocítica e 

microbicida, o tratamento com veneno, por si, não induziu um aumento significativo 

na produção de óxido nítrico (Figura 13). No entanto, para o tratamento com vTs em 

conjunto com LPS (Figura 13 A) ou E. coli (Figura 13 B) os níveis de NO foram 

significativamente mais altos, quando comparados aos dos grupos não tratados ou 

tratados somente com LPS ou E. coli. 

 

É importante salientar que a estimulação com o veneno, em conjunto com o 

LPS ou E. coli, induziu uma produção de NO acima da observada nas células 

polarizadas para o perfil M2. Ainda, o tratamento concomitante, veneno/LPS, induziu 

níveis de NO semelhantes ou maiores que os apresentados pelas células 

polarizadas para o perfil M1 (Figura 13 A). 
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Figura 13: Avaliação da produção de óxido nítrico por macrófagos murinos de 

linhagem. 

 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram incubadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL) (A) ou E. coli (cepa 352; 10:1) (B), isoladamente (barras brancas) 
ou em associação (barras pretas), por 48 horas. Para comparação, células foram polarizadas para o 
perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 
40ng/mL; linha pontilhada), pelo mesmo período de tempo. Após os tratamentos, 50μL de 
sobrenadante das culturas foram retirados para avaliação da produção de NO2- por ensaio 
colorimétrico de Griess. Os resultados expressam a média de nitritos ± erro padrão (n = 3 
experimentos, em triplicata). * para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo 
controle não estimulado; # para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle 
estimulado apenas com veneno, sem LPS ou  E. coli. 
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5.5 vTs aumenta a produção de peróxido de hidrogênio 

 

Uma vez que não observamos a ação isolada do veneno sobre a produção de NO, 

mas apenas em conjunto com o LPS, buscamos avaliar a produção de outra espécie 

reativa importante para as respostas microbicidas, o Peróxido de Hidrogênio (H2O2). 

O tratamento com veneno, por si, foi capaz de induzir a produção de H2O2, 

apresentando valores significantes nas três concentrações utilizadas, tanto para 24 

(Figuras 14 A e C) como 48 (Figuras 14 B e D) horas. O tratamento conjunto com 

LPS (Figuras 14 A e B) ou E. coli (Figuras 14 C e D) também induziu a produção de 

H2O2, aumentando estes reativos em relação ao controle não estimulado. No 

entanto, o tratamento concomitante, apresentou menor resposta oxidativa, quando 

comparado aos grupos estimulados somente com veneno, mesmo esta redução não 

sendo estatisticamente significativa. Ainda, o tratamento somente com veneno, 

induziu uma resposta de burst oxidativo semelhante à observada nas células RAW 

264.7 polarizadas para o perfil M1, em 24 (Figuras 14 A e C) ou 48 (Figuras 14 B e 

D) horas. 



 

 

Figura 14 – Tratamento com vTs aumenta a produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos murinos. 

          

           

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram incubadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL) (A, B) ou E. coli 

(cepa 352; 10:1) (C, D), isoladamente (barras brancas) ou em associação (barras pretas), por 24 (A, C) ou 48 horas (B, D). Para comparação, células foram 
polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelo mesmo 
período de tempo. Após os tratamentos, foi adicionado DHR (375 ng/mL) aos poços da placa para procedermos com análise da produção de H2O2 no 
citômetro de fluxo. Os resultados expressam a média do percentual de células positivas para DHR ± erro padrão (n = 3 experimentos, em triplicata). * para 
p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle não estimulado. 
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5.6 Tratamento com vTs induz a produção de IL-6, MCP-1 e TNF-α  
 

A avaliação do perfil de citocinas produzido pelos macrófagos estimulados 

com o veneno demonstrou que o tratamento, por si, não induziu a produção 

significativa de IL-6. No entanto, este aumento foi observado nos grupos estimulados 

com veneno e LPS, em conjunto, quando comparados ao controle não estimulado e 

ao tratamento somente com veneno, no dois tempos de estudo (Figuras 15 A e 15 

B). Ainda, os níveis de IL-6 induzidos pelo vTs foram semelhantes aos das células 

RAW 264.7 polarizadas para o perfil M1. 

 

Diferente da IL-6, a liberação de MCP-1 por macrófagos tratados somente 

com vTs aumentou significativamente, nos tempos de 24 (Figura 15 C) e 48 (Figura 

15 D) horas, em relação ao grupo não estimulado. É possível observar que o 

veneno, por si só, induz um aumento na liberação de MCP-1 no tempo de 48 horas 

comparado ao tempo de 24 horas. Os grupos com tratamento conjunto também 

apresentam aumento na produção de MCP-1. Em 24 horas de tratamento, apenas o 

grupo concomitante, LPS mais vts a 10 μg/mL, apresentou diferença significativa do 

grupo tratado somente com a mesma concentração veneno (Figura 15 C). Já no 

tempo de 48 horas todos os grupos de tratamento conjunto apresentaram diferença 

estatística em relação aos grupos tratados apenas com veneno (Figura 15 D). Esta 

ativação foi a mais significativa, mesmo quando comparada à produção de MCP-1 

por células RAW 264.7 polarizadas para o perfil de macrófagos M1. 

 

O veneno, por si, também foi capaz de induzir a produção de TNF-α, sendo 

observado uma cinética positiva em relação aos tempos de 24 (Figura 15 E) e 48 

(Figura 15 F) horas, quando comparados ao grupo não estimulado. Um padrão 

semelhante de aumento foi observado para os grupos de tratamento conjunto. Com 

48 horas de incubação o grupo tratado com veneno na concentração 0,1 μg/mL e o 

grupo tratado com LPS associado ao veneno na concentração 0,1 μg/mL, 

apresentaram níveis mais altos que o próprio LPS (Figura 15 F). Do mesmo modo 

que para a MCP-1, os níveis de TNF-α induzidos pelo vTs foram semelhantes aos 

secretados por células RAW 264.7 polarizadas para o perfil M1.
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Figura 15: O tratamento com vTs aumentou a produção de IL-6, MCP-1 e TNF-α por macrófagos murinos. 

 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL), isoladamente (barras 
brancas) ou em associação (barras pretas), por 24 (A, C, E) ou 48 horas (B, D, F). Ainda, células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 
200 ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelos mesmos períodos de tempo. Após os tratamentos, os 
sobrenadantes das culturas foram retirados para avaliação da produção de IL-6 (A, B), MCP-1 (C, D) e TNF-α (E, F) por citometria de fluxo com o kit 

inflamation CBA. Os resultados expressam a média da concentração de citocina (pg/mL) ± erro padrão (n = 2 experimentos, em triplicata) de citocinas. * para 
p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo controle não estimulado; # para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, comparado ao grupo 
controle estimulado apenas com veneno, sem LPS ou E. coli. 53 
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Além das citocinas IL-6, MCP-1 e TNF-α, em relação às demais citocinas 

avaliadas pelo kit inflammation (BD Biosciences), observamos o aumento somente 

na produção de IL-12p70. Esse aumento foi visto nas células estimuladas com 

veneno associado à incubação com E. coli, por 48 horas (APÊNCICE B). As células 

tratadas com o veneno (0,1, 1,0 e 10,0 μg/mL), co-incubadas com E. coli, foram 

capazes de produzir significativamente mais IL-12p70, em comparação a todos os 

outros grupos. 

 

5. 7 Expressão de CD80, CD86 e iNOS em células RAW 264.7 tratadas com vTs 

 

Alterações no perfil de resposta microbicida dos macrófagos, bem como na 

produção de citocinas, podem estar relacionadas à mudanças na expressão de 

marcadores de superfície e enzimas citoplasmáticas. Nesse sentido, avaliamos por 

citometria de fluxo os marcadores de superfície CD80 e CD86, além da expressão 

da enzima iNOS (Figura 16), marcadores também utilizados para a definição do 

perfil de polarização dos macrófagos. 

 

Para CD80 (APÊNDICE C) não foram observadas alterações significativas 

na expressão da molécula em quaisquer dos tratamentos (Figuras 16 A e 16 B). O 

aumento na intensidade de fluorescência (MFI), nos grupos tratados com veneno por 

48 horas, em conjunto com LPS ou E. coli, foi discreto em relação aos grupos 

tratados apenas com veneno e menor que os estimulados somente com LPS ou E. 

coli (Figura 16 B). 

 

Em relação à molécula CD86 (APÊNDICE D) nos macrófagos RAW 264.7, é 

possível perceber um aumento da expressão desse marcador nos grupos tratados 

com veneno em associação com LPS ou E. coli, principalmente em 48 horas e na 

dose de 1,0 µg/mL de veneno (Figura 16 D). Nesse tempo e tratamento citado, 

diferente do que ocorreu para o CD80, percebemos uma expressão maior que a 

observada para o perfil M2, mesmo sendo menor que a observada para o perfil M1 

de polarização. 
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Já os resultados para iNOS (APÊNDICE E) confirmaram os valores 

expressos na produção de NO. Assim como o veneno, por si, não foi capaz de 

produzir valores expressivos de óxido nítrico, a expressão de iNOS em células 

tratadas somente com o vTs encontrava-se igual às células do controle não 

estimulado. No entanto, as estimulações com o veneno (em todas as concentrações) 

associadas à incubação com E. coli, por 24 ou 48 horas, apresentaram maior 

expressão de iNOS (Figuras 16 E e 16 F). Essa expressão, mesmo abaixo do 

apresentando pelas células polarizadas para o perfil M1, foi maior do que em 

macrófagos polarizados para o perfil M2, ratificando o potencial do veneno. 
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Figura 16 – vTs aumenta a expressão de iNOS em macrófagos murinos em 

presença de E. coli. 

   

    

       

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS (10 µg/mL) ou E. coli (cepa 352; 10:1), isoladamente (barras brancas) ou em 
associação (barras cinzas para LPS e pretas para E. coli), por 24 (A, C, E) ou 48 horas (B, D, F). Para 
comparação, células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/mL; linha 
tracejada) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelos mesmos períodos de 
tempo. Após tratamento, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos para 
avaliação da expressão de CD80 (A, B), CD86 (C, D) ou iNOS (E, F) por citometria de fluxo. Os 
resultados expressam os valores de intensidade de fluorescência (MFI). 
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No decorrer desta pesquisa, avaliamos os efeitos do tratamento de 

macrófagos com veneno de Tityus serrulatus (vTs). Nesse sentido, buscamos 

também aumentar o conhecimento sobre as funções e respostas destes fagócitos 

mononucleares. De uma forma geral, o vTs administrado in vitro, por 24 ou 48 horas, 

em concentrações de 0,1, 1,0 e 10 μg/mL, aumentou a fagocitose, a atividade 

microbicida, o burst oxidativo, a produção de citocinas, como IL-6 e MCP-1, além da 

expressão de CD86 e iNOS. Estas são algumas das evidências encontradas no 

presente trabalho, que confirmam o potencial do veneno de T. serrulatus para 

ativação de macrófagos e direcionamento de sua polarização para o perfil M1 de 

resposta. 

 

Muitos bioprodutos apresentam efeitos terapêuticos importantes em seu 

contexto de uso, mas o risco de manifestações adversas não deve ser descartado 

(BASCONES-MARTINEZ et al, 2014). Em modelos de cultura de células e 

tratamento in vitro uma relevante “manifestação adversa” a ser considerada é a 

potencial citotoxicidade do estímulo empregado (WEYERMANN et al., 2005). Dessa 

forma, testamos se as concentrações de uso do vTs apresentariam efeito citotóxico 

em relação aos macrófagos. Nesse sentido, nenhuma das concentrações 

empregadas no presente trabalho interferiu na viabilidade das células RAW 264.7. 

 

Esses resultados tornam-se ainda mais importantes, pois utilizamos o 

veneno bruto em nossos ensaios, e não uma de suas frações. Dessa forma, não 

foram excluídos de nosso tratamento quaisquer componentes potencialmente 

citotóxicos presentes no veneno. A avaliação da viabilidade, após a estimulação, 

mostra que as doses utilizadas não induziram a morte de células RAW 264.7. Dessa 

forma, os demais resultados observados e analisados não foram afetados por uma 

eventual diminuição no número de células avaliadas, sendo estes relativos ao efeito 

real do tratamento. 

 

Após a análise de citotoxicidade, procedemos a avaliação das funções dos 

macrófagos tratados com o veneno. Nossos resultados demonstraram que o veneno 

do escorpião T. serrulatus potencializou a atividade fagocítica nos macrófagos RAW 

264.7, tanto para Zymosan como para E. coli. A fagocitose constitui a primeira ação 

dos macrófagos após a interação entre estes e os patógenos (MCGRATH et al., 
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2015). Alterações na atividade fagocítica implicam em mudanças de expressão de 

moléculas de superfície, bem como em modificações morfológicas destas células. 

Petricevich et al (2008) mostraram que fração purificada do veneno ou a toxina Ts1 

pura apresentaram ação estimuladora em relação à fagocitose por macrófagos 

murinos. Estes resultados corroboram com os encontrados em nossas análises. 

 

A avaliação da fagocitose de partículas de Zymosan, oriundas da parede do 

fungo Sacaromices cerevisiae, é um ensaio clássico para caracterização da função 

dessas células. Esta resposta pode estar relacionada com um possível aumento da 

expressão dos receptores TLR2 (Toll-like receptor 2) e/ou Dectina-1. Esses são 

envolvidos diretamente com o reconhecimento do Zymosan e sua fagocitose 

(HORSTHEMKE et al, 2017). Uma vez que observamos o aumento dessa resposta, 

em um ensaio modelo, avaliamos a resposta fagocítica dos macrófagos tratados 

frente a um microrganismo competente. Nesse contexto, procedemos à análise da 

fagocitose de bactérias Escherichia coli 352. 

 

A E. coli é uma bactéria classificada como Gram negativa, ou seja, 

apresenta endotoxinas, especificamente lipopolissacarídeo (LPS), na estrutura de 

sua parede celular (REN et al., 2016). Esse aumento da fagocitose, induzido pelo 

tratamento com vTs, pode estar relacionado com uma maior expressão de TLR4 

(Toll-like receptor 4) na superfície dos macrófagos, uma vez que o LPS é seu 

agonista (KAWAI; AKIRA, 2010). Este receptor e o TLR2 apresentam vias de 

sinalização importantes para indução das alterações morfológicas que envolvem o 

aumento e redistribuição de f-actina, contribuindo diretamente com a potencialização 

da atividade fagocítica (BORÁN et al, 2008).  

 

Recentemente, Zoccal et al (2014) demonstraram que macrófagos 

estimulados com vTs apresentaram níveis aumentados da expressão dos genes 

Tlr2, Cd14, Myd88 e Ptgs2, sem afetar os níveis de expressão de Tlr4. Esses dados 

dão respaldo, em termos de mecanismos moleculares, aos nossos dados funcionais 

de fagocitose. Podemos, desse modo, reforçar nossa sugestão do aumento da 

fagocitose pela maior expressão de TLR2 e CD14, este último também envolvido no 

reconhecimento de LPS (KAWAI; AKIRA, 2010). 
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Ainda, ressaltamos que, quando comparados aos controles de polarização 

dos macrófagos para o perfil M1 ou M2, os tratamentos com veneno de escorpião 

mostraram um padrão muito semelhante ao perfil M1 de resposta. Este perfil de 

polarização está relacionado à ação citotóxica clássica dos macrófagos, no que diz 

respeito a maior fagocitose, produção de produtos potencialmente microbicidas e, 

consequente, killing de patógenos (MARTINEZ; GORDON, 2014). De forma 

evidente, os macrófagos estimulados com vTs e os macrófagos M1 não somente 

demonstraram uma atividade fagocítica semelhante, como também apresentaram-se 

morfologicamente similares. 

 

Em estudo recente, Li et al (2016) demonstraram que macrófagos M1 

adotam uma morfologia celular alongada, em forma de fuso e membranas mais 

espraiadas, enquanto que macrófagos M2 apresentaram forma arredondada e 

achatada. Em nossos achados observamos que os macrófagos estimulados com o 

veneno apresentaram perfil equivalente ao M1. Dentre essas alterações 

morfológicas evidenciamos a presença de maior número de projeções da membrana 

(pseudópodes), formas alongadas, maior espraiamento e tamanho maior que as 

células do perfil M2 (Figura 6, 7, 9 e 10). Desse modo, nossos experimentos de 

resposta fagocítica já nos dão indícios de uma potencial polarização dos macrófagos 

tratados com veneno para um perfil M1 de resposta.  

 

Ao observarmos o aumento do potencial de fagocitose induzido pelo veneno, 

partimos para a avaliação da atividade microbicida. Neste quesito, a estimulação 

com o veneno levou à maior eliminação de E. coli em todos os tempos de avaliação 

(60, 90 e 120 minutos). Ainda, o tratamento com vTs concomitante a estimulação 

com LPS mostrou ação sinérgica, potencializando a atividade microbicida das 

células incubadas nessas condições. Também, observamos uma resposta de killing 

de E. coli por macrófagos tratados com veneno, em combinação ou não com LPS, 

igual ou significativamente maior que as dos macrófagos M1. Este dado corrobora 

ao anterior de fagocitose, no que diz respeito ao perfil de polarização de macrófagos 

induzido pelo tratamento com veneno. 

 

Mesmo identificando um aumento significativo na atividade fagocítica, após o 

estímulo com o veneno, essa resposta por si não indica de forma definitiva a indução 
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dos mecanismos microbicidas. Nesse contexto, avaliamos a produção de óxido 

nítrico e peróxido de hidrogênio, espécies reativas com importante função 

microbicida e inflamatória (NAUSEEF, 2007), após o tratamento com vTs. Essa 

análise nos permitiu avaliar um potencial mecanismo envolvido na resposta 

microbicida observada. Ainda, essas avaliações forneceram importante indício do 

padrão de polarização, M1 ou M2, que o tratamento com o veneno está induzindo. 

 

Quando avaliamos a produção de óxido nítrico, não obtivemos resultados 

expressivos para os grupos de macrófagos estimulados somente com as doses do 

veneno. No entanto, as células estimuladas com veneno associado ao LPS ou E. 

coli apresentaram produção de NO significativamente maior que o grupo não 

estimulado e o próprio controle positivo (tratado somente com LPS). De forma ainda 

mais importante, a associação entre veneno e LPS induziu uma produção de NO de 

forma significativamente maior que o próprio grupo estimulado para o perfil M1.  

 

Tendo a fagocitose como parâmetro de atividade microbicida, mesmo que 

indireto e não conclusivo, era esperado um aumento na reposta de produção de 

reativos de nitrogênio pelos macrófagos tratados somente com o veneno. Em estudo 

in vitro com frações do veneno de T. serrulatus, realizado por Zoccal et al (2011), foi 

demonstrado que as frações Ts1, Ts2 e Ts6 do veneno induziram a produção de 

NO, ainda que em baixa quantidade. Para nosso estudo, utilizamos o veneno bruto. 

É possível que algumas frações do veneno estejam inibindo a síntese de NO. Dessa 

forma, a ação conjunta à outro estímulo pode ser necessária para que haja produção 

efetiva de óxido nítrico.  

 

A produção dos reativos de nitrogênio constituem uma característica 

importante para a descrição do perfil de polarização dos macrófagos. No entanto, a 

definição de um macrófago em estado M1 (citotóxico/pró-inflamatório) ou M2 

(regulador/reparador tecidual) se dá, também, pela análise de outros parâmetros, 

como: perfil de citocinas produzidas; liberação de espécies reativas de oxigênio; 

atividade da arginase; e expressão quantitativa e qualitativa de proteínas de 

superfície celular (MILLS; LEY, 2014).  
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Assim, partimos para a avalição de peroxido de hidrogênio, uma vez que o 

sistema NADPH oxidase/SOD (superóxido dismutase) também representa um 

importante mecanismo molecular gerador de espécies reativas (de oxigênio) com 

alto potencial citotóxico e inflamatório (TAN et al, 2016). O tratamento com vTs 

aumentou significativamente o número de células produtoras de H2O2. A 

estimulação somente com o veneno, por 48 horas, gerou uma resposta oxidativa 

maior que a provocada pelo LPS ou mesmo a observada nos macrófagos M1. Mais 

uma vez o perfil de resposta induzido pelo vTs se mostrou direcionado para a 

polarização de macrófagos em um perfil M1. 

 

Um aumento do burst oxidativo, com consequente produção de espécies 

reativas de oxigênio, é uma característica importante de macrófagos ativados 

(MILLS; LEY, 2014). O aumento no número percentual de células produtoras de 

H2O2 sugere a ativação das mesmas e aumento na expressão e/ou ativação dos 

componentes do sistema NADPH oxidase. Sabe-se, que este sistema pode ser 

iniciado pela ligação aos receptores de superfície celular de agonistas naturais, 

como fMLP (peptídeo microbiano) ou a anafilotoxina C5a, e mesmo pela ativação 

direta da proteína quinase C por agonistas sintéticos (JANG; IMLAY, 2011; LINLEY 

et al, 2012). Dessa forma, fica evidente que muitas vias de sinalização podem 

participar na atividade do veneno sobre esse sistema gerador de espécies reativas 

de oxigênio. 

 

Recentemente, Xu et al (2016) mostraram que a deleção de NOX1 e NOX2, 

em macrófagos associados à tumores, levou a uma diminuição dramática na 

produção de espécies reativas de oxigênio, resultando em baixa eficiência na 

diferenciação de monócitos para macrófagos, bem como na polarização de 

macrófagos para um perfil M2. Em outro modelo, de lesão de medula espinhal, 

Bermudez et al (2016) demonstraram que o pico de expressão de NOX2 foi 

associado com o declínio na polarização M2. No mesmo estudo, in vitro, a inibição 

de NOX2 deslocou a polarização microglial para o fenótipo M2. Estes resultados 

mostram que a expressão das isoformas de NOX é independente do estado de 

polarização, mas que a atividade de NOX pode influenciar a polarização 

subsequente. Dessa forma, o aumento na produção de H2O2 pelos macrófagos 
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estimulados com vTs constitui um forte indicativo da polarização destes para um 

perfil M1. 

 

Não só os dados de burst oxidativo, mas os demais resultados até então 

discutidos nos dão um forte indício de que o vTs tende a polarizar os macrófagos 

RAW 264.7 para um perfil M1. No entanto, para definirmos esse perfil com maior 

segurança partimos para a avaliação das citocinas. Estas proteínas, produzidas 

pelas células do sistema imune, são um importante indicador do tipo e grau da 

resposta induzida por estímulos específicos (MARTINEZ et al., 2011). A avaliação do 

perfil de citocinas produzido pelos macrófagos estimulados com o veneno 

demonstrou que o tratamento foi capaz de induzir a produção de IL-6, TNF-α e MCP-

1. 

 

Em estudos in vivo com o veneno de T. serrulatus, nosso grupo demonstrou 

seu efeito no recrutamento celular e aumento das citocinas inflamatórias no sangue 

(FIALHO et al., 2011). Estes resultados corroboram os nossos achados in vitro e 

indicam uma forte relação com a via de produção do óxido nítrico e, principalmente, 

de peróxido de hidrogênio. No entanto, Maciel et al (2014) observaram níveis 

aumentados da citocina IL-10 em animais tratados profilaticamente com vTs 

subcutâneo, antes do estabelecimento de sepse por CLP. Ainda, nesse estudo, foi 

observado que o tratamento com vTs induziu proteção anti-inflamatória no modelo 

de sepse em questão.  

 

Esses resultados mostram que, em diferentes modelos in vivo, a atuação de 

um mesmo estímulo varia de acordo com a via de administração, as doses 

empregadas e mesmo os desafios apresentados subsequentemente. Nosso estudo 

in vitro reduz as variáveis de um modelo complexo, envolvendo o Sistema 

Imunológico como um todo. Dessa forma, possibilita um maior esclarecimento dos 

efeitos diretos do veneno sobre os macrófagos (e.g. possíveis receptores, vias de 

sinalização e consequências efetoras, como polarização para M1 ou M2). 

 

Em relação à IL-6 há um aumento aparente na produção desta citocina. As 

células tratadas somente com veneno aumentaram a produção em relação ao 

controle não estimulado. No entanto, essa produção foi significativamente menor 
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que a de células tratadas com LPS somente. Ainda, quando os macrófagos RAW 

264.7 foram incubados com veneno e LPS, concomitantemente, houve uma redução 

dose-dependente (das concentrações de veneno) na produção de IL-6, quando 

comparado ao grupo estimulado somente com LPS. Desse modo, em relação aos 

resultados encontrados por Maciel et al (2014), sugere-se que, quando o Sistema 

Imunológico está iniciando a resposta (nosso modelo in vitro), o veneno é capaz de 

apresentar um efeito sinérgico ao LPS. No entanto, se o sistema já encontra-se 

fortemente estimulado (modelo de sepse por CLP), o veneno efetua um feedback 

negativo em relação à citocinas como a IL-6.  

 

Por outro lado, o TNF-α e a MCP-1 encontravam-se em níveis elevados, 

estatisticamente semelhantes ou superiores aos controles positivo (LPS) e de 

macrófagos M1. O feedback negativo, observado para IL-6, não foi constatado para 

as outras citocinas. Ainda, macrófagos RAW 264.7 tratados com veneno associado 

ao LPS mostraram um aumento na produção de MCP-1 e TNF-α. Recentemente, 

Moore et al (2015), mostraram que, em modelo de resposta a corpo estranho, os 

macrófagos sofrem ativação complexa com características de M1 e M2, incluindo a 

indução de TNF-α e ativação de NF-κB. Ainda, esses processos mostraram-se 

dependentes da produção de MCP-1. Dessa forma, o perfil da produção de citocinas 

apresentado pelos macrófagos estimulados com vTs corrobora com a ideia de 

polarização para um perfil M1, mesmo com características menos agressivas do 

ponto de vista inflamatório deletério. 

 

Ainda, Zoccal et al (2014) demonstraram que o vTs é reconhecido por TLR2, 

TLR4 e CD14, ativando suas vias de sinalização, como AP-1 e NF-κB. O fato do 

veneno “utilizar” o mesmo receptor que o LPS e a E. coli, estímulos e controles 

positivos no nosso trabalho, ajuda a entender seu efeito nas citocinas, bem como a 

ação sinérgica no aumento de outras respostas. Essas vias de sinalização ativadas 

pelo vTs estão envolvidas na alteração funcional dos macrófagos, como 

potencialização da fagocitose e aumento na produção de espécies reativas com 

potencial microbicida (CHEN; NUNEZ, 2010). Nesse contexto, os fatores de 

transcrição ativados pelo veneno de T. serrulatus (ZOCCAL et al., 2014), NF-kB e 

AP-1 são comuns e essenciais para expressão dos genes de IL-6 (INOUY et al., 

2007), MCP-1 (KUTLU et al., 2003) e TNF-α (ELAHI et al., 2009). Dessa forma, 
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nossos resultados do aumento da produção dessas citocinas é corroborado pelos 

dados da literatura e fortalecem a observação dos resultados de fagocitose, 

sugerindo que o tratamento com o veneno promove uma ativação “clássica”, perfil 

M1, dos macrófagos RAW 264.7. 

 

De forma tão importante quanto os aspectos funcionais, as variações 

fenotípicas, expressão diferenciada de moléculas de superfície, tem se mostrado 

essenciais para a caracterização da polarização dos macrófagos ativados (ITALIANI; 

BORASCHI, 2014). Para tentar definir de forma ainda mais clara o efeito 

ativador/polarizador do veneno de T. serrulatus, procedemos com a análise da 

imunofenotipagem. Mia et al (2014) demonstraram que macrófagos estimulados com 

LPS e INF-γ (padrão M1), expressaram níveis altos de CD86. Este padrão de 

expressão foi confirmado em nosso grupo controle de polarização M1. Em nossos 

achados, o tratamento dos macrófagos somente com o veneno não alterou a 

expressão de CD86 de forma significativa. No entanto, as células estimuladas com 

veneno em associação ao LPS ou E. coli apresentaram maiores níveis desse 

marcador, quando comparados ao controle não estimulado. Essa expressão foi 

menor que em macrófagos M1, mas superior, pelo menos em duas vezes, à 

expressão observada em macrófagos M2. Esses resultados indicam a polarização 

para um perfil M1, com um aspecto intermediário, como já reportado em modelos de 

inflamações crônicas (VOGEL et al., 2013) 

 

Além do CD86, avaliamos a expressão intracelular da enzima iNOS, como 

um parâmetro de definição do perfil de polarização das células RAW 264.7 tratadas 

com o vTs. Em relação à iNOS, a expressão da mesma acompanhou os dados de 

produção de NO, ou seja, o veneno sozinho não induziu a expressão da enzima. No 

entanto, assim como na avaliação de NO, os macrófagos tratados com veneno 

associado ao LPS ou E. coli apresentaram um aumento na expressão da enzima 

iNOS. Esse aumento, assim como para o CD86, foi abaixo da expressão da iNOS 

nos macrófagos M1, mas acima do padrão apresentado pelos macrófagos M2. 

 

Nesse contexto, a forma como a L-arginina é utilizada tem sido associada 

com a imunorregulação e desenvolvimento de patologias. Na polarização de 

macrófagos, a atividade das enzimas iNOS ou arginase (Arg1), caracterizam os 



65 

 

perfis M1 e M2 de resposta, respectivamente (ITALIANI; BORASCHI, 2014). As duas 

enzimas utilizam L-arginina como substrato, levando à produção de L-citrulina e 

óxido nítrico (NO), ou L-ornitina e ureia, respectivamente por macrófagos M1 ou M2 

(MODOLELL et al, 2009) Dessa forma, a expressão da iNOS nos macrófagos 

estimulados com veneno, principalmente no contexto da presença do LPS ou a 

própria E. coli, caracterizam um perfil fenotípico M1 de polarização.  

 

De uma forma geral, o tratamento com veneno de T. serrulatus mostrou-se 

eficiente em ativar os macrófagos. Esses resultados nos permitem confirmar, como 

discutido anteriormente, algumas possíveis vias de sinalização descritas como 

envolvidas na ativação dos macrófagos pelo vTs. O tratamento com o veneno 

potencializou a reposta fagocítica, bem como a atividade microbicida à E. coli. Ainda, 

o aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, na secreção 

de citocinas (MCP-1 e TNF-α) e de marcadores fenotípicos (CD86 e iNOS), 

trouxeram resultados relevantes para caracterização da ação do vTs como 

imunomodulador. E, ainda mais relevante, o tratamento com veneno de T. serrulatus 

induziu a polarização de um macrófago M1 com características de um “clássico”, 

mas com um perfil intermediário. A indução desse perfil, no contexto de respostas à 

infecções, é interessante, pois caracteriza-se por um macrófago responsivo ao 

patógeno, mas que não induz uma inflamação potencialmente deletéria. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 CONCLUSÃO
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O tratamento in vitro com veneno de Tytius serrulatus mostrou ser eficaz na 

indução ou potencialização de funções importantes dos fagócitos mononucleares. O 

vTs ativou mecanismos essenciais da resposta dos macrófagos RAW 264.7:  

 

- Aumento da atividade fagocítica em relação à partículas de Zymosan e E. 

coli; 

- Potencialização da atividade microbicida a E. coli;  

- Ação sinérgica ao LPS no aumento da produção de NO, mesmo não 

induzindo a produção desse reativo por  si; 

- Indução da geração de espécies reativas de oxigênio, H2O2; 

- Elevou a produção de citocinas inflamatórias, como MCP-1 e TNF- α; 

- Aumentou a expressão de CD86 e iNOS, marcadores importantes para o 

perfil M1 de polarização.  

 

Os dados gerados apoiam a nossa hipótese de que o vTs apresenta potencial 

para ativação e modulação de macrófagos, polarizando-os para o perfil M1 de 

resposta. Dessa forma, nosso trabalho abre novas perspectivas para o uso veneno 

de T. serrulatus, podendo levar ao desenvolvimento de novas terapias para o 

controle de infecções baseadas na modulação do Sistema Imunológico, 

especificamente na polarização de macrófagos. 
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APÊNDICE A – Análise de Imunofenotipagem 

 

 

Para a análise de imunofenotipagem  levou-se em consideração os parâmetros de tamanho (Forward 
Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento do gate de aquisição 
(A), em seguida as células foram avaliadas gerando-se histogramas para a determinação e análise de 
percentual de células expressando os marcadores selecionados (B). 
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APÊNDICE B – O tratamento com vTs aumentou a produção de IL-6, MCP-1 e TNF-

α por macrófagos murinos 

 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou E. coli (cepa 352; 10:1), isoladamente (barras brancas) ou em associação (barras 
pretas), por 48 horas. Ainda, células foram polarizadas para o perfil M1 (IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 
ng/mL; linha tracejada) ou perfil M2 (IL-13 20ng/mL + IL-4 40ng/mL; linha pontilhada), pelos mesmos 
períodos de tempo. Após os tratamentos, foi adicionado DHR (375 ng/mL) aos poços da placa para 
procedermos com análise da produção de H2O2 no citômetro de fluxo. Em seguida, os sobrenadantes 
das culturas foram retirados para avaliação da produção de IL-12p70 (G) por citometria de fluxo com 
o kit inflamation CBA. Os resultados expressam a média da concentração de citocina (pg/mL) ± erro 
padrão (n = 2 experimentos, em triplicata) de citocinas. * para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, 
comparado ao grupo controle não estimulado; # para p<0,05, em teste de one-way ANOVA, 
comparado ao grupo controle estimulado apenas com veneno, sem LPS ou  E. coli. 
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APÊNDICE C – Histogramas representativos de CD80 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS ou, isoladamente ou em associação com  LPS (10 µg/mL) ou E. coli (cepa 
352; 10:1), por 24 (A) ou 48 horas (B). Para comparação, células foram polarizadas para o perfil M1 
(IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/m) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), pelos mesmos 
períodos de tempo. Após tratamento, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais 
específicos para avaliação da expressão de CD80, CD86 ou iNOS por citometria de fluxo. Os 
resultados representam o percentual de células RAW 264.7 expressando CD80. 
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APÊNDICE D - Histogramas representativos de CD86 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS ou, isoladamente ou em associação com  LPS (10 µg/mL) ou E. coli (cepa 
352; 10:1), por 24 (A) ou 48 horas (B). Para comparação, células foram polarizadas para o perfil M1 
(IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/m) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), pelos mesmos 
períodos de tempo. Após tratamento, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais 
específicos para avaliação da expressão de CD80, CD86 ou iNOS por citometria de fluxo. Os 
resultados representam o percentual de células RAW 264.7 expressando CD86. 
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APÊNDICE E - Histogramas representativos de iNOS 

 

Células RAW 264.7 (1 x 106 / mL) foram tratadas, ou não, com veneno de T. serrulatus (vTs – 0,1; 
1,0; 10,0 µg/mL) ou LPS ou, isoladamente ou em associação com  LPS (10 µg/mL) ou E. coli (cepa 
352; 10:1), por 24 (A) ou 48 horas (B). Para comparação, células foram polarizadas para o perfil M1 
(IFN-y - 10 ng/mL + LPS 200 ng/m) ou perfil M2 (IL-13 - 20ng/mL + IL-4 40ng/mL), pelos mesmos 
períodos de tempo. Após tratamento, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais 
específicos para avaliação da expressão de CD80, CD86 ou iNOS por citometria de fluxo. Os 
resultados representam o percentual de células RAW 264.7 expressando iNOS. 
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