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1 RESUMO   

Dados da literatura têm demonstrado que a Crotoxina (CTX), toxina majoritária do veneno 

de serpente Crotalus durissus terrificus (VCdt) apresenta efeitos imunomodulatório e anti-

inflamatório. Apesar das ações inibitórias sobre a migração de neutrófilos, bem como sobre a 

atividade fagocítica destas células, esta toxina não altera, diretamente, a atividade microbicida por 

neutrófilos ativados por PMA. Por outro lado, a CTX intensifica a geração dos reativos 

intermediários do oxigênio e do nitrogênio por macrófagos, células fundamentais para os 

mecanismos da defesa inata. Recentemente, nosso grupo constatou que neutrófilos, quando co-

cultivados na presença de macrófagos previamente tratados com CTX ou incubados com o 

sobrenadante da cultura destes macrófagos, apresentaram aumento da capacidade de burst 

oxidativo, sobretudo após o estímulo com PMA, evidenciando que macrófagos pré-tratados com 

CTX atuam como indutores na ativação de neutrófilos, células que adquirem propriedades 

funcionais e metabólicas distintas, importantes para sua ação microbicida em processos 

fisiopatológicos. Apesar dessas evidências, os mecanismos envolvidos nesta ação 

imunomodulatória de macrófagos tratados com CTX sobre a atividade funcional e secretória de 

neutrófilos não foram ainda determinados. Baseados nestes fatos, nosso objetivo é investigar a 

atividade funcional e os possíveis mediadores secretados por neutrófilos durante o ensaio de co-

cultura na presença de macrófagos tratados com CTX. Para tanto, serão avaliados os seguintes 

objetivos específicos: 1) Determinar a capacidade fungicida de neutrófilos co-cultivados por 4 

horas, 12 horas e 24 horas, com o sobrenadante de macrófagos previamente tratados com a CTX ou 

apenas meio de cultura (controle), estimulados com LPS e 2) determinar a concentração TNF-α, 

IL-1β, CINC-2 α/β e NO em: a) sobrenadantes das monoculturas de macrófagos e neutrófilos 

tratados com a CTX, após 4 horas, 12 horas e 24 horas; b) nas co-culturas entre neutrófilos e 

macrófagos previamente tratados com a CTX, estimulados com LPS por 4 horas, 12horas e 24 

horas; c) nos sobrenadantes de neutrófilos submetidos ao ensaio de atividade fungicida, após o co-

cultivo por 4 horas, 12 horas e 24 horas na presença de macrófagos, previamente tratados com a 

CTX, estimulados com LPS. Os resultados obtidos demonstraram que neutrófilos co-cultivados na 

presença de sobrenadantes obtidos de cultura de macrófagos, previamente tratados com a CTX, 

apresentam importante aumento da capacidade fungicida. Esta atividade está associada apenas à 

produção de TNF-α, na fase inicial do co-cultivo (4 horas) e com a produção significativa de NO, 

mediador fundamental para potencializar a capacidade metabólica de neutrófilos e, 

consequentemente, a atividade microbicida destas células. Portanto, este estudo aponta que as 

espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio e o TNF-α são os principais mediadores envolvidos 

nas ações modulatórias da CTX sobre a resposta inflamatória associada à infecção.  

Palavras-chave: Crotoxina, Macrófagos, Neutrófilos, Inflamação, Óxido nítrico, Citocinas, Co-

Cultura. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

2.1 Resposta Inflamatória – Considerações Gerais 

 

Doenças caracterizadas por inflamação são ainda, nos dias de hoje, uma importante 

causa de mobilidade e mortalidade nos humanos. A palavra inflamação, do grego 

phlogosis, e do latim flamma, significa fogo, área em chamas. O processo inflamatório não 

é uma doença, mas uma resposta sem especificidade, cuja doença vinculada à inflamação 

está no desequilíbrio desta resposta (Rocha-e-Silva e Garcia Leme, 2006). 

Descrições dos sinais clínicos da inflamação são datados desde a antiguidade nos 

papiros egípcios, aproximadamente 3000 a.C, porém o primeiro autor a identificar os sinais 

cardinais da inflamação foi Celsius, um escritor romano do século I d.C, que relatou as 

primeiras descrições do processo inflamatório como o aumento do fluxo sanguíneo, 

dilatação de pequenos vasos, rubor, aumento da permeabilidade vascular, tumor, que 

conduz um aumento na temperatura local, calor, à passagem de células circulantes e dor 

local, dolor. A perda de função, quinto sinal clínico foi adicionado por Virchow (Aller et 

al., 2006; Rocha-e-Silva e Garcia Leme, 2006). 

O processo inflamatório é uma resposta do organismo à injúria que ocorre no tecido 

conjuntivo vascularizado. Essa resposta independente da natureza do estímulo lesivo é 

composta por eventos sensoriais (nervosos), vasculares, celulares e linfáticos que atuam de 

maneira inter-relacionada com a finalidade de eliminar o agente lesivo restituir o tecido 

lesado e recuperar a homeostasia do organismo (Kumar et al., 2005). 

A fase imediata que se refere à fase nervosa, diz respeito a uma resposta motora, 

sensitiva, onde há o predomínio de corticoides, nociceptores, provenientes do SNC e do 
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sistema motor somático, que são gerados imediatamente após a lesão, responsáveis pela 

percepção da dor (Kuchel, O., 1991; Rosman, et al., 2005). 

 As manifestações uniformes que caracterizam a resposta inflamatória são 

decorrentes da ação de mediadores químicos, liberados após o estímulo lesivo que atuam 

de maneira inter-relacionada em todos os eventos da resposta inflamatória (Rocha e Silva 

& Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majno & Joris, 2004). Esses mediadores 

podem ser originados do plasma, tais como os componentes do sistema complemento, do 

sistema de coagulação e as cininas ou ainda originados de células e de tecidos, tais como a 

histamina, a serotonina, os metabólitos do ácido araquidônico, o fator de ativação 

plaquetária, o óxido nítrico e as interleucinas (Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004, Kumar 

et al., 2005). 

Imediatamente após o estímulo lesivo, as ações desses mediadores geram alterações 

vasculares que compreendem em alterações hemodinâdimicas, que culminam com o 

extravasamento de proteínas plasmáticas para o tecido adjacente, onde ocorre uma 

vasoconstrição transitória seguida de uma vasodilatação observada, principalmente, nas 

vênulas pós-capilares. Essas alterações são seguidas por mudanças estruturais na parede do 

vaso caracterizadas, principalmente, pela contração da célula endotelial e abertura de 

junções entre essas células. Essas aberturas levam ao aumento da permeabilidade vascular 

e consequente extravasamento de proteínas plasmáticas para o tecido intersticial (Kowal-

Vern et al., 1997; Rankin, 2004), o que caracteriza o edema inflamatório (Janeway & 

Travers, 1994; Vane, 1994; Blake & Ridker, 2001; Tedgui & Mallat, 2001). Ainda, em 

consequência ao extravasamento plasmático ocorre o aumento da viscosidade sanguínea e 

a redução do fluxo sanguíneo. Essas alterações hemodinâmicas geram a estase sanguínea e 

cooperam para a migração leucocitária e marginação destas células para o tecido 

extravascular (Kumar et al., 2005). Formando um complexo denominado interação 
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leucócito-endotélio, na qual, ocorre através das junções das células endoteliais adjacentes 

(via para celular), ou ainda, em alguns casos, através do corpo celular (via transcelular) e, 

subsequentemente a migração destas células para o estímulo lesivo (Engelhard & Wolburg, 

2004; Carman & Springer, 2004). 

Além disso, esses mediadores promovem a destruição do agente lesivo e ativação 

das células imunes, onde, a acumulação e subsequente ativação de leucócitos são eventos 

essenciais na patogenicidade da inflamação. Esses mediadores são sintetizados e 

secretados biologicamente através dos metabólitos do ácido araquidônico, que degradam 

os fosfolipídios de membrana celular, e em seguida são liberados, sua degradação é dada 

pela ação das enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases (Crowley, 1996). 

O recrutamento de células para o foco inflamatório é um fenômeno fundamental na 

resposta inflamatória que envolve a interação específica e a consequente sinalização 

bidirecional entre as células endoteliais e os leucócitos. Essa interação é mediada por 

moléculas de adesão e pela liberação de mediadores inflamatórios, tais como: citocinas 

(IL-1; TNF-α, fator de necrose tumoral α), quimiocinas (MCP-1, macrophage 

inflammatory protein-1), fragmentos do sistema complemento (C5a) e outros. 

O processo de migração transendotelial dos leucócitos ocorre em diferentes fases: 

inicialmente, os leucócitos rolam sobre o endotélio, em seguida se aderem firmemente à 

superfície deste e, migram em direção ao foco inflamatório. Esses eventos são 

denominados, respectivamente, de rolling, adesão e migração e, envolvem a expressão de 

moléculas de adesão, entre estas, as selectinas, as integrinas, as imunoglobulinas e os seus 

ligantes (Springer et al., 1995; Rankin, 2004). A interação entre essas moléculas de adesão 

e seus respectivos ligantes, permite que os eventos de rolling, adesão e migração 

leucocitária ocorram de forma dinâmica no decorrer do processo inflamatório.  
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 As primeiras células a migrarem para o foco inflamatório são os leucócitos 

polimorfonucleares, particularmente os neutrófilos (Rankin, 2004; Kumar et al., 2005). O 

exsudato celular é caracterizado, na fase inicial da resposta inflamatória, pela presença 

predominante destas células e, posteriormente, pela predominância de células 

mononucleares, monócitos e macrófagos. Uma vez no sítio inflamatório, essas células 

iniciam o processo de fagocitose do agente lesivo e dos debris celulares (Auger & Ross, 

1992). Sendo, os macrófagos e os neutrófilos componentes celulares centrais deste sistema 

(Silva, 2010 a e b) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Processo inflamatório - (reação local do tecido vascularizado em resposta a injúria).  Fonte: 

www.studyblue.com 

 

2.2 Características e Funções dos Neutrófilos  
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 Os neutrófilos são células efetoras essenciais na resposta autoimune, já que, 

formam a primeira linha de defesa contra patógenos invasores, pois são rapidamente 

recrutados no sítio da infecção ou inflamação, onde eles detectam patógenos invasores por 

meio de mecanismos microbicidas que incluem fagocitose, liberação de enzimas, espécies 

reativas do oxigênio (EROs), entre outros (Sadik and Luster, 2012). 

Uma das principais características destas células é a sua habilidade em se direcionar 

a compartimentos diferentes em resposta de diferentes injúrias. Sob condições 

homeostáticas a medula óssea funciona como o principal reservatório para neutrófilos. 

Durante a resposta inflamatória aguda os neutrófilos são rapidamente recrutados da medula 

óssea em direção aos vasos sanguíneos, gerando aumento dos níveis de neutrófilos 

circulantes (Semerad et al., 2002). 

Os neutrófilos são produzidos na medula óssea a partir de uma célula precursora 

hematopoiética denominada stem cell, por meio de uma série de precursores mielóides, os 

neutrófilos passam por processos de diferenciação e maturação que dão origem aos 

metamielócitos neutrofílicos, que se diferenciam em neutrófilo bastonete e, por fim, em 

neutrófilos segmentados maturos tornando-os aptos à passagem para os vasos sanguíneos 

(Dale DC, 2003). 

Durante sua maturação três tipos de grânulos neutrofílicos são formados e eles são 

aumentados por proteínas pró-inflamatórias, que correspondem aos grânulos azurófilos 

(primários) que contém mieloperoxidase (MPO), grânulos específicos (secundários), que 

contém lactoferrina e gelatinase (terciários), que contém metaloproteinase de matriz. Estes 

grânulos podem ser subdiferenciados em defensinas, e os grânulos específicos podem ser 

subdivididos em: lactoferrina, cisteína, gelatinase e ficolina, fundamentais para as 

diferentes ações destas células (Borregard, 2010). 
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Assim, os neutrófilos mobilizam diversas vesículas secretórias que rapidamente 

transportam seu conteúdo para a superfície celular, essas estruturas são importantes para 

adesão e transmigração destas células, bem como, para suas ações microbicidas 

(Kolaczkowska & Kubes, 2013). 

Após chegada ao seu sítio alvo, os neutrófilos dão início a mecanismos efetores 

importantes, uma vez que são hábeis em secretar conteúdos de seus grânulos pré-formados, 

que contém peptídeos antibacterianos e enzimas. Além destes mecanismos, os neutrófilos 

podem também liberar e gerar EROs (espécies reativas do oxigênio) através de NADPH 

oxidase trasnmembrana, por meio de um mecanismo denominado “burst oxidativo” 

(Nathan C, 2013). 

Adicionalmente, neutrófilos são fagócitos competentes e são hábeis em migrar e 

engolfar microorganismos, quando encapsulados nos seus fagolisossomos, essas células 

degradam-os por enzimas, e por mecanismos dependentes de NADPH oxidase, e, por meio 

de proteínas antibactericidas, eliminando então microorganismos invasores (Kolaczkowska 

& Kuber, 2013).   

Assim, os neutrófilos são células que apresentam uma natureza dinâmica, que têm a 

habilidade de se direcionar em diferentes compartimentos do organismo participando como 

células efetoras fundamentais no sistema imune inato (Liang Li et al., 2012) (Figura 2). 
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Figura 2. Ativação da NADPH oxidase e geração de espécies reativas de oxigênio por neutrófilos, 

ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso. (Adaptado da Fonte: Physiology 

Online). 

 

2.3 Características e Funções dos Macrófagos 

O macrófago foi descrito por Metchnikoff no final do século dezenove, como uma 

célula com capacidade fagocitária. Somente a partir dos estudos  de MaCkaness et al. 

(1970), a atividade secretória desta célula adquiriu importância. 

 Ontogeneticamente, o macrófago deriva do saco vitelínico (Moore & Metcalf, 

1970)  e, no homem adulto, da medula óssea (van Furth, 1989), a partir da célula 

precursora para macrófagos e polimorfonucleares, a CFU-GM (colony-forming unit, 

granulocyte-macrophage) (Metcalf, 1971). A primeira célula da linhagem macrofágica na 

medula óssea, morfologicamente, é o monoblasto, ainda pouco diferenciado e cuja divisão 

dá origem aos pró-monócitos que, ao contrário do seu precursor, já apresentam capacidade 

de pinocitose e expressam receptores característicos de macrófagos (van Furth & 

Diesselhoff -Den Dulk, 1970; van Furth et al., 1980).  O pró-monócito, ao dividir-se, dá 

origem aos monócitos, que permanecem na medula óssea por aproximadamente 24 horas, 

encaminhando-se então, para a corrente sanguínea, na forma de monócitos circulantes, que 
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permanecem na circulação por cerca de 70 horas, no homem (Whitelaw, 1966) e 25 horas, 

no camundongo (van Furth & Cohn, 1968).  Juntas estas células fazem parte do sistema 

mononuclear fagocítico, que consiste de uma população altamente versátil e heterogênea 

(Halddar & Murphy, 2014). 

  Uma vez na circulação, o monócito migra para diferentes tecidos e cavidades do 

organismo (macrófago). Nestes tecidos e cavidades, o macrófago permanece como célula 

residente, com pequena atividade funcional, onde nestas cavidades e tecidos estas células 

apresentam a capacidade de disparar fenótipos locais específicos com diferentes perfis 

gênicos, onde a sua diferenciação e estado de ativação estão relacionados de acordo com 

seu microambiente, por meio de sinais reguladores gerados no seu ambiente tecidual,  

contribuindo então na homeostasia do organismo (Halddar & Murphy, 2014). A baixa 

capacidade de espraiamento, fagocitose e de secreção basal de determinados produtos tais 

como lisozima, proteinases neutras e ácidas e espécies reativas do oxigênio, confere a esta 

célula fraca capacidade microbicida e fungicida (Cohn, 1978; Takemura & Werb, 1984). O 

macrófago residente permanece no órgão ou cavidade para o qual migrou por alguns meses 

(van Furth & Cohn, 1968) e é considerado célula terminal, sem capacidade de proliferação 

(Gordon,1986), embora em algumas ocasiões, tal fenômeno tenha sido observado, como 

em macrófagos alveolares (Tarling et al., 1987).  

Durante o processo inflamatório, ocorre aumento do número de monócitos 

circulantes e da sua produção na medula óssea (Metcalf, 1971), assim como redução no 

tempo de permanência dos mesmos na circulação, uma vez que há migração destas células 

para o foco da lesão (van Furth et al., 1973). No sítio inflamatório, o monócito, agora 

denominado macrófago, passa por processo de diferentes estágios de ativação (Cohn, 

1978; Gordon, 1986; Werb et al., 1986; Nathan, 1987), definido como a aquisição de 

competência  para executar uma tarefa complexa (Adams & Hamilton, 1984).  
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Deste modo, os macrófagos atuam como células “sentinela” para a resposta 

autoimune, no qual estas células expressam uma variedade de receptores que irão facilitar a 

remoção de debris celulares, tecidos necróticos, e moléculas citotóxicas da circulação. 

Assim, estes receptores sinalizam aos macrófagos à produzirem uma variedade de 

mediadores que recrutam células autoimunes como os neutrófilos, e juntos promoverem o 

combate de diversas afecções (Lawrence & Natoli, 2011; Galli et al., 2011). 

 Além destas os macrófagos executam outras  funções complexas tais como, 

quimiotaxia, fagocitose, processamento e apresentação de antígenos, lise de parasitas 

intracelulares e capacidade de morte tumoral (Mantovani et al., 2004) (Figura 3). 

 

Figura 3. Liberação de mediadores inflamatórios por macrófagos. (Fonte: Robbins and Cotran Bases 

Patológicas das Doenças - Kumar, Abbas e Fausto; Sétima Edição).  

 

2.4. Cooperação entre macrófago-neutrófilo na atividade microbicida  

Como citado anteriormente, os neutrófilos e os macrófagos originam-se de um 

precursor comum, stem cell, o qual se diferencia em progenitores mielóides e a seguir em 
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progenitores das linhagens granulocítica e monocítica (Bradley & Metcalf, 1966; Metcalf, 

1989). Assim, neutrófilos e macrófagos compartilham várias características, tais como 

atividade fagocítica e microbicida. Entretanto, algumas modificações progressivas durante 

a maturação levaram a especialização desses fagócitos, os quais adquiriram propriedades 

individuais distintas e complementares. 

Em relação à atividade microbicida, embora exista variação entre os mamíferos, a 

produção de reativos do oxigênio é maior nos neutrófilos do que nos macrófagos. Várias 

proteínas antimicrobicidas estão presentes nos neutrófilos, porém são ausentes ou escassas 

nos macrófagos, como por exemplo, a mieloperoxidase. Esta enzima está presente nos 

monócitos circulantes, porém desaparece quando estas células migram para os tecidos e se 

transformam em macrófagos o que confere a estas células menor capacidade microbicida 

em relação aos neutrófilos. Além disso, ambas as células possuem características 

específicas e complementares, essa complementaridade permite a participação cooperativa 

dessas células como efetoras e moduladoras da imunidade inata. 

O mecanismo de cooperação macrófago-neutrófilo se baseia no fato de que quando 

um agente estranho invade o tecido do hospedeiro os macrófagos residentes detectam a 

presença desse agente e secretam quimiocinas e citocinas, tais como: IL-8 e CCL2, as 

quais induzem o recrutamento e ativação dos neutrófilos, estes por sua vez, liberam 

citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, IL-1β e TNF-α (Cassatela, 1995; Kasama 

et al., 2005), as quais induzem a produção de quimiocinas (Scapini et al., 2000), atraindo 

mais neutrófilos e, posteriormente, monócitos para o foco da lesão, amplificando assim a 

resposta inflamatória (Figura 4). 

O recrutamento recíproco dessas células no sítio inflamatório promove uma 

fagocitose cooperativa que potencializa a atividade microbicida. Essa cooperação envolve 

dois fatores que age concomitantemente: a ativação recíproca de macrófagos e neutrófilos, 
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ou seja, os macrófagos são ativados diretamente por produtos de neutrófilos, enquanto que 

os neutrófilos são ativados por citocinas e quimiocinas liberadas por macrófagos – 

captação de moléculas microbicidas de neutrófilos pelos macrófagos, as quais aumentam 

sua atividade microbicida (Silva, 2010 a e b). 

 

 

Figura 4. Cooperação entre macrófago-neutrófilo no sítio inflamatório/infeccioso. Macrófagos residentes que 

detectam a presença de patógenos invasores (1), e os fagocitam e secretam quimiocinas, recrutando os 

neutrófilos (2). Neutrófilos recrutados são ativados e começam a recrutar outros neutrófilos e macrófagos 

inflamatórios para o sítio da lesão. Os mecanismos efetores ativados por estes fagócitos contra os patógenos 

invasores incluem: fagocitose por macrófagos residentes (1), inflamatórios (3) e neutrófilos recrutados (2), 

macrófagos infectados ingerindo neutrófilos (4), proteínas de grânulos neutrofílicos liberados (5) e 

intensificação da capacidade microbicida por neutrófilos (5). Adaptado de Silva, 2010 a. 

 

Sendo assim, a resposta imune apresenta papel fundamental na defesa contra 

agentes infecciosos, constituindo-se no principal impedimento para a ocorrência de 

doenças infecciosas disseminadas. Os neutrófilos e macrófagos exercem sua ação 

microbicida de forma mais ampla contra vários agentes, sendo, células de grande 

importância para a defesa do hospedeiro (Machado et al., 2004). 
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2.5 Geração de espécies reativas do oxigênio por macrófagos e neutrófilos 

 

 O oxigênio molecular (O2) é um composto essencial para todas formas de vida 

aeróbicas, notavelmente para a célula obter energia, como forma de ATP. 

 Sob condições patológicas, o oxigênio frequentemente transmuta-se em formas 

altamente reativas, denominadas espécies intermediárias reativas do oxigênio (EROs), 

como ânion superóxido (O2
-
),

 
peróxido de hidrogênio (H2O2), e radical hidroxil (OH) 

(Adler et al., 1999). 

 As EROs nas células se originam através de múltiplas fontes como, a cadeia de 

transporte de elétrons na mitocôndria, aminoácidos e também por enzimas que produzem 

ânion superóxido como as NADPH oxidases (NOX) fagocíticas e não fagocíticas e 

também por enzimas como as lipoxigenases e ciclooxigenases, dentre outros. Também 

podem ser originados por fontes exógenas que são radiações ionizantes, fumo, poluentes. 

(Haddad, J. 2003; Lambeth, J.D. 2004; Imlay, J.A. 2008; Jiang, et al., 2011 ). 

 A produção e a regulação das EROs pelas NADPH oxidases ocorre nos domínios 

citosólicos da membrana celular que transfere um elétron da NADPH a um co-fator redox 

denominado FAD (flavin adenine dinucleotide), em seguida, o elétron é transferido a um 

grupo heme que doa uma molécula de oxigênio (O2) ao sítio extracelular da membrana, 

gerando ânion superóxido (Yasdanpanah, et al., 2009). Outro nível de regulação pode ser 

dado por meio da sinalização de Ca
2+

, por cascatas de fosforilação, e por ativação de 

pequenas proteínas G, que controlam o recrutamento de proteínas acessórias do citosol 

como o flavocitocromo na membrana formando um complexo funcional de NOXs (Bae et 

al., 2011). 
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 Nas células as NADPH oxidases (NOXs), são ativadas após a ativação de 

receptores por seus ligantes como insulina, fatores de crescimento, quimiocinas que se 

ligam à proteína G, TNF-α, GM-CSF, leucotrienos, componentes do sistema complemento, 

também por atividades funcionais como adesão e fagocitose (Nathan C, 2012).  

 Assim, as EROs se originam das NADPH oxidases no plasma, por membranas 

endossomais e fagossomais e da mitocôndria no citosol, podendo influenciar a transcrição 

por regular a fosforilação de diversos fatores de transcrição (Halliwell B, 2006). 

 Dentre as espécies oxidativas, existem duas que são fisiologicamente importantes:  

o ácido hipocloroso (HOCl) produzido pela enzima MPO derivada do “burst” de 

neutrófilos e o O
-
2 gerado após fotosenssitização e radiação UVA. Quando a produção 

celular de EROs aumenta ocorre um stress oxidativo que contribui na patogênese de 

diversas doenças (Rhee et al., 2003). 

 Deste modo, dependendo do nível de espécies reativas do oxigênio, diferentes 

fatores de transcrição redox são ativados para coordenar respostas biológicas distintas, 

onde um baixo nível de stress oxidativo induz a ativação de enzimas antioxidantes. Um 

volume intermediário de EROs estimula uma resposta inflamatória através da ativação do 

fator de transcrição NF-κB e AP-1 e, um alto nível de stress oxidativo induz perturbação 

do poro mitocondrial, disfunção no transporte de elétrons, que resulta em apoptose ou 

necrose (Deora et al., 1998; Hensley et al., 2000; Aslan & Ozben, 2003; Tonks, 2005). 

 Onde, as espécies reativas do oxigênio reagem com certos átomos para modular 

diversas funções celulares importantes que incluem inibição e ativação de proteínas, 

mutagênese de DNA e ativação de genes de transcrição. Promoção ou supressão da 

inflamação. Além de auxiliarem no combate de microorganismos pelo hospedeiro 

principalmente por fagócitos envolvidos, portanto, na competição intermicrobiana (Nathan 

C, 2013). 
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2.6 Geração de Espécies reativas do nitrogênio por macrófagos e neutrófilos 

 

 O óxido nítrico (NO) é uma espécie reativa do nitrogênio, sendo uma das menores 

moléculas sinalizadoras com atividade biológica, sendo altamente reativa, apresentando 

propriedades que facilitam sua difusão através das membranas celulares sem o auxílio de 

transportadores específicos no desempenho de várias funções fisiológicas (Mayer & 

Hemmens, 1997). 

Durante muito tempo o NO foi ignorado como molécula biológica, sendo 

conhecido somente por ser um gás altamente tóxico, como um poluente ambiental devido à 

presença de um radical livre (elétron extra), que o torna um reagente químico muito reativo 

(Norman et al., 1965; Snyder & Bredt, 1992; Pires et al., 2000). 

 Contudo nos anos 80, dois pesquisadores Furchgott e Zawadski demonstraram que 

o NO, é um componente primordial na fisiologia do organismo, quando evidenciaram 

aumento dos níveis de cGMP cíclico, produzido pela guanilato ciclase em aortas de coelho 

“in vitro”, que promovia vasodilatação e aumentava o fluxo sanguíneo (Furchgott & 

Zawadski, 1980). 

O NO é um radical-livre levemente estável, derivado do metabolismo de L-

arginina, NADPH e oxigênio, sendo esta reação catalisada por isoformas severas da NOS 

(óxido nítrico sintetases). Este mediador é um mensageiro intracelular ubíquo, expresso em 

uma variedade de tipos celulares, como os macrófagos e neutrófilos na mediação de 

múltiplos processos fisiológicos, que incluem neurotransmissão, agregação plaquetária, 

resposta imune em processos inflamatórios agudos, apresentam, portanto, papel importante 

em atividades microbicidas (Dickie et al., 2004). E, além disso, é um mediador que 
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atravessa facilmente a membrana das células e difunde-se fora delas (Ignarro, 1989; 

Moncada et al., 1999; Pacher et al.,2007). 

 

 É produzido em baixas quantidades e constitutivamente expressos pelas isoformas 

NO sintetases como a endotelial (e-NOS) e a neuronal (n-NOS), no controle de processos 

homeostáticos, como pressão sanguínea. E a forma induzível (i-NOS), que aparecem em 

processos inflamatórios infecciosos agudos, expressa em uma variedade de tipos celulares, 

como os macrófagos e neutrófilos são induzidas após a ativação de citocinas pró-

inflamatórias e também por LPS (lipopolissacarídeo bacteriano) dentre outros. Devido a 

esses fatores esta enzima apresenta um papel importante em atividades antimicrobicidas e 

antineoplásicas (Beckman et al., 1990; Lundberg et al., 2008). 

Atualmente, sabe-se que o NO é um mediador intracelular que apresenta função 

dual, ele pode atuar como mensageiro celular ou modulador e também, pode atuar como 

molécula efetora antimicrobiana. Onipresente em diversos vertebrados modula, portanto, 

diversas atividades fisiopatológicas do organismo (Pacher et al., 2007). 

  

  

2.7 Produção de citocinas por macrófagos e neutrófilos na resposta inflamatória 

 

 Como citado anteriormente, inflamação é uma resposta de defesa dos tecidos vivos 

para estímulos prejudiciais, que envolve a ativação de células autoimunes como no caso, os 

macrófagos e os neutrófilos que secretam uma série de mediadores pró-inflamatórios como 

enzimas, citocinas e quimiocinas decorrentes de células e tecidos infectados (Piraino et al., 

2010).  
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 Os macrófagos e os neutrófilos são fonte importante de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1β, TNF-α, IL-6, e de quimiocinas como a IL-8. Por exercerem suas ações 

pleiotrópicas de maneira autócrina, parácrina e endócrina, estas moléculas são hábeis em 

orquestrar a resposta inflamatória (Fieren, et al., 1991). 

 Após a ativação de leucócitos, por patógenos microbianos, a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias são os primeiros passos para a ativação da resposta imune, pois, ativam 

as células autoimunes a fagocitar e a liberar radicais livres do oxigênio e nitrogênio, 

eliminando o patógeno invasor (Duque & Descoteaux, 2014, para revisão). Além disso, 

induzem efeitos locais, tais como o aumento da permeabilidade vascular e o recrutamento 

de células inflamatórias e efeitos sistêmicos, como febre. Portanto, a resposta inflamatória 

é benéfica quando as citocinas são produzidas em amostras apropriadas (Griffin et al., 

2012). 

 

2.8. Modelos experimentais para o estudo da interação celular 

Nos ensaios experimentais, utilizando os modelos in vitro é essencial mimetizar as 

condições naturais possíveis envolvidas no ambiente celular. Neste sentido, ao escolher um 

para a realização de experimentos in vitro é imprescindível os cuidados com a observação, 

mensuração e a manipulação das células para que o sistema in vitro reproduza o 

comportamento celular observado no ambiente in situ. No modelo de co-cultura, diferentes 

tipos celulares são agregados em um mesmo ambiente, promovendo a comunicação 

celular, importante para a regulação da fisiologia e diferenciação destas células. Esta 

comunicação pode ocorrer de diferentes maneiras: via sinalização paracrina ou autocrina 

(sinais liberados por uma célula ligada a receptores de membrana de outras células, por 

sinalização justacrina (sinais expressos na membrana de uma célula que são reconhecidos 

por receptores de membrana de outras células), ou por comunicação juncional (gap) 
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(mudanças na sinalização intracelular) (Hendriks et al., 2007). Quando diferentes tipos 

celulares estão co-cultivados as células podem interagir e se comunicarem por essas 

diferentes vias, dependendo da proximidade e habilidade de interação ou comunicação. 

Utilizando ensaios em co-cultura foi evidenciada a interação entre macrófagos e 

neutrófilos e a importância dessa interação na atividade funcional e secretória de ambas as 

células no controle da resposta inflamatória (Silva, 2010 a e b). 

 Assim, considerando os diferentes estudos relatados na literatura, o modelo de co-

cultura provou ser uma ferramenta in vitro fundamental para elucidar a importância de 

interações celulares na fisiologia, homeostasia, reparo e regeneração tecidual e a gênese e 

desenvolvimento de diversas doenças (Hendriks et al., 2007), tornando-se importante 

modelo para o desenvolvimento de fármacos com potencial teraupêtico. 

 

2.9 Serpente Crotalus durissus terrificus 

O gênero Crotalus inclui as serpentes popularmente conhecidas como cascavéis, 

causadoras de aproximadamente 7,6% dos acidentes ofídicos no Brasil, que podem ser 

usualmente fatais, quando na ausência de tratamentos adequados específicos (Sinan, 2011), 

sendo estes acidentes causados principalmente pelas serpentes Crotalus durissus terrifcus 

(SCdt). 

De acordo com Cardoso et al., (2001), as serpentes deste gênero são terrestres, 

robustas e pouco ágeis. Sua característica mais marcante é a presença do chocalho ou guizo 

no extremo caudal. O corpo com a linha vertebral bem pronunciada apresenta um colorido de 

castanho claro, de tonalidades variáveis. Este gênero está representado no Brasil por uma 

única espécie Crotalus durissus que apresenta uma ampla distribuição geográfica, que são 

distinguidas de acordo com sua localização territorial e coloração. Nesta espécie estão 
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incluídas cinco subespécies: Crotalus durissus cascavella, sendo a maior das cascavéis, que 

habita a região do Nordeste (caatinga); a Crotalus durissus collineatus, comum nas regiões 

Sudeste e Centro-oeste; a Crotalus durissus ruruima, que vive em regiões de savanas como os 

campos de Roraima; a Crotalus durissus marajoensis, típica da Ilha de Marajó do estado do 

Pará, e por fim, a Crotalus durissus terrificus a forma mais lendária predominante nas regiões 

Sul e Sudeste. Os venenos produzidos por estas serpentes são variáveis em relação à sua 

composição, bem como, seus efeitos biológicos (Melgarejo, 2003) (Figura 5). 

 

Figura 5. Serpente Crotalus durissus terrificus 

As manifestações clínicas do envenenamento por serpentes Crotalus durissus 

terrificus são decorrentes particularmente, da atividade neurotóxica do veneno e 

caracterizadas pelo aparecimento do chamado “facies miastênico” ou “facies neurotóxico”, 

onde se distinguem ptose palpebral, diplopia, flacidez da musculatura facial e paralisia dos 

nervos cranianos (Rosenfeld, 1971).  

Apesar destes efeitos sistêmicos importantes, não são observados, nestes 

envenenamentos, sinais inflamatórios significativos no local da picada (Brazil, 1934; Amorim 

et al., 1951). São relatadas ainda, ausência de dor ou dor de pequena intensidade, seguida de 
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parestesia local (Rosenfeld, 1971). Vale ressaltar que, além de não causar dor, Brazil (1934, 

1950, para revisão) evidenciou que este veneno é capaz de causar analgesia em humanos, 

sendo utilizado no início do século passado, no tratamento de algias, principalmente de 

origem neoplásica.   

2.9.1 Veneno de Crotalus durissus terrificus e sua composição 

 O veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus, são formados por um complexo 

de substâncias biologicamente ativas que incluem toxinas, sendo as principais presentes neste 

veneno a crotoxina, crotamina, convulxina e giroxina. Peptídeos, enzimas (trombina,5 

nucleotidase, phosphodiesterase, amino-oxidase e NAD-hidrolase), dentre estas destaca-se a 

trombina, responsável pelos distúrbios da coagulação sanguínea (Raw et al., 1986).Têm sido 

sugerido que a giroxina e a enzima tipo trombina sejam o mesmo componente, uma vez que 

ambas apresentam as mesmas características bioquímicas e biológicas (Alexander et al., 

1988).  

A crotamina é uma proteína básica com peso molecular de 4,8 kDa e ponto isoelétrico 

de 10,3 (Moura-Gonçalves & Arantes, 1956) e representa cerca de 17% do peso do veneno 

total. Experimentalmente, a crotamina, quando injetada por via intraperitoneal em 

camundongos, causa paralisia associada à hiperextensão da pata traseira (Barrio & Brazil, 

1950; Laure, 1975). 

A convulxina é uma glicoproteína que representa 5% do peso do veneno e está 

associada a crises convulsivas (Prado-Franceschi & Vital Brazil, 1981). É um complexo com 

aproximadamente 72 kDa, cujos resíduos de aminoácidos da porção N-terminal apresentam 

alta similaridade com a botrocetina isolada do veneno de Bothrops jararaca (Francischetti et 

al., 1997). Esse complexo formado por unidades globulares  e , associadas por pontes 

dissulfídicas, é capaz de agregar e lisar plaquetas através de mecanismo dependente de íons 
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cálcio, fibrinogênio, adenosina difosfato e independente da ativação da via das 

ciclooxigenases (Sano-Martins & Daimon, 1992). A convulxina apresenta ação letal, 

dependente da via de inoculação, sendo muito tóxica quando inoculada pela via intravenosa.  

A giroxina é uma glicoproteína com peso molecular de 33 a 35 kDa, sendo um 

componente tóxico e não letal do veneno crotálico. Este componente age sobre o sistema 

nervoso central de camundongos, causando a síndrome da lesão labiríntica, provocando 

movimentos giratórios ao longo do eixo longitudinal do corpo (Barrio, 1961). 

 A elevada toxicidade do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt), é atribuída à 

crotoxina, seu principal componente tóxico, (Brazil, 1972), que corresponde à 60% do veneno 

total (Slotta; Fraenkel-Conrat, 1938), contribuindo com cerca de 80% da letalidade induzida 

pelo veneno total. 

A crotoxina (CTX) foi isolada por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938), e teve sua 

estrutura descrita por Fraenkel-Conrat e Singer (1956), sendo uma -neurotoxina 

heterodimérica, formada pela associação não-covalente de duas diferentes subunidades: a 

crotapotina (CA) e a fosfolipase A2 (FLA2 - CB). Seu peso molecular é de 24 a 26 kDa, ponto 

isoelétrico de 4,7 e exibe atividades fosfolipásica, neurotóxica (bloqueio da transmissão 

neuromuscular) e miotóxica (Gopalakrishnakone et al, 1984; Stoker, 1990; Brazil, 1972). A 

subunidade CB ou FLA2 apresenta cerca de 14 kDa, ponto isoelétrico 9,7, sendo constituída 

por uma cadeia única polipeptídica contendo 123 resíduos de aminoácidos, formando 

estruturas globulares associadas por sete pontes dissulfídicas (Aird et al., 1986). A 

subunidade CA (crotapotina) apresenta peso molecular de 8,9 kDa, com ponto isoelétrico de 

3,4, características ácidas, sendo desprovida de atividade enzimática e tóxica (Figura 6). 
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                                    Figura 6. Estrutura Tetramérica (3D) da Crotoxina isolada do veneno de 

                                    Crotalus durissus terrificus. Os monômeros das isoformas CB1 e CB2 estão 

                                     laranja e verde, respectivamente. Esta figura foi gerada utilizando o software  

                                     SPDB Viewer software (Gasanov et al., 2014). 

 

                                  

 

Além disso, tem sido demonstrado, que a crotapotina, atua como uma molécula 

carreadora para subunidade fosfolipase A2, que reduz a interação não específica e ainda, 

facilita a ligação da CTX com seu alvo, elevando a toxidade da molécula. Quando ocorre a 

ligação forma-se um complexo ternário transiente, após isso a crotapotina é liberada. Portanto, 

a toxicidade da fração CTX é dependente dessa interação em que CA, atua sinergicamente 

com CB, aumentando sua potencialidade, farmacológica e letal (Hendon & Fraenkel-Conrat, 

1971; Bon, 1989). 

Para a subunidade CB são atribuídas as atividades fosfolipásicas encontradas no 

veneno crotálico ou na fração CTX. Quando associada à CA, esta FLA2 apresenta atividade 
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hidrolítica reduzida, porém as atividades neurotóxicas e miotóxicas são potencializadas 

(Choumet et al., 1996). 

A CTX exerce seu efeito por meio da associação da fração FLA2 aos seus alvos nas 

membranas, levando à dissociação do complexo, onde CA permanece em solução, enquanto 

CB interage com seus aceptores. Foram realizados estudos no intuito de compreender a 

ligação da CTX às membranas pré-sinápticas, e esclarecer a participação da subunidade CA. 

Délot e Bon (1993) observaram que CA participa temporariamente da etapa na qual CB se 

associa com seu aceptor na membrana, formando um complexo ternário transitório. A 

subunidade CA só se dissocia de CB após o acoplamento irreversível deste componente ao 

aceptor na membrana das terminações nervosas. 

  

2.9.2 Estudos experimentais sobre os efeitos antitumoral, anti-inflamatório e 

imunorregulatório da CTX 

 

Vários estudos experimentais têm mostrado que o VCdt ou substâncias isoladas 

deste veneno, em particular, a CTX (Sampaio et al., 2010, Revisão),  são capazes de 

induzir efeitos imunorregulatório (Cardoso & Mota, 1997; Cardoso et al., 2001; Landucci 

et al.,1995, 2000; Zambelli et al., 2008), anti-inflamatório (Nunes et al., 2007; Sampaio et 

al., 2003; Souza-e-Silva,1996) e antitumoral (Corin et al., 1993; Donato et al., 1996; 

Newman, 1993; Rudd et al., 1994, Costa et al., 2013).  

Em relação à atividade antitumoral, ratos tratados pela via subcutânea com CTX 

apresentaram diminuição significativa do volume da pata causado pelo tumor de Walker 

256, evidenciado por meio de pletismografia, acompanhado pela diminuição da formação 

de neovasos, sugerindo que esta toxina interfere com a neovascularização na vigência do 

tumor (Brigatte et al., enviado para publicação). Ensaios in vitro evidenciaram a ação 
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direta desta toxina sobre as células tumorais LLC WRC 256, linhagem correspondente ao 

tumor de Walker 256, inibindo a proliferação, adesão da célula tumoral à fibronectina, 

além de inibir a polimerização dos filamentos de actina e proteínas sinalizadoras da família 

das GTPases Rho, tais como a RhoA e a quinase FAK nestas células (Faiad et al., 2008). 

Esta ação direta também foi caracterizada sobre a função de células endoteliais (t.End.1), 

inibindo a proliferação, formação de tubos no matrigel 3-D, a migração celular avaliada no 

modelo de cicatrização (wound healing) e quimiotaxia, tanto na presença de meio de 

cultura como no meio condicionado de célula tumoral. Além disso, CTX inibiu a adesão 

celular, o que pode ser decorrente da diminuição significativa da expressão e distribuição 

de subunidades 2 e v de integrinas na superfície das células endoteliais e, 

consequentemente, da inibição da expressão da FAK e ERK, principalmente frente ao 

estímulo tumoral (Kato et al., 2013). 

Em relação à resposta inflamatória, Nunes e colaboradores (2010) mostraram que a 

ação inibitória da CTX sobre os componentes vascular e celular da resposta inflamatória 

induzida pela carragenina,  persistem por até 14 dias da administração de uma única dose. 

Esse efeito anti-inflamatório foi observado também em modelo de colite (Almeida et al., 

2013). 

Dentre as ações imunomoduladoras descritas para a CTX, foi demonstrado seu 

efeito inibitório sobre a secreção de citocinas por células dendríticas ativadas com LPS 

(Freitas et al., 2013). Em modelo de inflamação intestinal aguda induzida por TNBS a 

CTX modulou a diferenciação de macrófagos e linfócitos, resultando na diminuição do 

processo inflamatório (Almeida et al., 2013). Ainda, neutrófilos obtidos no modelo de 

peritonite induzido pela carragenina, tratados in vivo ou in vitro apresentam importante 

inibição da atividade de fagocitose, via ação inibitória sobre a fosforilação de proteínas 

sinalizadoras e a polimerização de actina (Lima et al., 2012). Diferentemente dos 
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neutrófilos, sobre macrófagos é observado um efeito dual da CTX, uma vez que esta toxina 

acarreta a drástica inibição sobre a fosforilação de tirosina quinase, levando à inibição do 

processo de fagocitose, no mesmo momento que se observa a ativação da produção de vias 

glicolítica e glutaminolítica, por até 14 dias da administração da dose única da toxina 

(Faiad et al., 2011). 

Para melhor compreensão da ação prolongada da CTX sobre os diferentes 

processos fisiopatológicos, estudos foram direcionados ao efeito desta toxina sobre as 

células do sistema imune. Neste sentido, foi demonstrado que macrófagos peritoneais de 

animais portadores de tumor, obtidos 14 dias após a administração subcutânea de uma 

única injeção de CTX apresentaram aumento da produção de reativos do oxigênio e 

nitrogênio, e de TNF-α. Da mesma forma, quando a toxina foi administrada após o 

surgimento da massa tumoral (5º dia da injeção das células tumorais), foi observado o 

restabelecimento da atividade secretória dos macrófagos peritoneais, restaurando a 

capacidade destas células em secretar mediadores pró-inflamatórios, tais como NO, H2O2 e 

citocinas, e tornando-as funcionalmente semelhantes aos macrófagos M1 (inflamatórios). 

Estas alterações foram acompanhadas do incremento do metabolismo, determinado pela 

influência da CTX sobre a atividade máxima de enzimas-chave do metabolismo de glicose 

e glutamina (hexoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, citrato sintase e glutaminase 

dependente de fosfato) e da oxidação destes substratos. Estas ações estimulatórias da CTX 

sobre a função e metabolismo de macrófagos são de longa duração, pois foram observadas 

por até 14 dias após a administração de uma única dose da toxina, acompanhadas de 

significativa inibição da progressão do tumor (Faiad, 2012). Com o intuito de investigar se 

essas alterações funcionais acarretadas pela CTX seriam importantes para a ação 

tumoricida de macrófagos do microambiente tumoral, por meio de ensaios in vitro, 

utilizando a técnica de co-cultura demonstrou-se que macrófagos tratados com a CTX e co-
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cultivados na presença das células tumorais da linhagem LLC WRC 256 apresentam 

aumento expressivo na sua produção de reativos do oxigênio e do nitrogênio (H2O2 e NO, 

respectivamente), da IL-1 e dos mediadores lipídicos Lipoxina A4 e análogo estável 15-

epi-LXA4, e consequente decréscimo na proliferação das células tumorais (Costa et al., 

2013). Adicionalmente ao efeito inibitório de macrófagos previamente tratados com a CTX 

sobre a proliferação de células tumorais, macrófagos, após a incubação na presença da 

toxina, inibem os eventos-chave envolvidos com a angiogênese (Pimenta et al., 2014), 

reforçando a importância da ação imunomoduladora da CTX durante a progressão tumoral.  

Ainda, utilizando modelo de co-cultura, foi demonstrado que macrófagos pré-

tratados com a CTX atuam como indutores na ativação de neutrófilos, que adquirem 

propriedades metabólicas específicas, importantes para sua ação microbicida em processos 

fisiopatológicos (Oliveira et al., 2012). As ações estimulatórias dos macrófagos tratados 

com CTX sobre o metabolismo de neutrófilos são observadas, principalmente após o 

estímulo dos macrófagos com o LPS, evidenciando, mais uma vez, a importante ação 

modulatória da CTX na cooperação inter-celular, demonstrada pelo aumento da capacidade 

de liberação de peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso por neutrófilos co-cultivados 

com macrófagos previamente tratados com CTX (Oliveira et al., 2012).  

 Em conjunto, esses estudos evidenciam, mais uma vez, o potencial desta toxina 

como uma importante ferramenta científica para os estudos dos mecanismos envolvidos 

em diferentes processos fisiopatológicos.   
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*     *     * 

Portanto, considerando as ações estimulatórias dos macrófagos tratados com CTX 

sobre os reativos do oxigênio de neutrófilos e a importância da cooperação entre 

macrófagos e neutrófilos na defesa antimicrobiana adaptativa, é relevante ampliar os 

conhecimentos dos mecanismos envolvidos nas ações modulatórias de macrófagos 

acarretadas pela CTX. Ainda, o melhor conhecimento da importância dessa modulação 

sobre o metabolismo e função dos neutrófilos, pode evidenciar, mais uma vez, o 

potencial desta toxina como uma importante ferramenta científica para os estudos dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia da resposta inflamatória, bem como, a ação 

cooperativa entre macrófagos e neutrófilos como células efetoras e moduladoras da 

imunidade inata. 
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3 OBJETIVO 

3.1. Objetivo geral 

Baseados nestes fatos, nosso objetivo é investigar a atividade funcional e os 

possíveis mediadores secretados por neutrófilos durante e após diferentes períodos de 

ensaio de co-cultura na presença de macrófagos tratados com CTX.  

Para tanto, serão avaliados os seguintes objetivos específicos:  

1) Determinar a capacidade fungicida de neutrófilos co-cultivados por 4 horas, 12 horas 

e 24 horas, com o sobrenadante de macrófagos previamente tratados com a CTX ou 

apenas meio de cultura (controle), estimulados com LPS e  

2) determinar a concentração TNF-α, IL-1β, CINC-2 α/β e NO em: 

a) sobrenadantes das monoculturas de macrófagos e neutrófilos tratados com a 

CTX, após 4 horas, 12 horas e 24 horas;  

b) nas co-culturas entre neutrófilos e macrófagos previamente tratados com a 

CTX, estimulados com LPS por 4 horas, 12horas e 24 horas; 

c) nos sobrenadantes de neutrófilos submetidos ao ensaio de atividade fungicida, 

após o co-cultivo por 4 horas, 12 horas e 24 horas na presença de macrófagos, 

previamente tratados com a CTX, estimulados com LPS. 

 

Monoculturas de macrófagos e neutrófilos foram realizadas simultaneamente aos 

ensaios de co-cultura. 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para a avaliação da ação modulatória de macrófagos inflamatórios, previamente 

tratados com a CTX, sobre a atividade secretória de neutrófilos, primeiramente os 

macrófagos foram incubados na presença de CTX, por 2 horas. Em seguida, as células 

foram lavadas e incubadas na presença de meio de cultura contendo LPS (5 µg/ml), por 

24 horas. Após este período, os sobrenadantes foram coletados e neutrófilos obtidos da 

cavidade peritoneal de ratos, após 4 horas da injeção de carragenina, foram adicionados  

aos sobrenadantes coletados destas monoculturas. Nos ensaios de co-cultura 

(sobrenadante-célula), os períodos de incubações foram de 4 horas, 12 horas e 24 horas 

respectivamente. Após este período, a liberação de citocinas (TNF-α, IL-1β, CINC-2 

α/β) e NO por neutrófilos foram determinadas. 

Para a determinação da atividade fungicida de neutrófilos após o ensaio de co-

cultura, os macrófagos inicialmente residentes peritoneais foram incubados na presença 

da CTX, ou em meio de cultura (controle), por duas horas e em seguida lavados e 

incubados em meio de cultura RPMI, contendo LPS (5μg/mL), por 24 horas. Em 

seguida, neutrófilos obtidos da cavidade peritoneal de ratos, 4 horas após a injeção de 

carragenina, foram ressuspensos e incubados na presença dos macrófagos inflamatórios 

ou nos sobrenadantes destes macrófagos, por um período de 24 horas. Após este período 

a capacidade fungicida e a liberação de NO e citocinas foram determinadas.  

Monoculturas de macrófagos e neutrófilos foram mantidas como ensaios 

controles para avaliar a ação da CTX sobre a liberação dos mediadores investigados, 

bem como as atividades funcionais destas células. 
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Protocolo Experimental: Liberação de NO e citocinas (TNF-α, IL-1β, CINC-

2 α/β) e determinação da atividade fungicida por neutrófilos co-cultivados com 

macrófagos inflamatórios pré-tratados com CTX. Para tanto: 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 – Animais  

Foram utilizados ratos Wistar (160-180g). Os animais foram fornecidos pelo 

Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos no Laboratório de Fisiopatologia com 

livre acesso a ração e água, por um período mínimo de dois a três dias antes de serem 

utilizados nos experimentos. Os protocolos experimentais realizados neste projeto 

foram aprovados pela Comissão de ética do Instituto Butantan (CEUAIB nº 1013/13). 

 

5.2 – Obtenção de Macrófagos Peritoneais 

 Os animais foram submetidos à eutanásia em câmara de CO2. Em seguida, a pele 

da região abdominal foi removida e 10 mL de PBS foram injetados na cavidade 

peritoneal. Após a massagem do abdômen, o fluído peritoneal foi colhido com o auxilio 

de pipeta Pasteur de polietileno. A suspensão de células peritoneais foi diluída na 

proporção de 1:80 (v:v), com líquido de Turk e a contagem total de células foi feita em 

Hemocitômetro de Neubauer.  

5.3 – Obtenção dos Neutrófilos (modelo de peritonite) 

 Com a finalidade de obter um exsudato peritoneal contendo 95% de neutrófilos, 

foi utilizado o modelo de peritonite. Para tanto, os animais foram anestesiados com 

solução composta por xilasina (Rumpum®) e quetamina (Ketalar®), em uma proporção 

de 1:1. Os animais anestesiados foram injetados pela via intraperitoneal, com solução de 

carragenina 4,5mg/kg em 1 mL de PBS estéril. Após as 4 horas, os animais serão 

sacrificados em CO2. A pele da região abdominal foi removida, a cavidade foi lavada 

com 10 mL de PBS estéril e o exsudato foi coletado com o auxílio de pipeta Pasteur de 



   
 

 
43 

 

polietileno. A suspensão de células peritoneais foi diluída na proporção de 1:80 (v:v), 

com líquido de Azul de Tripan e a contagem total de células foi feita em 

Hemocitômetro de Neubauer.  

5.4 – Obtenção da Crotoxina 

A CTX foi purificada a partir de veneno da espécie Crotalus durissus terrificus, 

liofilizado, extraído de vários exemplares de espécimes adultos, fornecido pelo 

Laboratório de Herpetologia do Instituto Butantan e estocado a -20°C.  A purificação da 

fração CTX do veneno foi realizada segundo o método descrito por Rangel-Santos e 

colaboradores (2004), pelo Prof. André Fonseca Alves, assistente técnico responsável 

do Laboratório de Fisiopatologia do Instituto Butantan. 

 

5.5 – Tratamento com a CTX e ensaio de co-cultura 

Os macrófagos peritoneais residentes foram obtidos conforme descrito no item 

5.2. As células (4x10
6
/mL de meio de cultura RPMI) foram aderidos em placa de 24 

poços por 1 hora. Após esse período, os poços foram lavados e incubados com 1 mL de 

meio de cultura RPMI (controle) ou meio de cultura RPMI na presença de CTX 

(0,3µg/mL), a 5% de CO2 a 37°C, por um período de 2 horas. Em seguida, as células 

foram lavadas e incubadas na presença de meio de cultura fresco contendo LPS 

(5µg/ml) por 24 horas. Neste mesmo período, neutrófilos (4x10
6 
céls/ml) foram obtidos 

conforme item 5.3 e incubados na presença de meio de cultura por 24 horas. Após esse 

período, foram lavados e incubados com os sobrenadantes coletados das monoculturas 

de macrófagos (contato célula-sobrenadante). As co-culturas foram realizadas por um 

período de 4 horas, 12 horas e 24 horas respectivamente, para a quantificação da 

produção do NO pelos neutrófilos.  
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Monoculturas de macrófagos e neutrófilos foram mantidas como ensaios 

controles para avaliar a ação da CTX sobre a liberação dos mediadores investigados. 

Para a quantificação em monoculturas de neutrófilos (4x10
6 

céls/ml), as células foram 

obtidas conforme item 5.3, incubadas com meio de cultura RPMI (controle) ou meio de 

cultura RPMI na presença de CTX (0,3µg/mL), a 5% de CO2 a 37°C, por um período de 

1 hora. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas na presença de meio de 

cultura fresco contendo LPS (5µg/ml) por 24 horas. A concentração da CTX, bem como 

o tempo de incubação com a toxina foi baseada em estudos anteriores (Sampaio et al., 

2003; 2005; 2006, Costa et al., 2011, Oliveira et al., 2012). 

 

5.6 Determinação da atividade fungicida  

 

5.6.1 Obtenção de Candida albicans 

Candida albicans (ATCC 9002-8) foi fornecida pelo Dr. Sandro Rogerio de 

Almeida do Departamento de Análises clínicas e Toxicológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. O fungo Candida albicans foi 

cultivado em meio Sabouraud dextrose 10%, a 37°C por 24 horas, para a obtenção de 

forma de levedura do fungo. Após o cultivo o fungo foi coletado com uma alça de 

platina e ressuspenso em PBS Dulbecos, pH 7,4. Uma suspensão contendo 5 x 10
6 

leveduras foi centrifugada a 1500 rpm, por 5 minutos e ressuspenso em meio RPMI para 

o ensaio da capacidade fungicida.  

 

5.6.2 Atividade fungicida 

Neutrófilos (1x10
6
/mL), tratados conforme item 5.5, foram centrifugados por 10 
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min, a 1000 rpm, 4°C e o pellet ressuspenso em 1,0 mL de meio de cultura RPMI 1640, 

mantendo a proporção de 1 célula: 4 leveduras de Candida albicans, respectivamente. 

Após 40 minutos de incubação em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 a 37°C, foram 

obtidos esfregaços utilizando uma citocentrífuga, na rotação de 800 rpm, por 5 minutos. 

A atividade fungicida foi determinada por meio da técnica proposta por Herscowitz 

(1981), modificada por Corazzini (1981) & Lima et al. (2012). Nesta técnica, apenas as 

leveduras intracelulares vivas, coram-se em azul pelo corante May-Grunwald-Giemsa. 

A atividade fungicida foi avaliada em microscópio de luz (objetiva de imersão), em 

neutrófilos que fagocitaram Candida albicans expressos através de “escore”, como 

segue descrito abaixo: 

                                       

                                        Resultado                                                       “Escore” 

 Nº de neutrófilos c/ nenhuma levedura de Candida albicans morta               x0 

 Nº de neutrófilos c/ uma levedura de Candida albicans morta                       x1 

 Nº de neutrófilos c/ 2 leveduras de Candida albicans morta                       x2 

 Nº de neutrófilos c/3 leveduras de Candida albicans morta                           x3 

 Nº de neutrófilos c/ mais de 3 leveduras de Candida albicans morta             x4 

 

 

5.7 - Geração de Espécies Reativas do Nitrogênio 

 

5.7.1 – Determinação da produção de Óxido Nítrico: A concentração de NO foi 

medida por meio do método colorimétrico indireto pelo reagente de Griess (1% 

sulfanilamida, 0,1% diicloreto de α-naftiletinodiamina, 2,5% de H3PO4), que determina 

indiretamente pela quantificação de nitrito (NO
-
2) produzido, no qual, reflete a produção 

de NO pelos neutrófilos.  As células (4x10
5
 céls/100µL) foram tratadas conforme itens 

5.5, e incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente com o reagente. O conteúdo de 
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nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes concentrações de Nitrito 

de Sódio (NaNO2), como padrão e a leitura da absorbância foi realizada a 540 nm. Os 

resultados foram expressos em µmoles de NO
-
2 por 4x10

5 
neutrófilos/100µL (Stuehr & 

Nathan, 1989). 

 

5.8 Quantificação da produção de Citocinas (TNF-α, IL-1β e CINC-2 α/β) 

 As citocinas presentes nos sobrenadantes das co-culturas e monoculturas 

(100µl), foram mensuradas através do ensaio imunoenzimático de ELISA, conforme as 

especificações do fabricante. Resumidamente, microplacas de ELISA (Immuno 

Maxisorp, Nunc, NJ), foram sensibilizadas com anticorpos primários monoclonais ou 

policlonais, anti-IL-1β, TNF-α e CINC-2 α/β, reativos para ratos (R&D Systens, 

Minneapolis, MN), e incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. Após incubação 

as placas foram bloqueadas com PBS/Soro Albumina bovina 4%, por 1 hora em 

temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas as amostras e as diluições 

seriadas da curva padrão, as placas foram incubadas por duas horas à temperatura 

ambiente e após o término deste período, os respectivos anticorpos secundários anti-

citocinas/anti-quimiocinas foram adicionados e incubados por 2 horas. A seguir, foi 

adicionada streptoavidina-peroxidase conjugada do Kit e as placas foram incubadas por 

20 minutos, sob proteção da luz, para o desenvolvimento de cor. Após incubação foi 

adicionado o substrato 3,3’,5,5’ tetrametilbenzedina (TMB, R&D) e a reação foi 

interrompida pela adição de ácido sulfúrico 2N. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas de ELISA à 450 nm (Spectra Max, 190, Molecular Devices). 

 As concentrações de citocinas foram determinadas por comparação com uma 

curva padrão preparada com as citocinas recombinantes de murídeos (R&D Systens), 

que podem ser detectados em pg/ml (15-4000 pg/ml). As concentrações de citocinas 
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expressas como a quantidade de citocina induzida em picogramas por 4x10
5
 

neutrófilos/ml. 

   

5.9 Análise estatística 

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

foram analisados estatisticamente por ANOVA e teste de Bonferroni (INSTAT – 

GraphPad Software). 
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6 RESULTADOS  

6.1 Efeito modulatório dos sobrenadantes de macrófagos previamente tratados 

com CTX sobre a capacidade fungicida por neutrófilos 

 6.1.1. Atividade fungicida por monoculturas de neutrófilos  

 Neutrófilos, incubados na presença da CTX (0,3 µg/ml) por 1 hora e mantidos 

em cultura por 24 horas, não apresentaram diferença estatisticamente significativa na 

capacidade fungicida, quando comparado aos seus respectivos controles (Figura 7 A). 

 

 6.1.2. Atividade fungicida por neutrófilos após co-cultura 

Por outro lado, conforme demonstrado na Figura 7 B, neutrófilos co-cultivados 

na presença do sobrenadante de macrófagos inflamatórios tratados previamente com 

CTX, apresentaram significativo aumento na capacidade fungicida (127%), quando 

comparadas às células incubadas nos sobrenadantes obtidos de monoculturas de 

macrófagos controles.  
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Figura 7. Atividade funcional de neutrófilos co-cultivados no sobrenadante de 

macrófagos inflamatórios pré-tratados com CTX 
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Os neutrófilos foram coletados do exsudato peritoneal de ratos, após 4 horas a injeção 

de carragenina e incubados (4x10
6
 células), tratados ou não previamente com CTX 

(0.3µg/ml), por um período de 1 hora (A - monoculturas controles) ou incubados no 

sobrenadante de monoculturas de macrófagos pré-tratados com a CTX (0,3μg/mL) ou 

apenas na presença de meio (controle), por um período de 2 h e estimulados com LPS 

(5μg/mL), por 24 horas (B- co-culturas). Para a determinação da capacidade fungicida, 

os neutrófilos foram retirados da cultura após 24 horas de incubação, centrifugados e 

ressuspensos na presença de 1 mL de meio de cultura contendo as partículas de Candida 

albicans (1cel:3 particulas Ca), por 4 horas. A capacidade fungicida foi determinada por 

teste de coloração de exclusão, onde apenas as leveduras intracelulares vivas coram-se 

em azul pela contagem de leveduras vivas e mortas, expressas em “escore”. A 

porcentagem da atividade fungicida foi quantificada em cada amostra, pela contagem de 

100 células em microscopia de luz. Os resultados são representativos de 3 ensaios 

distintos e expressam a média ± e.p.m de 3 animais para obtenção dos macrófagos e 2 

animais para obtenção dos neutrófilos. *P<0,01, por comparação ao grupo controle. 
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6.2 Efeito da CTX sobre a produção de TNF-α por neutrófilos 

 6.2.1 – Produção de TNF-α por monoculturas de neutrófilos 

 Em relação à produção de TNF-α por monoculturas de neutrófilos tratados 

previamente com CTX (0,3µg/ml) por 1 hora, não foram observadas diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos, nos diferentes períodos investigados. Porem, 

pode-se observar queda nos níveis do mediador investigado entre as 12ª horas e 24ª horas 

(Figura 8 A). 

 6.2.2 – Produção de TNF-α por neutrófilos após co-cultura 

 Neutrófilos co-cultivados nos sobrenadantes de macrófagos inflamatórios, tratados 

com CTX (0,3 µg/ml), não apresentam diferença estatisticamente significativa nos níveis de 

TNF-α entre os grupos (controle/tratado), nos diferentes períodos de incubação 4, 12 e 24 

horas, respectivamente. Novamente, observa-se queda nos níveis do mediador investigado 

entre as 12ª horas e 24ª horas de co-cultura (Figura 8 B). 

 6.2.3 – Produção de TNF-α por neutrófilos após co-cultura e submetidos à 

atividade fungicida 

 Conforme demonstrado na Figura 8 C, diferentemente ao observado nas situações 

anteriores, pode-se observar que neutrófilos co-cultivados por 4 horas na presença de 

macrófagos inflamatórios tratados com CTX, submetidos à capacidade fungicida, 

apresentaram aumento significativo nos níveis de TNF-α (4,25x), em relação ao grupo 

controle. No entanto, após a 12ª hora e 24ª hora, não é observada diferença na produção de 

TNF-α, entre os grupos tratados e controles. Diferentemente ao observado anteriormente, 

observa-se aumento na produção do mediador investigado ao longo das 24 horas de 

incubação (Figura 8 C). 

 



   
 

 
52 

 

0

1000

2000

3000

4000

Controle CTX Controle CTX Controle CTX

T
N

F
-α

(p
g

/m
L

)
Monocultura de Neutrófilos 

4 h 12 h 24 h

SD SD

0

500

1000

1500

Controle CTX Controle CTX Controle CTX

T
N

F
-α

(p
g

/m
L

)

Produção por Neutrófilos após a Co-cultura

4 h 12 h 24 h

0

200

400

600

800

1000

Controle CTX Controle CTX Controle CTX

T
N

F
-α

(p
g

/m
L

)

Produção por Neutrófilos Co-cultivados e submetidos à Atividade 

Fungicida 

4 h 12 h 24 h

*

Figura 8. Produção de TNF-α por neutrófilos 
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Para a determinação de TNF-α em monocultura de neutrófilos (A), os mesmos foram 

coletados do exsudato de ratos após 4 horas a injeção de carragenina e incubados 

(4x10
6
células), tratados ou não previamente com CTX (0,3µg/ml), por um período de 1 

hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. Após os diferentes períodos, 

os sobrenadantes foram obtidos. Para a determinação do TNF-α após a realização da co-

cultura (B), os neutrófilos foram incubados com o sobrenadante obtido de cultura de 

macrófagos inflamatórios pré-tratados com a CTX (0,3µg/mL) ou apenas na presença 

de meio de cultura (controle), por um período de 2 h, estimulados com LPS (5µg/mL), 

por 24 horas. Após esse período, os neutrófilos foram co-cultivados nos sobrenadantes 

dos macrófagos por 4, 12 e 24 horas. Após os diferentes períodos, os sobrenadantes 

foram obtidos. Para a determinação do TNF-α após o ensaio da atividade fungicida (C), 

os neutrófilos submetidos à co-cultura com o sobrenadante de macrófagos, nos 

diferentes períodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e submetidos à 

atividade fungicida por um período de 4 horas. Para a determinação da produção de 

TNF-α as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais ou 

policlonais, anti-TNF-α e incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. Em 

seguida,os neutrófilos foram retirados da cultura, plaqueadas (100µL) em placas de 96 

poços e incubados por 2 horas à temperatura ambiente. Após o término deste período, 

os respectivos anticorpos secundários anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios 

foram realizados em quadruplicatas e, a absorbância foi determinada em leitor de 

ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade óptica (D.O.) e calculando-se os 

resultados em picogramas de TNF-α por 4x10
5
 neutrófilos/ml. Os resultados são 

representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média ± e.p.m de 3 animais para 

obtenção dos macrófagos e 2 animais para obtenção dos neutrófilos. Na Figura 8C, 

*P<0,0001, por comparação ao respectivo grupo controle. 
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6.3 Efeito da CTX sobre a produção de IL-1β por neutrófilos 

 6.3.1 – Produção de IL-1β por neutrófilos 

 Neutrófilos, tratados com CTX (0,3 µg/ml) por 1 hora e mantidos em cultura por 

4 horas apresentaram inibição significativa (76%) na produção de IL-1β, quando 

comparados com seus respectivos controles. Entretanto, na 12ª hora e 24ª hora pode-se 

observar um decréscimo nos níveis de IL-1β e demonstra que a adição da CTX durante 

estes períodos não afetou a liberação do mediador investigado em relação aos grupos 

controles (Figura 9 A). 

 6.3.2 – Produção de IL-1 β por neutrófilos após co-cultura 

 A Figura 9 B, demonstra que neutrófilos co-cultivados no sobrenadante de 

macrófagos inflamatórios tratados com CTX, não apresentaram alterações 

estatisticamente significativas na produção do presente mediador investigado. 

 6.3.3 – Produção de IL-1 β por neutrófilos após co-cultura e submetidos ao 

ensaio da capacidade fungicida 

 Conforme demonstrado na Figura 9 C não são observadas diferenças 

estatisticamente significativas dos níveis de IL-1β entre os grupos, nos diferentes 

períodos de incubação, durante a atividade fungicida de neutrófilos. 
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Para a determinação da produção de IL-1β em monocultura de neutrófilos (A), os 

mesmos foram coletados do exsudato de ratos após 4 horas a injeção de carragenina e 

incubados (4x10
6
células), tratados ou não previamente com CTX (0,3µg/ml), por um 

período de 1 hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. Após os 

diferentes períodos, os sobrenadantes foram obtidos. Para a determinação da IL-1β  

após a realização da co-cultura (B), os neutrófilos foram incubados com o sobrenadante 

obtido de cultura de macrófagos inflamatórios pré-tratados com a CTX (0,3µg/mL) ou 

apenas na presença de meio de cultura (controle), por um período de 2 h, estimulados 

com LPS (5µg/mL), por 24 horas. Após esse período, os neutrófilos foram co-cultivados 

nos sobrenadantes dos macrófagos por 4, 12 e 24 horas. Após os diferentes períodos, os 

sobrenadantes foram obtidos. Para a determinação da IL-1β  após o ensaio da atividade 

fungicida (C), os neutrófilos submetidos à co-cultura com o sobrenadante de 

macrófagos, nos diferentes períodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e 

submetidos à atividade fungicida por um período de 4 horas. Para a determinação da 

produção de IL-1β as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais 

ou policlonais, anti-IL-1β e incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. Em 

seguida,os neutrófilos foram retirados da cultura, plaqueadas (100µL) em placas de 96 

poços e incubados por 2 horas à temperatura ambiente. Após o término deste período, 

os respectivos anticorpos secundários anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios 

foram realizados em quadruplicatas e, a absorbância foi determinada em leitor de 

ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade óptica (D.O.) e calculando-se os 

resultados em picogramas de IL-1β por 4x10
5
 neutrófilos/ml. Os resultados são 

representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média ± e.p.m de 3 animais para 

obtenção dos macrófagos e 2 animais para obtenção dos neutrófilos. Na Figura 9A, 

*P<0,05, por comparação ao respectivo grupo controle. 
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6.4 Efeito da CTX sobre a produção de Cinc-2 por neutrófilos 

 6.4.1 – Produção de Cinc-2 por monoculturas de neutrófilos 

Neutrófilos, coletados do exsudato peritoneal de ratos, tratados com CTX (0,3 

µg/ml) por 1 hora, não demonstraram diferença significativa na liberação de Cinc-2, 

após 4, 12 e 24 horas de cultura, quando comparados às células incubadas apenas na 

presença de meio de cultura, no mesmo período (Figura 10 A). 

 

6.4.2 – Produção de Cinc-2 por neutrófilos após co-cultura 

A Figura 10 B, demonstra, que neutrófilos co-cultivados na presença de 

sobrenadantes de macrófagos previamente tratados com CTX, não apresentam diferença 

na produção de Cinc-2, quando comparados aos seus respectivos controles, 

independente do período avaliado. 

 

6.4.3 – Produção de Cinc-2 por neutrófilos após co-cultura e submetidos a 

capacidade fungicida 

Neutrófilos co-cultivados por diferentes períodos na presença de sobrenadante 

obtidos de macrófagos inflamatórios, tratados previamente com CTX (0,3 µg/ml) e 

submetidos ao ensaio da capacidade fungicida, não apresentaram diferença significativa 

na liberação de Cinc-2, quando comparado aos respectivos grupos controles (Figura 10 

C). 
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Figura 10. Produção de Cinc-2 por neutrófilos 
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Para a determinação da Cinc-2 em monocultura de neutrófilos (A), os mesmos foram 

coletados do exsudato de ratos após 4 horas a injeção de carragenina e incubados 

(4x10
6
células), tratados ou não previamente com CTX (0,3µg/ml), por um período de 1 

hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. Após os diferentes períodos, 

os sobrenadantes foram obtidos. Para a determinação da Cinc-2 após a realização da co-

cultura (B), os neutrófilos foram incubados com o sobrenadante obtido de cultura de 

macrófagos inflamatórios pré-tratados com a CTX (0,3µg/mL) ou apenas na presença 

de meio de cultura (controle), por um período de 2 h, estimulados com LPS (5µg/mL), 

por 24 horas. Após esse período, os neutrófilos foram co-cultivados nos sobrenadantes 

dos macrófagos por 4, 12 e 24 horas. Após os diferentes períodos, os sobrenadantes 

foram obtidos. Para a determinação da Cinc-2 após o ensaio da atividade fungicida (C), 

os neutrófilos submetidos à co-cultura com o sobrenadante de macrófagos, nos 

diferentes períodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e submetidos à 

atividade fungicida por um período de 4 horas.  Para a determinação da produção de 

Cinc-2 as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais ou 

policlonais, anti-Cinc-2 e incubadas por 18 horas à temperatura ambiente. Em 

seguida,os neutrófilos foram retirados da cultura, plaqueadas (100µL) em placas de 96 

poços e incubados por 2 horas à temperatura ambiente. Após o término deste período, 

os respectivos anticorpos secundários anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios 

foram realizados em quadruplicatas e, a absorbância foi determinada em leitor de 

ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade óptica (D.O.) e calculando-se os 

resultados em picogramas de Cinc-2 por 4x10
5
 neutrófilos/ml. Os resultados são 

representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média ± e.p.m de 3 animais para 

obtenção dos macrófagos e 2 animais para obtenção dos neutrófilos.  
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6.5 Efeito da CTX sobre a produção de NO por monoculturas de macrófagos 

 Os resultados apresentados na Figura 11 A, demonstram que macrófagos 

residentes obtidos da cavidade de ratos, quando tratados com CTX (0.3µg/ml), por 2 

horas apresentaram aumento significativo (50%) na produção de óxdo nítrico, quando 

comparados aos nacrófagos incubados apenas na presença de meio de cultura. 

 

6.6 Efeito da CTX sobre a produção de NO por monoculturas de neutrófilos 

 Diferentemente ao observado para os macrófagos, os resultados demosntrados 

na Figura 11 B, indicam que a CTX não afetou a produção de óxido nítrico por 

neutrófilos obtidos do exsudato peritoneal de ratos, tratados com CTX por 1 hora, onde 

não há diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 11. Produção de Óxido Nítrico por macrófagos 
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Determinação da produção NO
-
2 por macrófagos (A), as células foram coletadas da 

cavidade peritoneal de ratos e aderidas (4x10
6
 células por poço em placas de 96 poços), 

na presença de meio de cultura RPMI 1640, com 10% SFB, por 1 hora. Após este 

período, as células foram tratadas com CTX (0,3µg/mL), por 2 horas. Em seguida, as 

células foram lavadas e incubadas na presença de meio de cultura fresco contendo LPS 

(5µg/ml) por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes dos macrófagos foram incubados 

por 10 minutos à temperatura ambiente com o reagente de griess. Determinação da 

produção NO
-
2 por Neutrófilos (B), as células foram coletadas do exsudato peritoneal de 

ratos, após 4 horas a injeção de carragenina e incubadas na presença de CTX 

(0,3µg/mL), ou apenas na presença de meio de cultura (controle), por um período de 1 

hora, e posteriormente, incubados na presença de meio de cultura contendo LPS 

(5µg/mL), por 24 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada e os sobrenadantes foram 

coletados e incubados por 10 minutos à temperatura ambiente com o reagente de griess. 

O conteúdo de nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes 

concentrações de Nitrito de Sódio (NaNO2), como padrão e a leitura da absorbância foi 

realizada a 540 nm. Os resultados foram expressos em µmoles de NO
-
2 por 4x10

5 

neutrófilos/100µL. Os resultados são representativos de 3 ensaios distintos e expressam 

a média ± e.p.m de 3 animais para obtenção dos macrófagos e 2 animais para obtenção 

dos neutrófilos. *P<0,001, por comparação ao grupo controle. 
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6.7 Efeito modulatório da CTX sobre a liberação de NO por neutrófilos em modelo 

de co-cultura e submetidos a capacidade fungicida 

6.7.1 – Produção de NO por neutrófilos co-cultivados com macrófagos pré-

tratados e submetidos à atividade fungicida  

Neutrófilos co-cultivados por 24 horas com macrófagos inflamatórios 

previamente tratados com CTX, e incubados com partículas de Candida albicans 

apresentaram aumento significativo (90%) na produção de NO, quando comparadas às 

células incubadas apenas na presença de meio de cultura (Figura 13 A). 

 

6.7.2 – Produção de NO por neutrófilos co-cultivados com sobrenadantes de 

macrófagos pré-tratados e submetidos à atividade fungicida  

O mesmo comportamento estimulatório sobre a produção de NO foi observado, 

em neutrófilos submetidos à atividade fungicida (101%), após o co-cultivo por 24 horas 

no sobrenadante coletado de monoculturas de  macrófagos inflamatórios previamente 

tratados com CTX, quando comparadas às células incubadas nos sobrenadantes obtidos 

de monoculturas de macrófagos apenas com meio de cultura (Figura 13 B). 
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Figura 13. Efeito modulatório da CTX sobre a produção de NO por neutrófilos co-

cultivados com macrófagos (A) ou sobrenadante de macrófagos (B) pré-tratados 

com a CTX, após ensaio da capacidade fungicida. 
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Para a determinação da produção NO
-
2 por neutrófilos co-cultivados com macrófagos 

pré-tratados (A) ou co-cultivados com sobrenadantes de macrófagos pré-tratados (B), 

inicialmente macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de ratos e aderidos 

(4x10
6
 células) na presença de meio de cultura RPMI 1640, com 10% SFB, por 1 hora. 

Após este período, as células foram tratadas com CTX (0,3µg/mL), por 2 horas. Em 

seguida, as células foram lavadas e incubadas na presença de meio de cultura fresco 

contendo LPS (5µg/ml) por 24 horas. Os neutrófilos foram coletados do exsudato 

peritoneal de ratos, após 4 horas a injeção de carragenina e incubados na presença de 

macrófagos ou de sobrenadantes obtidos desses macrófagos, por um período de 24 

horas. Após esse período, os neutrófilos foram retirados das co-culturas, centrifugados e 

ressuspensos na presença de 1 mL de meio de cultura contendo as partículas de Candida 

albicans (1cel:3 particulas Ca), por 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram 

centrifugados e incubados por 10 minutos à temperatura ambiente com o reagente de 

griess. O conteúdo de nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes 

concentrações de Nitrito de Sódio (NaNO2), como padrão e a leitura da absorbância foi 

realizada a 540 nm. Os resultados foram expressos em µmoles de NO
-
2 por 4x10

5 

neutrófilos/100µL. Os resultados são representativos de 3 ensaios distintos e expressam 

a média ± e.p.m de 3 animais para obtenção dos macrófagos e 2 animais para obtenção 

dos neutrófilos. *P<0,001, por comparação ao grupo controle. 
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7 DISCUSSÃO 

 Como citado na Introdução, macrófagos tratados com CTX ou o sobrenadantes 

obtidos desses macrófagos acarretam importante ação estimulatória sobre a liberação de 

peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso por neutrófilos, principalmente após o 

estímulo dos macrófagos com o LPS, em modelo de co-cultura, evidenciando a 

importante ação modulatória da CTX na cooperação inter-celular (Oliveira et al., 2012). 

Apesar dessas evidencias, os mediadores envolvidos nesta ação estimulatória não foram 

demonstrado na sua totalidade. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a atividade funcional e os 

possíveis mediadores secretados por neutrófilos durante e após diferentes períodos de 

ensaio de co-cultura na presença de macrófagos tratados com CTX.  

 Inicialmente, avaliou-se a capacidade fungicida de neutrófilos, após incubação 

dos mesmos nos sobrenadantes de macrófagos inflamatórios tratados previamente com 

CTX. Como controle, foram realizadas culturas de neutrófilos tratadas diretamente na 

presença da CTX (0,3µg/mL). Os resultados obtidos evidenciam que em monoculturas 

de neutrófilos inflamatórios obtidos, após 4 horas da injeção da carragenina na cavidade 

peritoneal de ratos, quando tratados com CTX, não apresentaram alteração na 

capacidade fungicida em relação ao grupo controle (Figura 7 A). Entretanto, quando os 

neutrófilos foram incubados em sobrenadantes de macrófagos previamente tratados com 

a toxina e estimulados com LPS, foram capazes de aumentar significativamente a morte 

de leveduras de Candida albicans (Figura 7 B). Esses resultados obtidos demonstram 

que os macrófagos, na presença da CTX, são importantes para a ativação de neutrófilos. 

 Diversos trabalhos demonstram que o LPS acarreta estado de ativação dos 

macrófagos ideais para responderem às injúrias, sendo essa resposta orquestrada 

principalmente por macrófagos M1 (Meffert & Baltimore, 2005), perfil caracterizado 
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pelo aumento da liberação e produção de espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio, 

moléculas fundamentais para potencializar a capacidade secretória de neutrófilos 

(Marcinkinewiks, 1994; Sierra-Filardi et al., 2011; Muralidharan & Mandrekar, 2013). 

Esta ativação culmina na transcrição de vários genes para a produção de citocinas, tais 

como IL-1β, IL-8, TNF-α, amplificando o mecanismo de cooperação destas células no 

processo inflamatório infeccioso (Silva, 2010 a e b). 

Assim, com a finalidade de verificar se o aumento da liberação de reativos do 

oxigênio, observado em estudo anterior (Oliveira et al., 2012), bem como da atividade 

fungicida de neutrófilos co-cultivados no sobrenadante de macrófagos inflamatórios 

tratados com CTX estariam associados à ação de citocinas pró-inflamatórias, foram 

avaliados os níveis de TNF-α, IL-1β, e Cinc-2, nos sobrenadantes de neutrófilos, após a 

co-cultura de macrófagos tratados com CTX e após a atividade fungicida.  

 Em relação ao efeito direto da CTX sobre a produção de TNF-α por 

monoculturas de neutrófilos, obtidos após 4 horas de injeção da carragenina na cavidade 

peritoneal de ratos, não foram observadas alterações nos níveis plasmáticos do presente 

mediador investigado em relação às monoculturas mantidas apenas em meio de cultura, 

entre a 4ª hora e 12ª hora de incubação. Na 24º hora, os níveis desse mediador não 

foram detectados em ambas as culturas (tratada/controle) (Figura 8 A). Quando 

investigado o nível desse mediador em sobrenadantes de neutrófilos co-cultivados, em 

diferentes períodos em sobrenadantes de macrófagos inflamatórios, não foi observada, 

novamente, diferenças na análise quantitativa entre os grupos tratados e controles 

(Figura 8 B). Entretanto, conforme demonstrado na Figura 8 C, observa-se aumento da 

significativo da produção de TNF-α por neutrófilos co-cultivados por 4 horas no 

sobrenadante de macrófagos pré-tratados com CTX e submetidos à atividade fungicida. 
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Esse aumento, induzido pela atividade funcional desempenhada pelo neutrófilo, não foi 

observada nos demais períodos avaliados (12ª e 24ª horas), evidenciando a importância 

deste mediador, nas primeiras horas da atividade funcional dos neutrófilos estimulados 

pela incubação previa com sobrenadantes de macrófagos tratados com a CTX.  

Quanto à produção de IL-1β, foi observada inibição significativa (76%), na 

produção do mediador por monoculturas de neutrófilos tratados com CTX, na 4ª hora de 

incubação (Figura 9 A). Estes dados corroboram aos dados demonstrados por nosso 

grupo (Nunes et al., 2012), que são compatíveis com o perfil anti-inflamatório descrito 

para esta toxina. Esta ação inibitória não foi detectada nos demais períodos avaliados. 

Quando os neutrófilos foram co-cultivados no sobrenadante de macrófagos 

inflamatórios, observa-se redução percentual nos níveis de IL-β entre 4 e 12 horas de 

incubação, porém essa redução não foi estatisticamente diferente (Figuras 9  B). Da 

mesma forma, no sobrenadante de neutrófilos submetidos à atividade fungicida não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, nos 

diferentes períodos (Figura 9 C). Baseado nestes fatos podemos sugerir que a IL-1β, 

não está envolvida no aumento da capacidade fungicida de neutrófilos. 

 Outra citocina que apresenta-se aumentada em neutrófilos estimulados é a Cinc-

2. Assim, a produção desta citocina foi avaliada. Os resultados obtidos demonstraram 

que não houve diferenças estatisticamente diferentes entre os grupos das monoculturas, 

co-culturas e nos sobrenadantes de neutrófilos co-cultivados e submetidos à atividade 

fungicida (Figuras 10 A, B e C, respectivamente). Porém, é interessante notar que na 

12ª hora, de todos os ensaios, é observado aumento percentual desta citocina, apesar de 

não serem significativamente diferentes. Provavelmente, ensaio de migração de 

neutrófilos permita comprovar o aumento da produção de Cinc-2, por neutrófilos 
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estimulados pela presença de macrófagos inflamatórios ou seus sobrenadantes tratados 

com CTX, já que, esta citocina é amplamente produzida por estas células durante o 

processo inflamatório (Knudsen et al.,2002). 

 Como citado anteriormente, diversos trabalhos da literatura demonstram que as 

citocinas, apresentam ações importantes na modulação de neutrófilos no processo 

inflamatório, principalmente gerados por macrófagos classicamente ativados, onde são 

evidentes altas concentrações de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-8, 

que induzem a ativação e migração de neutrófilos ao local da injúria, como demonstrado 

em modelos de endotoxemia e sepse (Cunha et al., 1986; Luster, 1998; Fine et al., 

2001; Kundsen et al., 2002). Mas, apesar dessas evidências, os resultados 

presentemente obtidos não demonstram participação relevante das citocinas, durante a 

ativação induzida pelo co-cultivo de neutrófilos por macrófagos tratados com CTX. 

Entretanto, durante a atividade fungicida por neutrófilos, previamente incubados por 4 

horas no sobrenadante de macrófagos tratados com CTX, observou-se aumento 

marcante (4,25x) da produção de TNF-α. 

 O TNF-α é uma citocina produzida em resposta a infecção fúngica na fase 

inicial da infecção estimulada por C. albicans (Vecchiarelli et al., 1991), por diferentes 

células, incluindo macrófagos e neutrófilos. Estudos in vitro demonstraram que o TNF-

α pode ativar macrófagos e neutrófilos, levando ao aumento do “burst oxidativo”, da 

fagocitose e da atividade fungicida (Djeu et al., 1986; Ferrante, 1989; Jupin; Parant; 

Chedids, 1989; Shalaby et al., 1985).  

A liberação de TNF-α por macrófagos, durante a fase inicial da resposta 

inflamatória ao fungo, atrai e ativa neutrófilos para um estado efetor antifúngicos 

(Diamond; Lyman; Wysong, 1991). Esse fato pode explicar, pelo menos em parte, a 
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produção substancial de TNF-α pelos neutrófilos logo nas primeiras horas de incubação 

na presença do sobrenadante de macrófagos. 

Ainda, o TNF-alfa, por sua vez, ativa macrófagos e neutrófilos a fagocitar o 

fungo e a liberar reativos do oxigênio e nitrogênio (NO), eliminando, então, o patógeno 

invasor (Kulberg et al., 1993).  

Assim, além da determinação da produção das citocinas, a produção de NO por 

neutrófilos foi determinada. Inicialmente, foi avaliada a capacidade da CTX, per se, em 

induzir a produção desse reativo por neutrófilos. Como controle positivo, foi realizada 

cultura de macrófagos, células responsivas à ação estimulatória desta toxina sobre o 

metabolismo. De fato, conforme demonstrado em estudos anteriores (Faiad et al., 2011; 

Costa et al., 2013), a CTX (0,3µg/ml), foi capaz de acarretar aumento (50%), da 

liberação de NO por macrófagos (Figura 11 B). Entretanto, diferentemente ao 

observado para macrófagos, neutrófilos obtidos após 4 horas da injeção de carragenina, 

na cavidade peritoneal de ratos, não apresentaram alteração nos níveis de NO (Figura 

11 A). Esse efeito distinto da CTX sobre macrófagos e neutrófilos pode ser devido às 

diferenças existentes entre as duas células no mecanismo de “burst oxidativo”. Apesar 

dessas células originarem-se de um precursor comum “stem cell”, algumas 

modificações progressivas durante a maturação levam a especialização desses fagócitos. 

Nos macrófagos a geração de reativos está associada a NAPH-oxidase internalizada na 

membrana plasmática durante a formação do fagossoma, em contraste nos neutrófilos, 

além da ativação da NADPH-oxidase da membrana, essas células recrutam NADPH-

oxidase adicional para o fagossoma após fusão de grânulos (Nordenfelt & Tapper, 

2011). 
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Assim, considerando a complementaridade funcional entre essas células, foi 

avaliada a ação modulatória de macrófagos inflamatórios tratados com CTX sobre a 

produção de NO por neutrófilos, após co-cultura e submetidos ao ensaio da capacidade 

fungicida. Os resultados obtidos demonstraram que neutrófilos na presença de 

macrófagos tratados com CTX (0,3µg/ml) ou na presença do sobrenadante dessas 

células, apresentaram aumento significativo nos níveis de NO, quando comparados aos 

respectivos grupos controle (Figura 13 A e B). 

 Dessa forma, podemos sugerir que o aumento da produção de NO seja 

fundamental para potencializar a capacidade metabólica de neutrófilos (Carballal et al., 

2013), e, consequentemente a atividade microbicida destas células (Galli et al., 2011). 

Estes resultados corroboram com dados da literatura, que apontam que a sinalização do 

óxido nítrico é importante na regulação de intermediários reativos do oxigênio (Suzuki 

et al., 2002). Principalmente em ânion superóxido, pois quando, ambos NO e O
-
2, são 

sintetizados dentro das células, onde eles se fundem espontaneamente, para gerar 

peroxinitrito através de reação de difusão controlada. Sendo assim, o peroxinitrito 

(ONOO-), é um dos mais importantes agentes oxidantes, na resolução de diversos 

processos fisiopatológicos (Huie &Padmaja, 1993; Szabo, 2007; Pacher et al., 2007; 

Carballal et al., 2013). 

 Em conjunto, estes resultados obtidos permitem sugerir que a indução da 

capacidade secretória e funcional de neutrófilos está relacionada ao aumento do 

metabolismo oxidativo de macrófagos frente à ação da CTX e que, através destes 

mecanismos podem atuar como indutores na ativação de neutrófilos, onde adquirem 

propriedades metabólicas, tais como a capacidade da produção de TNF-α aumentada, na 
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fase inicial da co-cultura, importante para a geração de espécies reativas do oxigênio e 

do nitrogênio, cruciais para sua ação microbicida (Silva, 2010 a e b).  

Desta forma, este estudo contribui com a ampliação dos conhecimentos sobre as 

ações da CTX sobre a resposta inflamatória e evidencia, mais uma vez, o potencial desta 

toxina como uma importante ferramenta científica para os estudos dos mecanismos 

envolvidos no controle da ação cooperativa entre neutrófilos e macrófagos como células 

efetoras e moduladoras da imunidade inata. 

 

♠  

  



   
 

 
73 

 

8 CONCLUSÃO 

 

Neutrófilos co-cultivados na presença de macrófagos inflamatórios previamente 

tratados com CTX ou com o sobrenadante dessas células apresentam a capacidade 

fungicida significativamente aumentada, acompanhada pelo aumento do TNF-α e 

produção de óxido nítrico. 
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