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RESUMO

Os esteroides cardiotbnicos sdo compostos naturais capazes de inibir a Na*/K*-
ATPase. Esses esteroides, tais como, a marinobufagina e a ouabaina, foram
identificados como substancias endégenas presentes no plasma de mamiferos. Nosso
grupo vem evidenciando o papel modulador da ouabaina na resposta imunoldgica,
pela descricao e caracterizacao de seu efeito anti-inflamatorio. No entanto, ainda nao
h& relatos na literatura sobre a marinobufagina nesse aspecto. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi analisar, in vivo e in vitro, o papel da marinobufagina na inflamacéao.
Inicialmente, camundongos Swiss foram tratados via intraperitoneal (i.p.) com a
marinobufagina na dose 0,56 mg/kg, a mesma utilizada nos experimentos com a
ouabaina (LEITE et al., 2015), durante trés dias consecutivos. Uma hora apés o ultimo
dia de tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (2 mg/mL) via
intraperitoneal, de modo a induzir uma inflamacdo no peritbnio. Apés 4 h, o fluido
peritoneal foi coletado e utilizado para a contagem das células por microscopia optica
e para a quantificacdo das citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) pelo ensaio
imunoenzimético (ELISA). O zimosan, como esperado, induziu aumento da migracao
celular e dos niveis das citocinas pro-inflamatérias no periténio. Por sua vez, o
tratamento com a marinobufagina foi capaz de reduzir o nimero total de células para
a cavidade peritoneal, pela reducao na migracdo das células polimorfonucleares. Além
disso, esse esteroide foi capaz de reduzir os niveis das citocinas IL-1B e IL-6. Esse
efeito parece ser independente do TNF-a, visto que os seus niveis ndo foram
alterados. Adicionalmente, foi avaliado o efeito da marinobufagina in vitro, pela cultura
de macréfagos peritoneais com o estimulo do zimosan (2 mg/mL) ou
lipopolissacarideo (LPS) (1 pug/mL). Na cultura de macréfagos com o estimulo do
zimosan, observou-se que as diferentes concentragdes da marinobufagina (10, 100,
1.000 e 10.000 nM) néo interferiram na viabilidade dos macréfagos peritoneais e
apenas a menor concentracdo foi capaz de reduzir os niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-1 B, IL-6 e TNF-a. Na cultura de macrofagos com o estimulo do LPS,
foi observado que todas as concentragdes da marinobufagina foram capazes de
reduzir a producédo do oxido nitrico (NO) nessas células. Dessa forma, a partir da
analise dos resultados, pode-se sugerir que h& evidéncias de que a marinobufagina
possui papel anti-inflamatorio in vivo e in vitro. Portanto, esse trabalho é pioneiro em
caracterizar o papel imunolégico do esteroide cardiotdnico marinobufagina.

Palavras-chave: Marinobufagina. Esteroides cardiotonicos. Inflamacéo.



ABSTRACT

Cardiotonic steroids are natural compounds capable of inhibiting the Na*/K*-ATPase.
These steroids, such as marinobufagenin and ouabain, have been identified as
endogenous substances present in mammalian plasma. Our group has been
demonstrating the role of ouabain in the immune response by describing and
characterizing its anti-inflammatory effect. However, there are still no reports in the
literature about the marinobufagenin in this regard. Therefore, the aim of this work was
to analyze, in vivo and in vitro, the role of marinobufagenin in inflammation. Initially,
Swiss mice were treated intraperitoneally (i.p.) with marinobufagenin at the dose 0,56
mg/kg, the same used in ouabain experiments (LEITE et al., 2015), for three
consecutive days. One hour after the last day of treatment, animals were stimulated
with zymosan (2 mg/mL) intraperitoneally, in order to induce peritoneum inflammation.
After 4 h, peritoneal fluid was collected and used for counting cells by optical
microscopy and for quantification of proinflammatory cytokines (IL-18, IL-6 and TNF-
a) by immunoenzymatic assay (ELISA). Zymosan, as expected, induced increased cell
migration and proinflammatory cytokine levels in the peritoneum. On the other hand,
marinobufagenin treatment was able to reduce the total number of cells into the
peritoneal cavity by reducing migration of polymorphonuclear cells. In addition, this
steroid was able to reduce IL-13 and IL-6 levels. This effect appears to be independent
of TNF-q, since its levels were not affected. In addition, in vitro effect marinobufagenin
was evaluated by culture of peritoneal macrophages with zymosan (2 mg/mL) or
lipopolysaccharide (LPS) (1 ug/mL) stimulation. In macrophage culture with zymosan
stimulation, it was observed that different concentrations of marinobufagenin (10, 100,
1,000 and 10,000 nM) did not interfere in viability of peritoneal macrophages and only
the lowest concentration was able to reduce proinflammatory cytokines IL -18, IL-6 and
TNF-a levels. In macrophage culture with the LPS stimulation, it was observed that all
marinobufagenin concentrations were able to reduce nitric oxide (NO) production in
these cells. Thus, from the analysis of the results, it can be suggested that there is
evidence that marinobufagenin has an anti-inflammatory role in vivo and in vitro.
Therefore, this work is pioneer in characterizing immunological role of the cardiotonic
steroid marinobufagenin.

Keywords: Marinobufagenin. Cardiotonic steroids. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esteroides cardiotdnicos

Os esteroides cardiotdnicos (comumente conhecidos como digitalicos)
constituem uma familia de compostos naturais que apresentam uma grande
diversidade estrutural, entretanto, todos possuem um nudcleo esteroidal em sua
estrutura, o qual € considerado o grupo farmacoférico responsavel pela atividade
desses compostos (SCHONFELD et al., 1985) e um anel lactbnico insaturado
presente na posi¢do 17 (C17). A natureza do anel lactbnico divide o grupo dos
esteroides em dois tipos: os cardenolidos, que apresentam uma butirolactona (anel
lactdbnico formado por cinco membros), como exemplo a ouabaina, e os
bufadienolidos, que apresentam uma pirona (anel lactbnico formado por seis
membros), como exemplo a marinobufagina (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Além
disso, alguns desses esteroides podem apresentar moléculas de a¢ucar na posicéo 3
(C3) e assim sdo chamados de glicosideos (Figura 1).

O uso clinico dos esteroides cardiotdnicos se iniciou em 1775 quando o
meédico inglés Willian Withering descobriu que extratos de plantas do género Digitalis
ajudavam pacientes que apresentavam quadros de insuficiéncia cardiaca e assim, por
mais de dois séculos os esteroides cardiotdnicos foram utilizados para o tratamento
da insuficiéncia cardiaca congestiva, apesar do desconhecimento do mecanismo
(BLAUSTEIN, 1993; GOTO et al., 1992). Em 1953, foi descoberto que esses
compostos eram capazes de se ligar e inibir a Na*/K*-ATPase, uma proteina
responsavel pelo processo de transporte ativo em grande parte das células animais,
na qual leva a saida de trés ions sddio (Na*) e entrada de dois ions potassio (K*) nas
células (SHATZMANN, 1953). Em seguida, no ano de 1960, a descoberta do trocador
Na*/Ca?* no musculo cardiaco de mamiferos levou a conclusdo de que, a inibicdo da
bomba de sédio e potassio por digitalicos, favorece o acimulo de Na* dentro da célula,
0 gue leva a reversdo do trocador Na*/Ca?*, gerando aumento da concentracédo de
Ca?* citosoélico e assim, resultando no aumento da contratilidade cardiaca (HANSEN,
1984). Portanto, os digitalicos constituem um grupo de esteroides que apresenta
capacidade de se ligar e inibir a Na*/K*-ATPase e por esse mecanismo aumentar a
contracdo cardiaca (STEYN, 1998).
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Figura 1. Estrutura quimica dos esteroides cardiotonicos
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Fonte: Adaptado de PRASSAS e DIAMANDIS, 2008. De acordo com o nimero de membros do seu
anel lactbnico, os esteroides cardiacos sao classificados em dois grupos: cardenolidos e
bufadienolidos. Alguns deles podem ainda apresentar moléculas de acUcar, como representado no
grupo dos cardenolidos.

Os cardenolidos, como a digoxina e ouabaina, foram originalmente isolados
de plantas, e os bufadienolidos, como a bufalina e marinobufagina, foram identificados
primeiramente na pele e glandula paratoide de anfibios (DVELA et al., 2007). Mais
tarde, varios compostos semelhantes a esses esteroides foram identificados em
tecidos de mamiferos, como no cérebro e glandulas suprarrenais e em fluidos
corporais, como no plasma, urina e no liquido cefalorraquidiano (WEIDEMANN, 2005).
Os esteroides cardiotonicos identificados endogenamente incluem varios membros da
classe dos cardenolidos e dos bufadienolideos, tais como: ouabaina (HAMLYN et al.,
1991), digoxina (LICHTSTEIN et al., 1993), marinobufagina (BAGROV et al., 1995),
bufalina (NUMAZAWA et al., 1995), telocinobufagina (KOMIYAMA et al., 2005), entre
outros. A biossintese desses compostos tem como precursor o colesterol e ocorre em

sua maioria no cortex da glandula adrenal e no hipotalamo, sendo controlada por
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mediadores como angiotensina Il, endotelina e adrenalina (GOTO et al., 1990;
QAZZAZ et al., 2004).

Assim como os esteroides cardiotdnicos exdgenos, os compostos endégenos
também sdo capazes de se ligar e inibir a Na*/K*-ATPase. Diversos trabalhos tém
demonstrado que essa proteina ndo atua apenas no equilibrio i6nico celular, mas
também como um importante transdutor de sinal (FAN; XIE; TIAN, 2017; LI; XIE, 2009;
XIE; ASKARI, 2002). Existe uma populacdo de Na*/K*-ATPases que reside em uma
regido da membrana celular chamada cavéola e que ndo desempenha o papel
classico de transporte i6nico. Sabe-se que essa Na*/K*-ATPase caveolar esta ligada
a uma quinase chamada Src, mantendo a bomba inativa (LIANG et al., 2007). Por sua
vez, a ligacdo de um esteroide cardiotonico induziria uma mudanga conformacional
na Na*/K*-ATPase caveolar e assim, ativaria essa quinase. A Src ativada, levaria a
subsequente fosforilacdo de varias tirosinas, incluindo o receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR) e assim, iniciaria uma cascata de sinalizacéo celular
(Figura 2) (TIAN et al., 2006).

Estudos demonstraram que baixas concentracfes de ouabaina que séo
insuficientes para inibir o transporte i6nico de sodio e potassio, foram capazes de
promover alteragdes conformacionais na bomba Na*/K*-ATPase. Esse processo, por
sua vez, favoreceu a interacdo da bomba com a proteina quinase Src e dessa forma,
resultou na ativacdo de vias de sinalizagcdo que regulam processos como,
crescimento, proliferacdo e motilidade celular (BARWE et al., 2005; LIU et al., 2004);
apoptose (WANG et al., 2003) e expressao de varios genes, tais como, c-fos e c-jun
(XIE; ASKARI, 2002).

Além dos efeitos cardiovasculares, o uso dos digitalicos vem sendo estudado
no tratamento de diversas patologias, como o cancer, doencas neurodegenerativas,
alergias, fibroses, entre outros (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Numerosos estudos
tém confirmado a acdo antiproliferativa e efeitos apoptéticos desses compostos em
varios tipos de neoplasias, como cancer de mama (KOMETIANI; LIU; ASKARI, 2005)
e pulméo (MIJATOVIC et al.,, 2006); melanoma (NEWMAN et al., 2006), leucemia
(MASUDA et al., 1995) e neuroblastoma (KULIKOV et al., 2007). Dados acumulados
nos ultimos anos evidenciam que os esteroides cardiotbnicos inibem o crescimento
tumoral e induzem a morte de células cancerosas por apoptose e autofagia (NEWMAN
et al., 2008).
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Figura 2. Efeito dos esteroides cardiotdnicos sobre a Na*/K*-ATPase
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Fonte: LINGREL, 2010. a. De maneira classica, niveis farmacolégicos de esteroides cardiotdnicos (EC)
inibem a Na*/K*-ATPase, aumentando os niveis de Na* intracelular que, por sua vez, aumentam o Ca?*
intracelular através do trocador Na*/Ca?*, gerando incremento na contracdo muscular. Essas
concentragdes também podem ativar vias de sinalizacéo. b. Niveis fisiolégicos de EC enddgenos, tais
como ouabaina e marinobufagina, ligam-se a Na*/K*-ATPase caveolar e ativam vias de sinalizacéo
celular de maneira Src-dependente, sem interferir no transporte ibnico mediado pela Na*/K*-ATPase.

Em relacdo a doengas neurodegenerativas, varios trabalhos vém
descrevendo o papel dos esteroides cardiotdnicos no sistema nervoso central (CNS)
(GOLDSTEIN et al., 2006; ORELLANA et al., 2016). Foi visto que a digoxina, digitoxina
e ouabaina sdo moléculas com potentes efeitos neuroprotetores em modelos animais
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de acidente vascular cerebral (WANG et al., 2006). Além disso, a inibicdo da Na*/K*-
ATPase pela ouabaina, reverte as anomalias de conducdo em distarbios
desmielinizantes (KAJI; SUMNER, 1989). Um outro estudo, mostra que a digoxina é
capaz de aumentar os niveis de sulfeto de hidrogénio (H2S) no cérebro, no qual esta
diminuido na doenca de Alzheimer, sugerindo assim que os esteroides cardiotbnicos
poderiam aliviar os sintomas de pacientes com doencas neurodegenerativas
(WILINSKI et al., 2011). Adicionalmente, tem-se observado a relacdo entre a Na*/K*-
ATPase e fibroses. Recentes dados mostram que, os esteroides cardiotonicos s&o
capazes de bloquear a diferenciacdo de miofibroblastos de maneira tipo celular
especifica (ORLOV et al.,, 2017). Além disso, foi demonstrado que a digitoxina e
oleandrina podem atuar na fibrose cistica por serem capazes de suprimir a
hipersecrecao da interleucina 8 (IL-8), a qual esta aumentada nessa doenca (MANNA,;
SREENIVASAN; SARKAR, 2006; SRIVASTANA et al., 2004), sugerindo, portanto, que
os esteroides cardiotbnicos poderiam ser utilizados como alvo terapéutico nessas

patologias

1.1.2 Marinobufagina e ouabaina

Preparacdes contendo bufadienolidos tém sido utilizadas no tratamento de
doencas cardiacas e na medicina tradicional do Extremo Oriente desde a antiguidade
(KRENN; KOPP, 1998). A identificacdo desses compostos ocorreu a partir da pele e
do veneno de anfibios como o sapo, Bufo marinus (atualmente denominado Rhinella
marina), do qual foi extraido o esteroide marinobufagina (BAGROV et al., 1995). Ja a
ouabaina foi conhecida inicialmente como um composto de origem vegetal,
encontrado em algumas plantas da familia Apocynaceae (BLAUSTEIN, 1993). Ambos
compostos, marinobufagina e ouabaina, assim como outros esteroides cardioténicos
foram identificados endogenamente, sendo encontrados em tecidos de mamiferos,
como no cérebro e glandulas suprarrenais e em fluidos corporais, como no plasma,
urina e no liquido cefalorraquidiano (BAGROV et al., 1998; HAMLYN et al., 1991;
WEIDEMANN, 2005; YOSHIKA, KOMIYAMA; TAKAHASHI, 2011).

Em relacdo a estrutura quimica destes dois esteroides, a marinobufagina
apresenta uma menor quantidade de hidroxilas no nucleo esteroidal em comparacéo
com a ouabaina; ndo possui grupamento agucar no carbono 3 (C3) e apresenta um

grupamento epoxido entre C14 e C15 (éter ciclico com trés atomos) em sua estrutura.



22

Além disso, como comentado anteriormente, o anel lactdnico da marinobufagina
possui seis membros, diferentemente da ouabaina que apresenta anel lactbnico de
cinco membros (TOUZA, 2011) (Figura 3).

A ouabaina foi o primeiro esteroide cardiotonico identificado no plasma
humano no ano de 1991 (HAMLYN et al., 1991; FERRANDI et al., 1997).
Posteriormente, a ouabaina foi isolada do hipotdlamo e glandula adrenal bovina
(SCHNEIDER et al., 1998; TYMIAK et al., 1993). A partir disso, o cortex adrenal e o
hipotalamo foram considerados sitios de producéo desse esteroide (KOMIYANA et al.,
2001; MURREL et al., 2005).

No ano de 1993, sabia-se que o veneno do sapo Bufo marinus continha um
material imunorreativo semelhante a digoxina, capaz de inibir a bomba de sodio e
gerar efeitos inotropicos positivos (BAGROV et al., 1993). Em seguida, no ano de
1995, esta substancia foi identificada como marinobufagina, um esteroide descrito
anteriormente em sapos (BAGROV et al, 1995). E em 1998, utilizando a
espectrometria de massa foi demonstrado que a marinobufagina estava presente no
plasma e urina de humanos (BAGROV et al., 1998; KOMIYANA et al., 2005). Mais
tarde, esse esteroide, assim como a ouabaina, foi identificado em tecidos cerebrais,

como hipotalamo e glandula pituitaria, e na adrenal (FEDOROVA et al., 2002).

Figura 3. Estrutura quimica da marinobufagina e da ouabaina

Marinobufagina Ouabaina

Fonte: TOUZA, 2011.

Estes esteroides enddgenos, marinobufagina e ouabaina, podem ser

identificados no plasma humano em concentragdes de picomolares a nanomolares e
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pelo fato de serem sintetizados pela adrenal e hipotdlamo e por estarem envolvidos
na fisiologia do organismo, como substancias natriuréticas e vasoconstrictoras, sao
consideradas hormoénios esteroidais (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009;
FERRANDI et al., 1997; GOTO et al., 1992; HAMLYN et al., 1991; MACHADO et al.,
2018; PAMNANI et al., 1981; SCHONER et al., 2002, 2003). Estudos utilizando
precursores radiomarcados demonstram que a biossintese da ouabaina utiliza
colesterol, pregnenolona e progesterona como importantes precursores (LICHTSTEIN
et al., 1998; HAMLYN, 2004; QAZZAZ et al., 2004). No entanto, sugere-se que 0S
bufadienolidos apresentem vias biossintéticas diferentes dos cardenolidos, pois
estudos com células adrenocorticais Y1 de murino demonstram que a biossintese da
marinobufagina requer colesterol como precursor, mas néo envolve a conversédo do
colesterol em pregnenolona (DMITRIEVA et al., 2000; OLIVEIRA, 2013).

A secrecdo da marinobufagina e da ouabaina sdo estimuladas pelo aumento
da concentracdo plasmatica de sodio, volume extracelular, angiotensina Il, horménio
adrenocorticotréfico, entre outros (BAGROV et al., 1996; BLAUSTEIN, 1993; DE
WARDENER et al., 1961; FEDOROVA et al., 2001). Diversas evidéncias demonstram
gue as secrecdes desses dois esteroides podem se alterar de acordo com o estado
fisiol6égico ou patolégico em que se encontra 0 organismo. Estudos revelaram que a
marinobufagina e ouabaina tém suas producfes aumentadas em pacientes
hipertensos, assim como em diferentes modelos de ratos com hipertensao; pacientes
com insuficiéncia cardiaca e em mulheres gravidas (FEDOROVA et al., 2005;
GONICK et al.,, 1998; OLIVEIRA, 2013; PACZULA; WIECEK; PIECHA, 2016;
SCHONER, 2000).

Concentracbes de marinobufagina préximas as encontradas em niveis
plasméticos promovem vasoconstricdo em artérias pulmonares e mesentéricas
humanas (BAGROV; FEDOROVA, 1998). Adicionalmente, no modelo de hipertensao
induzido por sobrecarga de NaCl em ratos Dahl-S, foi observado que o0s niveis
plasmaticos da marinobufagina estavam aumentados em relacdo aos ratos
normotensos e que a administracdo in vivo de anticorpo especifico para esse
esteroide, promoveu redugdo na pressdo sanguinea e na excre¢ao de sodio desses
ratos. Ainda nesse modelo, foi descrito que o aumento dos niveis da ouabaina no
plasma precedeu o aumento da marinobufagina na circulacéo, pois foi observado que,
a sobrecarga de NaCl na dieta estimulou a liberagéo da ouabaina cerebral e através

de uma via de receptor de angiotensina Il AT1 e provavelmente por ativagdo simpatica,
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estimulou a marinobufagina adrenocortical, na qual foi capaz de aumentar a
contratilidade cardiaca, induzir vasoconstricdo periférica e natriurese nesse modelo
(FEDOROVA et al., 2000, 2002, 2007). Esses resultados, descritos pelo grupo de
Bagrov, sugerem que a ouabaina atua como um neurohorménio, estimulando a
liberacdo da marinobufagina adrenocortical, e essa atua como uma potente
substancia vasoconstrictora e natriurética.

Em um estudo em modelo experimental de isquemia in vitro, foi visto que o
aumento da atividade da Na*/K*-ATPase estava relacionado com a protecdo aos
neurénios, demonstrando assim, a participacédo dessa bomba na neuroprotecao (TIAN
et al., 2008). Sabe-se que esteroides cardiotdnicos sdo potentes moduladores dessa
bomba e que altas doses farmacoldgicas desses esteroides sdo capazes de inibi-la.
No entanto, foi relatado que concentracdes fisioldgicas desses esteroides aumentam
a atividade da Na'/K*-ATPase através de sinalizacdo intracelular (BAGROV;
SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Assim, foi demonstrado que a marinobufagina e a
ouabaina em baixas concentracdes (fisiolégicas) foram capazes de aumentar a
atividade da Na'/K*-ATPase e dessa forma, proteger os neurbnios em modelo
experimental de isquemia. Sugerindo assim, o efeito neuroprotetor endégeno desses
esteroides (OSELKIN; TIAN; BERGOLD, 2010).

Esteroides cardiotdnicos sdo capazes de alterar varias funcdes celulares, tais
como, proliferagdo e crescimento celular (EHRIG et al., 2014; SCHONER;
SCHEINER-BOBIS, 2007). Concentracbes farmacologicas de marinobufagina e
ouabaina induzem apoptose e reducao de proliferacdo através de inibicdo da Na*/K*-
ATPase em varios tipos de células, tais como, células endoteliais e cardiacas
(PENNIYAYNEN et al., 2015). Adicionalmente, esses esteroides também demonstram
atividade antiproliferativa e apoptoética em varios tipos de neoplasias, tais como,
leucemia e osteosarcoma (CHOU et al., 2018; LIMA, 2016; MACHADO et al., 2018).
Fisiologicamente, demonstrou-se que a marinobufagina em baixas concentracgoes foi
capaz de reduzir a proliferacdo das células CTB (citotrofoblasticas) e CHO (células
derivadas de ovario de hamster chinés). Esse efeito foi relacionado a capacidade
desse esteroide em atenuar a atividade da MAPK ERK1/2 (UDDIN et al., 2007).

Por fim, estudos sugerem que os esteroides cardiotdnicos desempenham
atividade imunomoduladora (TAKADA et al., 2009; YANG et al., 2005). A ouabaina é
capaz de interferir em diversos aspectos da resposta imunologica por exercer efeitos

inibitorios sobre a proliferacéo linfocitaria (OLEJ et al., 1998), aumento do marcador
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de ativacdo CD69 em timocitos (RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2003) e por
atuar negativamente no processo inflamatorio por reduzir producdo de citocinas e
fatores de transcricdo envolvidos na inflamacao (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017;
DE PAIVA et al., 2011; DE VASCONCELOS et al., 2011; GALVAQO et al., 2017; LEITE
et al., 2015; RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014).

1.2 Inflamagéo

O sistema imunoldgico é constituido por uma rede de 6rgaos, células e
moléculas que sdo capazes de manter ou reestabelecer a homeostasia do organismo
(WILSON; TRUMPP, 2006). Esse sistema, entre varias outras funcdes, desempenha
um papel fundamental no reconhecimento rapido e eliminacdo de microrganismos
patogénicos por diferentes processos, como a inducdo da inflamacéo (SKELDON;
SALEH, 2011). A inflamacao é definida como uma resposta fisioldgica que pode ser
desencadeada, dentre outros estimulos, por padrées moleculares associados a
patdogenos (PAMPs) ou danos (DAMPs) (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
MEDZHITOV, 2008). Além disso, o processo inflamatério pode também ser
compreendido como uma resposta de adaptacdo ao mau funcionamento de tecidos
ou desequilibrio homeostético. Portanto, a inflamacdo é uma resposta imunolégica
reconhecida como um processo benéfico, capaz de estabelecer a homeostasia do
organismo, no entanto, quando desregulada, pode tornar-se prejudicial, por isso o
processo inflamatorio esta envolvido no desenvolvimento de diversas doencas, tais
como, artrite reumatoide, asma, cancer, hipertensdo, obesidade, entre outras
(NATHAN; DING, 2010).

Didaticamente, a inflamacéo € dividida em fase aguda e fase crénica. Apés o
contato com um antigeno, o sistema imunologico desencadeia um processo
inflamatorio para tentar elimina-lo do organismo. Observa-se entdo, um estagio inicial
denominado de fase aguda, que é caracterizada por curta duracdo, perdurando por
minutos, horas ou alguns dias (ARSATI et., 1999). Durante esse processo, fenbmenos
vasculares e celulares levam ao surgimento dos cincos sinais cardinais da inflamacéao,
descritos por Cornelius Celsus: dor, calor, rubor e edema, acompanhados ou néo de
perda da funcdo do tecido ou 6rgdo afetado (SEDGWICK; LEES, 1986; SERHAN,
2010). Atualmente, esta definido que os sinais cardinais da inflamacéao resultam da
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vasodilatacao (calor e rubor); da estimulacdo dos terminais nervosos por mediadores
(dor); do acumulo de leucécitos e do aumento do fluido intersticial (edema) e da
inibicdo do reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido (perda da funcao)
(ALLER et al., 2007; SCOTT et al., 2004).

A inflamacdo aguda, caracterizada principalmente pela vasodilatacéo,
exsudacao de liquido plasmatico rico em proteinas e migracao de células para o local
da injuria é fisiologicamente importante tanto na defesa do hospedeiro, como na
reparacao tecidual, no entanto, se esse processo for persistente, pode evoluir para
um processo cronico (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Na fase cronica,
ocorrem alteracdes na composicdo dos leucdcitos infiltrantes, que passam de
neutrdfilos, para uma mistura de células mononucleares; principalmente linfécitos e
macrofagos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Adicionalmente, a inflamac&o crénica
€ caracterizada por possuir maior duracdo (semanas, meses e/ou anos) e esta
associada a proliferacdo de vasos sanguineos (angiogénese), fibrose e necrose
tecidual (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004). Entretanto, essa € apenas uma
divisdo didatica, visto que a evolucao da resposta acontece de forma progressiva,

combinando elementos presentes nas duas fases mencionadas.

1.2.1 Migracéao celular e o papel dos neutrofilos no processo inflamatorio

A potencializacdo da resposta imunoldgica depende da habilidade dos
leucdcitos se deslocarem da circulagéo para o tecido. Essa capacidade migratéria das
células do sistema imunoldgico € um dos principais eventos que compde a resposta
fisiologica inerente a inflamacéo, e esse processo é regulado por sinais intracelulares
e extracelulares (LANG; RATKE, 2009; VESTWEBER, 2015). O endotélio € a primeira
barreira que os leucdcitos tém de enfrentar durante o recrutamento para os tecidos
inflamados. Durante esse processo, as células endoteliais contribuem ativamente para
o0 extravasamento desses leucdcitos pela expressdo de moléculas de adeséao,
liberacdo de citocinas e quimiocinas. Esses mediadores permitem o rolamento dos
leucécitos na superficie apical do endotélio e posteriormente, a transmigracao
intercelular. A cascata de extravasamento dessas células é um processo complexo de
multiplas etapas que requer a ativacdo de varias vias de sinalizagdo, tanto nos

leucocitos como nas células endoteliais (SCHNOOR, 2015).
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A inflamacéo aguda se inicia ap0s o reconhecimento de sinais (patdgenos,
por exemplo) por células residentes, tais como, mastocitos e macrofagos. Esse
reconhecimento promove a liberacdo de mediadores, como citocinas e quimiocinas,
que induzem as células endoteliais a aumentarem a expressdo de proteinas na
superficie celular chamadas selectinas. Os dois tipos principais expressos por essas
células séo as selectinas P e E, enquanto que os leucdcitos expressam os ligantes
dessas selectinas na superficie celular, ocorrendo assim, uma intera¢éo leucécito
endotélio. Essa interacdo € de baixa afinidade e é facilmente rompida pela forca de
cisalhamento do sangue fluente. Como resultado, os leucdcitos ligam-se e desligam-
se, rolando toda superficie endotelial e por isso, 0 home dessa primeira etapa é
chamado rolamento. Além dos ligantes de selectinas, os leucdcitos expressam uma
familia de moléculas de adesdo denominadas integrinas, as quais estdo em um estado
de baixa afinidade, no entanto, essa afinidade € aumentada pela sinalizacdo de
guimiocinas, passando, portanto, de um estado de baixa para alta afinidade. Os
principais ligantes de integrinas presentes nas células endoteliais sdo o VCAM-1
(molécula de adesao da célula vascular 1) e ICAM-1 (molécula de adesdao intercelular
1). Assim, a interacdo de alta afinidade entre as integrinas e seus ligantes promove
uma forte adesdo dos leucdcitos ao endotélio e assim, posteriormente ocorre a
diapedese, ou seja, migracdo dos leucocitos através dos espacos intercelulares
endoteliais para o sitio inflamado (ABBAS; LICHTMAN, 2012; WEBER; FRAEMOHS,;
DEJANA, 2007) (Figura 4).

Apos os leucdcitos chegarem ao tecido, essas células reconhecem o antigeno
e induzem uma cascata de sinalizacdo intracelular que culmina na liberacdo de
mediadores inflamatérios, tais como, citocinas pro-inflamatérias e possivelmente, a
liberacé@o de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio; afim de combater o indutor da
resposta imunolégica e consequentemente reestabelecer a homeostasia local. Varios
tipos celulares participam da resposta imune, como 0s neutrofilos,
monaocitos/macréfagos, ceélulas dendriticas, mastocitos, basdfilos, linfocitos, entre
outras. Como principal fagécito circulante, o neutrofilo € o primeiro e 0 mais abundante
leucdcito a chegar ao sitio inflamado, sendo considerado um componente integral da
imunidade inata e, portanto, é a célula mais estudada no processo inflamatério agudo
(EPSTEIN; WEISS, 1989; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003).
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Figura 4. Recrutamento de leucécitos
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Fonte: LAGARRIGUE; KIM; GINSBERG, 2016. Durante a resposta inflamatoria, os leucécitos sofrem
processo de rolamento, adeséo e diapedese. Inicialmente, essas células se aderem transitoriamente e
rolam ao longo do endotélio por meio da ligacdo das selectinas. Através da a¢do das quimiocinas, as
integrinas passam de um estado de baixa afinidade para um estado de alta afinidade, o qual confere
forte adesé@o ao endotélio, seguindo assim, a transmigracéo dos leucécitos para o endotélio.

Os neutrofilos sdo células fundamentais a resposta contra patdgenos
extracelulares, sendo caracterizados pela liberacdo de enzimas liticas presentes em
seus granulos com grande potencial antimicrobiano e por possuirem a capacidade de
atuar como fagocitos. Durante a resposta inflamatdria, os neutrofilos apresentam um
tempo de meia vida curto entre 10 a 12 horas, embora sua sobrevivéncia pode ser
controlada pela liberacdo de citocinas, quimiocinas e produtos microbianos
(BORREGAARD, 2010; NATHAN, 2006).

Os receptores de superficie celular nos neutréfilos sdo essenciais para os
processos de fagocitose e ativagcdo dos mecanismos antimicrobianos, tais como, 0s
receptores Fc (FCRs) e receptores do complemento (CRs), os quais desencadeiam a
maguinaria fagocitica (VAN KESSE; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014). Esse
processo € dado pela fusdo de granulos citosdlicos nos vacuolos fagociticos,
convertendo o fagossomo em fagolisossomo, além disso, enzimas presentes nesses
granulos podem ser liberadas no ambiente extracelular, dependendo do estimulo. Ao

mesmo tempo, a NADPH oxidase é ativada e assim, capaz de converter o oxigénio
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em anion superodxido (O%). Esse processo é conhecido como exploséo respiratéria.
Adicionalmente, espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), agem
independente e sinergicamente com outras espécies reativas para formar espécies
citotdéxicas secundarias e assim aumentar a resposta dos neutrofilos (MCGUINNESS;
KOBAYASHI; DELEO, 2016).

Além dos receptores Fc (FCcRs) e do complemento (CRs), os receptores do
tipo Toll (TLR) desempenham papel fundamental na resposta dos neutrofilos. Uma
grande variedade de estimulos, tais como, o lipopolissacarideo (LPS) presente na
superficie de membranas de bactérias Gram-negativas e o zimosan, presente na
superficie de fungos, sdo capazes de ativar os TLR 4 e TLR 2, respectivamente. A
ativacdo desses receptores, inicia uma sinalizagdo intracelular que culmina na
ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitbgeno (MAPKs) e fatores de
transcricdo, como exemplo, o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) (TAKEDA;
AKIRA, 2005). A ativacdo desse fator de transcricdo induz a expressao génica de
varios mediadores inflamatérios como, citocinas, quimiocinas, proteinas reguladoras
da apoptose e moléculas de adesao (TAKADA et al., 2009).

Portanto, o neutrdfilo é essencial para defesa efetiva do hospedeiro e ja esta
bem descrito que deficiéncias na funcédo dessa célula estéo relacionadas ao aumento
da frequéncia e gravidade das infeccGes bacterianas e fungicas. Por outro lado, a
capacidade destrutiva dessa célula leva a injaria do hospedeiro em estados de
inflamacdes desreguladas. Considerando isso, o bloqueio do recrutamento dessa
célula parece ser uma maneira crucial de evitar a manutencao da inflamacéo e € por
isso que esse polimorfonuclear é, e vem sendo bastante estudado (CAVALCANTE-
SILVA et al., 2017; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003).

1.2.2 Papel das citocinas e 6xido nitrico na inflamacao

As citocinas sao substancias pleiotropicas e fontes solUveis de sinais
reguladores, sendo produzidas por células do sistema imunoldégico e outros tipos
celulares. Essas proteinas regulam o inicio, a manutencéo e o término das reacgdes
inflamatorias pela modulacdo das células do sistema imunologico. Dessa forma, sao
determinantes no processo de migracao celular e para os efeitos sistémicos durante

uma inflamacdo aguda. Entre as citocinas envolvidas em processos inflamatorios,
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destacam-se a interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
a (TNF-a) (LACY; STOW, 2011).

A interleucina 1B (IL-18) € membro da familia da interleucina 1 (IL-1). Essa
citocina é produzida em sua forma inativa (pro-IL-1B) e por acéo da proteina caspase-
1, é convertida em sua forma ativa e liberada no meio extracelular. A IL-18 € um
importante mediador em respostas inflamatorias e esta envolvida em diversas
doencas, tais como, diabetes, artrite reumatoide e cancer (EDER et al., 2009; TAN et
al., 2016). Adicionalmente, essa citocina ativa a expressédo de moléculas de adeséo,
0 que favorece o recrutamento e ativacdo de leucdcitos, além de aumentar a
expressdo de genes como a enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), fosfolipase A2 e a
sintase do oxido nitrico (iNOS) (WITKAMP; MONSHOUWER, 2000).

O nivel sistémico da interleucina 6 (IL-6) esta relacionado com a gravidade de
doencas, tais como, obesidade, diabetes e varios tipos de cancer (DMITRIEVA et al.,
2016). Assim, essa citocina esta envolvida em varios processos inflamatorios e
desenvolve suas ag0es ao interagir com um receptor presente na membrana (IL-6Ra)
que esté ligado a via de sinalizacdo JAK-STAT. Essa via de sinalizacdo ativada, por
sua vez, regula a expressdo de genes responsaveis pela proliferacdo celular,
angiogénese e apoptose (WANG et al., 2013; YU; PARDOLL; JOVE, 2009).

O TNF-a desenvolve importante papel no processo inflamatdrio, pois esta
envolvido na inducéo da expressdo endotelial de moléculas de adesdo ICAM-1 e
VCAM-1; ativacao de neutréfilos e macrofagos, aumento da permeabilidade vascular,
além de atuar como um fator de crescimento para fibroblastos e angiogénese
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Além disso, o TNF-a é capaz de ativar a via
das proteinas quinases ativadas por mitbgeno (MAPK), representada pelas vias da
ERK1/2, ERK5, JNK e p38. Essas proteinas, por sua vez, sdo capazes de ativar
fatores de transcricdo, como exemplo o NF-kB, que regulam a transcricdo de genes
inflamatorios (KAMINSKA, 2005).

Além das citocinas participarem da resposta inflamatoria, outros mediadores
como, especies reativas de oxigénio e nitrogénio possuem um papel fundamental
nesse processo. O NO é um gas soluvel produzido por diversos tipos celulares, tais
como, células do sistema imunoldgico, células endoteliais e neurais, entre outras
(PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988; WIESINGER, 2001). Esse gas € sintetizado
pela acdo da sintase do oxido nitrico (NOS), na qual catalisa a reacéo de oxidacao de

um dos nitrogénios do aminodacido L-arginina, convertendo-o em L-citrulina e oxido
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nitrico. Esta descrito na literatura que existem trés isoformas da NOS: a neuronal
(nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzivel (INOS), e € essa ultima que esta envolvida
nas respostas imunologicas (MARLETTA, 1994; MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991).

A INOS foi originalmente descrita em macrofagos peritoneais de
camundongos (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997) como a principal enzima para
sintese de NO na imunidade e inflamacéo. O gene da iNOS, o qual esta sob o controle
do fator de transcricdo NF-kB, € induzido por lipopolissacarideo bacteriano ou
citocinas pro-inflamatdrias classicas, tais como a IL-1p e TNF-a (COLEMAN, 2002). O
NO produzido por macréfagos ativados, € liberado em grandes quantidades e
desenvolve uma reacdo inflamatéria por levar a um aumento na sintese de
mediadores pro-inflamatorios, como citocinas e derivados do &cido araquidénico e por
sua capacidade em ativar a enzima ciclo-oxigenase2 (COX-2) (DUDHGAONKAR et
al., 2004).

1.3 Efeito dos esteroides cardiotdnicos nainflamacao

A inflamag¢do, como descrita anteriormente, € uma resposta do sistema
imunoldgico, e esta, pode ser modulada por substancias ativas, pela capacidade em
suprimir ou aumentar essa resposta desencadeada pelo sistema imunolégico. Varios
trabalhos sugerem que os esteroides cardiotbnicos, como a ouabaina, digoxina e
oleandrina, possuam atividade imunomoduladora, por serem capazes de interferirem
em varios parametros inflamatérios, como migracao celular, permeabilidade vascular
e citocinas pro-inflamatorias (ESPOSITO; POIRIER; CLARK, 1989; LEITE et al., 2015;
RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2008; TAKADA et al., 2009; YANG et al., 2005).

A inflamacdo aguda inicia apds o reconhecimento de sinais (patégenos, por
exemplo) por células residentes, tais como, mastocitos e macréfagos. Esse
reconhecimento promove a liberacdo de mediadores, tais como, histamina e
prostaglandina, na qual estimula vasodilatacdo e extravasamento de fluido no vaso.
Um dos primeiros artigos que associou a ouabaina e a inflamacao revelou que esse
esteroide foi capaz de suprimir a permeabilidade vascular em ovelha, induzida pelo
agente irritante trepentina (LANCASTER; VEGAD, 1967). Além disso, dados do nosso

grupo demonstraram que a ouabaina administrada via intraperitoneal foi capaz de
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diminuir o extravasamento de plasma induzido por zimosan (LEITE et al., 2015) e
reduzir o edema de pata induzido por carragenina (DE VASCONCELOS et al., 2011).
Além disso, De Vasconcenlos (2011) também demonstrou a capacidade da ouabaina
em modular a nocicepcao. A administracao intraperitoneal de ouabaina foi capaz de
reduzir o comportamento nociceptivo em modelo inflamatério de dor (teste de
contorcao induzido por acido acético), e isso foi relacionado a inibicdo de mediadores
como prostaglandina e bradicinina.

Os neutrofilos séo as primeiras células a chegar ao sitio da inflamacao. Essas
células polimorfonucleares sédo caracterizadas pela liberacdo de enzimas liticas
presentes em seus granulos e por possuirem a capacidade de atuar como fagocitos
(BORREGAARD, 2010; NATHAN, 2006). Porém, ja esta bem descrito que essa célula
leva a lesédo tecidual do hospedeiro em inflamacdes persistentes, portanto sao
apontados como um alvo em terapias emergentes. Resultados do nosso grupo
evidenciaram a capacidade da ouabaina em reduzir o nimero de neutréfilos em varios
modelos de inflamagdo como, peritonite e inflamagdo das vias aéreas (DE
VASCONCELOS et al., 2011; GALVAO et al., 2017; LEITE et al., 2015).

Estimulos inflamatérios também ativam a via das MAPKSs, envolvida na
sintese de citocinas pro-inflamatérias. MAPKs podem ser separados em quatro
grupos, a ERK1/2 e ERK5, JNK e p38. A via de p38 promove a regulacao de citocinas
inflamatérias, como IL-1B e TNF-a, bem como a expressao de enzimas importantes
para o desenvolvimento da inflamacéo, incluindo COX-2 e iNOS (JINLIAN et al., 2007;
TURPEINEN et al., 2010). Adicionalmente, a p38 fosforilada contribui para a ativacao
do NF-kB, que regula a expressao de varios genes inflamatorios. Nosso grupo,
demonstrou a capacidade da ouabaina em reduzir a atividade dessa quinase
(RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014).

As citocinas inflamatérias, a exemplo de TNF-a e IL-1B, ativam o fator de
transcricdo NF-kB, induzindo a expressdo de varios genes inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (TAKADA et al.,, 2009). Estudos
recentes tém evidenciado que alguns glicosideos cardiotonicos, incluindo digoxina,
ouabaina e odorosideo A, sdo capazes de inibir a via de sinalizacdo do TNF/NF-kB,
responsavel pela producdo de fatores pré-inflamatorios (YANG et al., 2005). Dentro
desse contexto, foi verificado em nosso laboratorio que ouabaina € capaz de modular
etapas moleculares dos eventos que levam a inflamacéo aguda, ao reduzir 1L-13,

TNF-a e o numero de células peritoneais que migram para o sitio inflamado. Esses
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eventos estdo relacionados com a capacidade da substancia tem de inibir ativacdo do
NF-kB (LEITE et al., 2015).

Assim, nosso grupo vem demonstrando a capacidade da ouabaina em atuar
como uma substancia anti-inflamatoria; por reduzir migragdo de células para o sitio
inflamado sob varios estimulos, como zimosan e Leishmania amazonensis; inibir
citocinas pro-inflamatérias, como IL-18 e TNF-a; reduzir a atividade da MAPK p38 e
do fator de transcricdo NF-kB e modular negativamente o processo inflamatério
pulmonar, pela reducéo na migracao eosinofilica, citocinas do perfil Th2 e atenuacgéo
da producdo de muco nos bronquiolos (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; DE
VASCONCELOS et al., 2011; GALVAO et al., 2017; JACOB et al., 2013; LEITE et al.,
2015; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014). Enquanto a ouabaina
possui varios estudos sobre seu efeito na inflamacéao, ainda ndo ha relatos na literatura
sobre o papel da marinobufagina nesse aspecto. Nesse contexto, esse trabalho é
pioneiro em caracterizar o papel imunoldgico da marinobufagina, tendo como hipoétese
que essa substancia possua a¢do anti-inflamatéria, visto que a ouabaina e outros

esteroides cardiotonicos desempenham essa atividade.
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2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Esteroides cardiotonicos constituem uma familia de compostos naturais que
apresentam uma gama de atividades bioldgicas, mas que possuem em comum a
capacidade de inibir a Na*/K*-ATPase, uma proteina que estabelece o gradiente
eletroquimico desses ions através da membrana (SHATZMANN, 1953). Mais
recentemente, varias dessas substancias foram encontradas no plasma de
mamiferos, como a marinobufagina (BAGROV et al., 1998) e a ouabaina (HAMLYN et
al., 1991).

Diversas evidéncias demonstram que a secrecdo de marinobufagina e
ouabaina podem se alterar de acordo com o estado fisiolégico em que se encontra o
organismo. Existem varios eventos, tanto fisiol6gicos como patolégicos que podem
modificar os niveis endogenos desses compostos, pois foram encontrados niveis
elevados destes dois esteroides em pacientes hipertensos, pacientes com
insuficiéncia renal e em mulheres gravidas (PACZULA; WIECEK; PIECHA, 2016;
SCHONER, 2000).

A marinobufagina e a ouabaina tém sido bastante estudadas por sua
capacidade de interferir em varios mecanismos reguladores da homeostasia do corpo
(BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Entretanto, pouco se sabe ainda sobre o
papel dessas substancias no nosso organismo. Nosso grupo vem evidenciando o
papel modulador da ouabaina na reposta imunolégica, pela descricdo e
caracterizacao de seu efeito anti-inflamatorio. (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; DE
VASCONCELOS et al., 2011; GALVAO et al., 2017; LEITE et al., 2015; RODRIGUES-
MASCARENHAS et al., 2008, 2014). Porém, o papel da marinobufagina em processos
inflamatorios ainda nao foi explorado. Portanto, este trabalho buscou analisar o efeito
da marinobufagina no processo inflamatério e realizar uma comparagao entre esses

dois esteroides.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da marinobufagina no processo inflamatério agudo em modelo

experimental murino in vivo e in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- In vivo, ap06s a inducao de peritonite com zimosan:

e Verificar o efeito da marinobufagina na migracao de leucocitos encontrados no

lavado peritoneal, avaliando o niumero de células e as subpopulacdes.

e Estudar os efeitos da administracdo da marinobufagina na producédo de

citocinas pro-inflamatorias encontradas no peritonio.

- In vitro, em macr6fagos murinos peritoneais:

v Estimulados com zimosan:

e Avaliar o efeito da marinobufagina na citotoxicidade em cultura celular.

¢ Analisar o efeito da marinobufagina na producéo de NO (6xido nitrico).

e Verificar o efeito da marinobufagina na producdo das citocinas pro-

inflamatorias.

v' Estimulados com lipopolissacarideo:

e Avaliar o efeito da marinobufagina na citotoxicidade em cultura celular.

e Analisar o efeito da marinobufagina na producéo de NO.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Para a realizacdo deste trabalho, os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPB) com o registro
ndamero 125/2016 (ANEXO A). Na realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss albino fémeas com peso corporal entre 25 e 35g. Os animais
foram fornecidos pelo biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da
Paraiba e mantidos com livre acesso a agua e a uma dieta controlada a base de racéo
do tipo pellets em uma sala com temperatura entre 21+1 °C e ciclos claro/escuro de
12 horas.

4.1.2 Obtencao e preparacdo da marinobufagina

A marinobufagina foi purificada a partir do veneno dos sapos Rhinella
schneideri no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ) pelo pés-doutorando Geraldino Cunha Filho. O extrato bruto foi
obtido de 360 espécimes (sapo cururu) capturados em Brasilia, Distrito Federal, e
Bacabal, Maranh&o (licenca IBAMA/RAN n°. 097/06 - Processo 02010.000832/04-74).

O veneno foi obtido por pressdo manual e coletado em placas de Petri. Apos
desidratado em dissecador sob vacuo, o veneno seco (95,10 g) foi pulverizado,
extraido com acetato de etila por trés vezes (300 mL), com intervalos de uma semana,
e concentrado em rota-evaporador sob vacuo fornecendo um residuo marrom e
amorfo (9,0 g). Aliquotas com cerca de 1,2 g do extrato foram fracionadas por
cromatografia em coluna dry-flashe o composto isolado (marinobufagina) foi
submetido as analises por infravermelho e ressonancia magnética nuclear (AMARAL,
2011).

Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a amostra foi solubilizada em
dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentracdo de 5 mg/mL e armazenada no freezer

(-20 °C). Para os experimentos in vitro a concentracdo maxima de DMSO utilizada foi
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0,016 % e nos experimentos in vivo a porcentagem maxima utilizada foi de 0,6 %.
Ambas concentragdes, in vitro e in vivo, ndo induzem efeitos toxicos (DA SILVA,
2016).

4.2 Métodos

4.2.1 Tratamento com a marinobufagina para os testes in vivo

A fim de compararmos o efeito da ouabaina descrito na literatura com a nossa
droga experimental (marinobufagina), foi utilizado como base o trabalho do nosso
grupo: Leite et al. (2015). Dessa forma, foi utilizado a mesma dose (0,56 mg/kg) e o
mesmo protocolo experimental testado (pré-tratamento durante trés dias
consecutivos).

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais: Salina; DMSO;
MBG (marinobufagina); Zimosan; MBG (marinobufagina) + Zimosan. Cada grupo foi
constituido por cinco animais (n=5), totalizando vinte e cinco animais por experimento.
A partir da separacdo, os camundongos dos grupos MBG e MBG + Zimosan, foram
pré-tratados durante trés dias consecutivos através de injecdes intraperitoneais (i.p.)
contendo 500 pyL de marinobufagina na dose de 0,56 mg/kg. O grupo controle foi
tratado apenas com salina, a fim de sofrerem 0 mesmo estresse ocasionado pela
injecao dos grupos tratados com marinobufagina. E os animais do grupo DMSO, foram

tratados com a mesma porcentagem de DMSO utilizada no grupo MBG.

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos

GRUPOS TRATAMENTO (3 dias) DESAFIO
Salina Salina (i.p.) -
DMSO DMSO (i.p.) -

MBG MBG (i.p.) -

Zimosan - Zimosan (i.p)

MBG + Zimosan MBG (i.p.) Zimosan (i.p.)

Fonte: AUTOR, 2018. Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais. Todos 0s grupos,
exceto o grupo zimosan, receberam pré-tratamento por trés dias consecutivos contendo 500 uL de
marinobufagina ou salina ou DMSO. Os grupos zimosan e MBG + zimosan, foram desafiados com 500
ML de zimosan uma hora depois do Ultimo dia de pré-tratamento.
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4.2.2 Peritonite induzida por zimosan

Com a finalidade de observar o efeito imunomodulador da marinobufagina no
processo inflamatorio agudo foi realizado o modelo de inflamagé&o peritoneal induzida
por zimosan (Sigma-Aldrich) (DOHERTY et al., 1985). Apés uma hora do ultimo dia
de pré-tratamento com marinobufagina, os camundongos foram desafiados com 500

ML de zimosan na concentragdo 2 mg/mL, preparada em salina (0,9 %) estéril.

Figura 5. Esquema representativo do protocolo experimental in vivo

Pré-tratamento MBG (0,56 mg/kg)

! !

Dia 1* Dia 2* Dia 3* Zimosan (2mg/mL)

=rq

e 2 g 2 A 2 —> LN
,/Ki.p. ,/Ip .{//;Tp 1h ji.p.

“Salina (i.p.) ou DMSO (i.p)

Fonte: AUTOR, 2018. Camundongos Swiss foram pré-tratados durante trés dias consecutivos através
de injecdes intraperitoneais de marinobufagina (0,56 mg/kg), salina ou DMSO. Uma hora ap6s o dltimo
dia de pré-tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentracédo de 2 mg/mL.

4.2.3 Coleta do lavado peritoneal

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 4 horas ap6s o desafio com
zimosan. Os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical, e em
seguida foi realizado o lavado, introduzido 3 mL de PBS gelado na cavidade
peritoneal. Cuidadosamente, o peritbnio foi massageado por 30 segundos e em
seguida, realizado a puncdo do exsudato peritoneal. O exsudato coletado foi
transferido para tubos tipo eppendorf e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4
°C. Ap6s o periodo de centrifugagdo, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -20 °C para posterior dosagem das citocinas IL-1(, IL-6 e TNF-a.

As células presentes nos pellets foram diluidas em azul de Turk (0,01% de
cristal violeta em 3% de acido acético) na proporcéo de 1:10 e contadas com auxilio
da caAmara de Neubauer para a determinacdo dos leucdcitos totais. A leitura foi feita
Nno microscopio optico em objetiva de 40X (BX40, OLYMPUS).
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4.2.4 Contagem diferencial de células do lavado peritoneal

Para contagem diferencial das células, 50 yL da suspensao de células do
lavado peritoneal foram centrifugados na citocentrifuga do tipo citospin (FANEN, Sao
Paulo, SP, Brasil Mod 2400) a 1500 rpm por 10 minutos. As laminas obtidas foram
fixadas e coradas pelo método de pandtico. A contagem diferencial de células foi
realizada por microscopia optica, utilizando para isso a objetiva de imersao (100X).
Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células. Mononucleares e
polimorfonucleares foram identificados segundo coloracdo e caracteristicas

morfologicas.

4.2.5 Ensaio imunoenzimético para dosagem de citocinas

Para quantificacdo das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a foi utilizado o Ensaio
Imunoenzimético (ELISA). Esse é um dos métodos imunoldgicos mais utilizados para
quantificar a concentracdo de antigenos e anticorpos, por apresentar grande
sensibilidade e especificidade. Existem diversos tipos de ELISA, e nesse trabalho foi
utilizado o ELISA sanduiche. Nesse método, o anticorpo para um antigeno
especifico, chamado de anticorpo de captura é, inicialmente, adsorvido no poco da
placa de 96 pocos. ApdOs isso, a amostra com o antigeno (lavado peritoneal) é
adicionada e se liga a esse anticorpo. Logo apés, é adicionado outro anticorpo
especifico para o antigeno, chamado anticorpo de deteccdo e em seguida, €
adicionada a enzima, que ird reagir com o substrato adicionado, gerando cor. A
intensidade da reacdo (cor mais fraca ou mais forte) € proporcional a quantidade de
antigeno presente (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).

As citocinas proé-inflamatorias IL-13, IL-6 e TNF-a presentes no exsudato
peritoneal foram quantificadas por ELISA sanduiche de acordo com o protocolo
especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San
Diego, CA-USA). Para tal, as placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura anti-IL-13, anti- IL-6 e anti- TNF-a, diluido
em tampao fosfato pH 6.5 e incubadas por 18 hr (overnight) a 4 °C. Apés esse periodo,
as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) e os sitios
inespecificos foram blogueados com a solugcéo de bloqueio (PBS contendo 10% de

SFB) por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e adicionada tanto
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as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracdes da citocinas IL-1f,
IL-6 e TNF-a para a realizacdo das curvas. A placas foram novamente incubadas por
18 hrs (overnight) a 4 °C. Terminado o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas
e o anticorpo de deteccado referente a cada citocina foi adicionado e em seguida
incubadas por uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e o
complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As placas foram
incubadas por mais meia hora a temperatura ambiente. Apos lavagens adicionais, a
reacao foi revelada pela adicdo da solugao substrato contendo tetrametilbenzidina
(TMB) e peréxido de hidrogénio (H202) e apds 15 minutos, a reacéo foi interrompida
com a solucéo de parada (acido fosférico 1M) e a leitura realizada em leitor de placa
a 450 nm.

4.2.6 Testes in vitro

Para a realizagdo dos experimentos in vitro, utilizou-se dois estimulos: o
zimosan e o lipopolissacarideo (LPS de Escherichia coli), ambos obtidos na Sigma
Aldrich. Em relacdo a marinobufagina, foram utilizadas as seguintes concentracdes:
10 nM, 100 nM, 1.000 nM e 10.000 nM, as mesmas utilizadas nos experimentos com
ouabaina in vitro (LEITE, 2012). Para tanto, foi preparada uma solu¢cdo méae na
concentracdo de 1 mM em meio RPMI estéril, posteriormente, foram realizadas as
diluicbes até chegar nas concentracdes utilizadas.

4.2.6.1 Testes in vitro com o estimulo do zimosan

4.2.6.1.1 Cultura de macroéfagos

Para realizacdo dos experimentos in vitro foram utilizados macréfagos
peritoneais de camundongos Swiss albino. Para isso, os animais foram estimulados
previamente com uma injecao intraperitoneal de 2 mL de tioglicolato (Sigma-Aldrich)
a 4%. Quatro dias apdés o procedimento, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e a cavidade peritoneal lavada com 5 mL de meio PBS (salina
tamponada com fosfato) gelado. A suspensédo de células obtida a partir da lavagem
peritoneal foi, em seguida, centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. O

sobrenadante, posteriormente, rejeitado e o pellet ressuspenso em 2 mL de meio
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RPMI-1640 completo (Gibco) (estreptomicina: 10 mg/mL, penicilina: 6 mg/ml, e
canamicina: 2 mg/mL), suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SFB) (Gibco).
A viabilidade celular foi determinada utilizando o corante Azul de Tripan com o auxilio
de uma camara de Neubauer.

As células peritoneais foram semeadas em placas de 96 pocos a uma
concentracdo de 4x10° células/pogo em um volume final de 200 uL e incubados
overnight (18 h) com meio de cultura suplementado com SFB em estufa de CO:
(atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C). Em seguida, as células ndo aderentes foram
removidas por aspiracao e as células remanescentes foram estimuladas com zimosan
na concentracdo de 0,2 mg/mL e tratadas com diferentes concentracfes da
marinobufagina (10 nM, 100 nM, 1.000 nM e 10.000 nM). Apos 24 horas de cultura,
as células foram utilizadas para o teste de viabilidade celular e o sobrenadante foi

recolhido para quantificacdo dos niveis de NO e citocinas (Figura 6).

Figura 6. Esquema representativo do protocolo experimental in vitro com zimosan
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014. Camundongos Swiss fémeas foram estimulados com tioglicolato
(4%). Ap6s quatro dias, os macrofagos peritoneais foram cultivados em placa por um periodo de 18 h.
Em seguida, realizou-se o estimulo com o zimosan (0,2 mg/mL) e os tratamentos nas diferentes
concentragdes com a marinobufagina. Apés 24 h, as células foram utilizadas para realizagdo do MTT
e 0 sobrenadante para dosagem do oOxido nitrico (NO) e das citocinas. MBG = Marinobufagina;
ZIM=Zimosan;
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4.2.6.1.2 Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada através do método de MTT (brometo de
3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) descrito por Mosmann (1983). Esse
método é baseado na capacidade das enzimas mitocondriais (desidrogenases) de
células viaveis transformar o sal de tetrazdlio (MTT), de cor amarela, no seu derivado
formazan azul (cor violeta). Dessa maneira, quanto maior a intensidade da cor violeta,
mais células metabolizaram o MTT em cristais de formazan e assim, maior a
viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

ApOs coleta do sobrenadante, foi adicionado a placa 90 yL de meio RPMI e
10 yL de MTT a 5 mg/mL e a mesma foi incubada por 4 h em estufa de CO2. ApGs
isso, o sobrenadante foi removido e adicionado 100 uL de DMSO para dissolver os
cristais de formazan formados. A viabilidade celular foi quantificada pela medida da
densidade 6ptica no comprimento de onda de 570 nm, determinada por um leitor de

placas.

4.2.6.1.3 Determinacao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

A deteccdo do NO em amostras biologicas representa um desafio, em funcdo
da infima concentracéo e da meia-vida extremamente curta deste composto, cerca de
4 a 6 segundos no plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos. Diversos métodos
utilizando as mais avancadas tecnologias tém sido propostos na literatura para
determinacdo de NO, tanto direta quanto indiretamente, através de ensaios que
reflitam a sua presenca (ARCHERS, 1993).

Neste trabalho, a producao de NO foi quantificada, in vitro, pela dosagem do
seu produto de degradacdo mais estavel, o nitrito, pelo método colorimétrico indireto
conhecido como Reacgédo de Griess (GREEN et al., 1982). O reagente de Griess é
constituido por 0,1% natftiletilenodiamino e 1% sulfonamina p-aminobenzeno em acido
orto-fosforico 5%. Para esse ensaio foram adicionados 50 uL de reagente de Griess
a 50 uL dos sobrenadantes obtidos da cultura com macréfagos peritoneais murinos
deixando reagir durante 10 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia de 540

nm foi determinada utilizando um leitor de placas. Os resultados em pmoles foram
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determinados por comparac¢ao com a curva padrao (realizada com nitrito de sédio nas
concentragdes de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5 uyM).

4.2.6.1.4 Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas

Esse ensaio foi realizado da mesma forma em que foi dosado o lavado
peritoneal do experimento in vivo. As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a presentes no
sobrenadante da cultura de macréfagos peritoneais foram quantificadas por ELISA
sanduiche de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE,

Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).
4.2.6.2 Testes in vitro com o estimulo do lipopolissacarideo (LPS)

Para a realizacdo dos testes in vitro com o estimulo do LPS (1 pg/mL), foi
utilizado o mesmo protocolo de cultura descrito anteriormente. Dessa forma, foi
utilizado a cultura de macréfagos peritoneais e analisados a viabilidade celular e os

niveis do 6xido nitrico (Figura 7).

Figura 7. Esquema representativo do protocolo in vitro com LPS
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014. Camundongos Swiss fémeas foram estimulados com tioglicolato
(4%). Ap6s quatro dias, os macrofagos peritoneais foram cultivados em placa por um periodo de 18 h.
Em seguida, realizou-se o estimulo com o LPS (1 pg/mL) e os tratamentos nas diferentes
concentragdes com a marinobufagina. Apés 24 h, as células foram utilizadas para realizagdo do MTT
e 0 sobrenadante para dosagem do oOxido nitrico (NO). MBG = Marinobufagina; LPS =
Lipopolissacarideo;
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4.2.7 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média = e.p.m. e
incialmente, analisados empregando-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Apés os
dados passarem no teste de normalidade, foram avaliados pelo teste da analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguido de pos-teste de Tukey. As diferencas entre as
médias foram consideradas significantes quando os valores de p < 0,05. Os dados
foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo do efeito imunomodulador da marinobufagina in vivo

5.1.1 Avaliacdo da marinobufagina na migracéao celular peritoneal

Os animais do grupo zimosan apresentaram aumento significativo na
migracao de leucdcitos para o peritbnio em relagdo ao grupo que recebeu apenas o
veiculo (grupo salina), demonstrando assim, a funcionalidade desse modelo. O pré-
tratamento com a marinobufagina nos animais estimulados, foi capaz de reduzir em
27 % a migracao dessas células para o peritdbnio comparado ao grupo zimosan. Além
disso, os animais que foram pré-tratados apenas com o solvente (DMSO) e a
substancia (marinobufagina), ndo apresentaram diferencas no numero de leucocitos
totais em comparacdo ao grupo salina (Grafico 1a).

Na analise das células diferenciais foi estudado os leucdcitos
polimorfonucleares e mononucleares. Quatro horas apos o estimulo inflamatorio
(zimosan), os polimorfonucleares foram as células predominantes com 99 % no
exsudato peritoneal em relacdo ao grupo salina. O pré-tratamento com a
marinobufagina foi capaz de reduzir em 42 % a migracdo dessa populacéo celular
para o peritdbnio em comparacao ao grupo zimosan (Gréfico 1b).

Em relagcé@o as células mononucleares, foi possivel observar que os animais
estimulados com zimosan apresentaram uma reducédo de 41 % no nimero dessas
células em comparacéo com o grupo salina. O pré-tratamento com a marinobufagina
nos animais estimulados, nao interferiu no numero dessas células mononucleares em
comparacao ao grupo zimosan (Grafico 1c). Adicionalmente, os animais que foram
pré-tratados apenas com o solvente (DMSO) e a substancia (marinobufagina), nao
apresentaram diferencas no numero de leucocitos polimorfonucleares e

mononucleares em comparacdo ao grupo salina (Grafico 1b e 1c).
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Gréfico 1 — Efeito da marinobufagina na migracéo de leucdcitos totais e diferenciais

para o peritonio.
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Camundongos Swiss foram pré-tratados durante trés dias consecutivos através de injeces
intraperitoneais de marinobufagina (0,56 mg/kg), salina ou DMSO. Uma hora apds o ultimo dia de pré-
tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentracdo de 2 mg/mL. Quatro
horas apés o desafio com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e o niUmero de leucécitos totais
e diferenciais foi avaliado. a. NUmero de leucécitos totais. b. NUmero de leucécitos polimorfonucleares.
c. Numero de leucdcitos mononucleares. Os dados numéricos foram apresentados em média £ e.p.m
de dois experimentos com n=5, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os
resultados passaram nesse teste de normalidade e apds isso, foi feito a analise de variancia (ANOVA)
one-way, seguido de pos-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relagcao ao grupo salina. *(p<0,05)
significativo em relacéo ao grupo zimosan. DMSO= Dimetilsulféxido; MBG= Marinobufagina.

5.1.2 Avaliacdo da marinobufagina sobre o0s niveis de citocinas pro-

inflamatérias do exsudato peritoneal

Os animais estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo das
trés citocinas pro-inflamatoérias analisadas, em comparacdo com 0 grupo controle
(salina), de acordo com os dados encontrados na literatura (LEITE et al., 2015). O pré-
tratamento com a marinobufagina nos animais desafiados com zimosan apresentaram
redugé@o nos niveis de IL-1f (62 %) e IL-6 (64 %), mas n&o interferiu nos niveis da
citocina TNF-a, em comparag¢ao ao grupo zimosan, como mostrado no grafico 2 (a, b,

C).
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Gréfico 2 — Efeito da marinobufagina sobre os niveis das citocinas pro-inflamatorias

IL-183, IL-6 e TNF-a do exsudato peritoneal
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Camundongos Swiss foram pré-tratados durante trés dias consecutivos através de injecdes
intraperitoneais de marinobufagina (0,56 mg/kg), salina ou DMSO. Uma hora ap6s o ultimo dia de pré-
tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentragdo de 2 mg/mL. Quatro
horas ap6s o desafio com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e centrifugado. Os niveis das
citocinas foram quantificados a partir do sobrenadante do exsudato pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA sanduiche). a. IL-1B. b. IL-6. c. TNF-a. Os dados numéricos foram apresentados em média +
e.p.m. de dois experimentos com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os
resultados passaram nesse teste de normalidade e ap6s isso, foi feito a anélise de variancia (ANOVA)
one-way, seguido de pds-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo salina. *(p<0,05)
significativo em rela¢éo ao grupo zimosan. DMSO= Dimetilsulféxido; MBG= Marinobufagina.

5.2 Estudo do efeito imunomodulador da marinobufagina in vitro
5.2.1 Avaliacéo in vitro com o estimulo do zimosan:
5.2.1.1 Citotoxicidade da marinobufagina em macro6fagos peritoneais
Como mostrado no grafico 3, os macréfagos peritoneais tratados com a
marinobufagina, na auséncia ou presenca de zimosan, ndo demonstraram alteragédo

da viabilidade celular nas diferentes concentra¢des da substancia (10 nM, 100 nM,

1.000 nM e 10.000 nM), quando em comparacao ao grupo controle (meio de cultura).
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Gréfico 3 — Efeito da marinobufagina na viabilidade de macrofagos peritoneais com
ou sem o estimulo do zimosan
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As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentracdes (10 nM, 100 nM, 1.000
nM e 10.000 nM), na auséncia ou presenc¢a de zimosan por 24h. Apés incubacgéo, o sobrenadante foi
removido e adicionou-se 100 uL de MTT. Apds 4h, foi utilizado o DMSO para solubilizar os cristais de
formazan. O grafico representa a densidade 6ptica de absorbancia do formazan de acordo com os
diferentes grupos de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m. de dois
experimentos em triplicata com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os
dados passaram nesse teste de normalidade e ap0s isso, foi feito a analise de variancia (ANOVA) one-
way, seguido de pos-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulféxido; ZIM=Zimosan; MBG= Marinobufagina.

5.2.1.2 Producao de 6xido nitrico na cultura de macrofagos peritoneais

De acordo com os nossos dados, foi observado que o zimosan néo foi capaz
de estimular os macrofagos peritoneais a produzir o 6xido nitrico. Dessa forma, todos

0S grupos apresentaram niveis basais da producdo do NO, em comparacdo com o
grupo controle (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Niveis de NO na cultura de macréfagos peritoneais com o estimulo do
zimosan
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As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentragfes (10 nM, 100 nM, 1.000
nM e 10.000 nM), na auséncia ou presenca de zimosan por 24h. ApGs esse periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi coletado para analise da producdo do NO pelo método de Griess. O gréafico representa
as concentragbes de nitrito de acordo com os grupos de tratamento. Os dados numéricos foram
apresentados em média + e.p.m. de dois experimentos em triplicata com n=3, e analisados pelo teste
de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os dados passaram nesse teste de normalidade e apdés isso, foi

feito a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pos-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulféxido;
ZIM= Zimosan; MBG= Marinobufagina.

5.2.1.3 Niveis de citocinas pré-inflamatérias na cultura de macréfagos

Os animais estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo das
citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-13 e TNF-a, em comparag¢ao com o grupo controle.
O tratamento com a marinobufagina apenas na menor concentragdo (10 nM) foi capaz
de reduzir os niveis de IL-1B (45 %), IL-6 (17 %) e TNF-a (20 %), em relagédo ao grupo
zimosan. As demais concentracdes ndo alteraram o0s niveis dessas citocinas em

comparacao ao grupo zimosan, como mostrado no gréafico 5 (a, b, c).
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Gréfico 5 — Efeito da marinobufagina sobre os niveis das citocinas pro-inflamatorias

IL-183, IL-6 e TNF-a na cultura de macrofagos peritoneais
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As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentra¢des (10 nM, 100 nM, 1.000
nM e 10.000 nM), na auséncia ou presenca de zimosan por 24h. Apds esse periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi coletado e os niveis das citocinas foram quantificados pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA sanduiche). a. IL-1B. b. IL-6. c. TNF-a. Os dados numéricos foram apresentados em média +
e.p.m. de dois experimentos com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os
resultados passaram nesse teste de normalidade e apés isso, foi feito a andlise de variancia (ANOVA)
one-way, seguido de pés-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo controle.
*(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo ZIM. ZIM= Zimosan; MBG= Marinobufagina.

5.2.2 Avaliacéo in vitro com o estimulo do lipopolissacarideo (LPS):

5.2.2.1 Citotoxicidade da marinobufagina em macro6fagos peritoneais

Como mostrado no grafico 6, os macréfagos peritoneais tratados com a
marinobufagina, na auséncia ou presenca de LPS, ndo demonstraram alteracdo da
viabilidade celular nas diferentes concentracdes da substancia (100 nM, 1.000 nM e

10.000 nM), guando em comparagao ao grupo controle (meio de cultura).



58

Gréfico 6 — Efeito da marinobufagina na viabilidade de macréfagos peritoneais com
ou sem o estimulo do LPS
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As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentragdes (100 nM, 1.000 nM e
10.000 nM), na auséncia ou presenca de LPS por 24h. Apés incubacéo, o sobrenadante foi removido
e adicionou-se 100 yL de MTT. Apos 4h, foi utilizado o DMSO para solubilizar os cristais de formazan.
O gréfico representa a densidade 6ptica de absorbancia do formazan de acordo com os diferentes
grupos de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m. de quatro

experimentos em triplicata com n=2, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os
dados passaram nesse teste de normalidade e ap0s isso, foi feito a analise de variancia (ANOVA) one-

way, seguido de pos-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulféxido; LPS=Lipopolissacarideo; MBG=
Marinobufagina.

5.2.2.2 Producéao de 6xido nitrico na cultura de macr6fagos peritoneais

De acordo com os nossos dados, foi observado que os macréfagos
peritoneais estimulados com o LPS (1 pg/mL) foram ativados, pois aumentaram a
producdo de NO em comparacdo com o0 grupo controle, demonstrando a
funcionalidade do modelo. O tratamento com a marinobufagina nas concentracdes de
100 nM, 1000 nM e 10.000 nM foram capazes de reduzir 55 %, 61 %, 70 % o0s niveis
desse mediador em relacdo ao grupo LPS, respectivamente. Além disso, o tratamento
apenas com a substancia, na auséncia do LPS, e o grupo DMSO, néo alteraram os

niveis da producdo basal do NO, em comparacdo ao grupo controle (Grafico 7).



59

Gréfico 7 — Efeito da marinobufagina nos niveis de NO em macrofagos peritoneais
com o estimulo do LPS

601 #

f=3
[=]
1

Nitrito (M)

M

?

—
—

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentracdes (100 nM, 1.000 nM e
10.000 nM), na auséncia ou presengca de LPS por 24h. Apo6s esse periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi coletado para analise da producéo do NO pelo método de Griess. O grafico representa
as concentragbes de nitrito de acordo com os grupos de tratamento. Os dados numéricos foram
apresentados em média + e.p.m. de trés experimentos em triplicata com n=2, e analisados pelo teste
de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os dados passaram nesse teste de normalidade e apds isso, foi
feito a andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pds-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo
em relagdo ao grupo controle. *(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo LPS. DMSO=
Dimetilsulféxido; LPS=Lipopolissacarideo; MBG= Marinobufagina.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou pela primeira vez o papel do esteroide
cardiotdnico marinobufagina no processo inflamatério agudo in vivo e in vitro.
Demonstrou-se que, essa substancia possui atividade imunomoduladora, pois foi
capaz de modular negativamente alguns parametros da resposta inflamatoria,
incluindo migragéo celular, citocinas pré-inflamatorias e o mediador 6xido nitrico (NO).

Para a realizacdo dos experimentos in vivo, foi utilizado como base o trabalho
do nosso grupo: Leite et al. (2015), onde se analisou o papel da ouabaina na
inflamacé&o aguda. Dessa forma, para realizar uma comparacao entre os efeitos desse
esteroide e da marinobufagina, foi utilizada a mesma dose e o0 mesmo protocolo de
peritonite.

A peritonite induzida por zimosan foi primeiramente descrita por Doherty
(1985), como um modelo de inflamagdo aguda caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular e producdo de mediadores que levam ao acumulo de
leucdcitos no peritbnio. Desde entdo, muitos aspectos dessa inflamacédo tém sido
descritos em detalhes, confirmando a utilidade e eficAcia desse modelo
(KOLACZKOWSKA et al., 2008). Dessa forma, varios trabalhos vém utilizando a
peritonite com a finalidade de identificar novos mediadores e vias envolvidas na
inflamacédo, como também, é utilizado para testar compostos anti-inflamatorios e
entender seus respectivos mecanismos de acado (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).

O zimosan é um componente polissacarideo encontrado na parede celular de
fungos Saccharomyces cerevisiae e é composto por repetidas unidades de glicose
conectadas por ligacdes 3-1,3 glicosilicas (SATO et al., 2003). As células do sistema
imunoldgico reconhecem esse composto via receptor do tipo Toll 2 (TLR 2) e
detectina-1. A ativacédo desses receptores induz uma cascata de sinalizacao celular
gue promove o desencadeamento de uma resposta inflamatoria, pela sintese de
varios mediadores como, quimiocinas, citocinas, prostaglandinas e leucotrienos
(REID; GOW; BROWN, 2009). Dessa forma, a inje¢cdo de zimosan na cavidade
peritoneal permite a analise de uma grande quantidade de mediadores (CASH;
WHITE; GREAVES, 2009).

Neste modelo, nossos resultados demonstraram que a inje¢cdo de zimosan

induziu intensa migracao celular para a cavidade peritoneal e, por sua vez, o pré-
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tratamento da marinobufagina foi capaz de reduzir a migracao desses leucécitos para
o peritdnio inflamado (Gréafico 1a). Esse dado corrobora o trabalho do nosso grupo, no
qual foi evidenciado a reducdo da migracao celular pela ouabaina (LEITE et al., 2015).

Uma vez observado que a marinobufagina foi capaz de reduzir o numero total
de leucdcitos, avaliamos quais subpopulacdes celulares estavam presentes no
exsudato peritoneal. Ja € bem descrito na literatura que a administracdo de zimosan
(i.p.) produz extravasamento de leucdcitos para o periténio, seguindo o perfil tipico de
uma resposta inflamatéria aguda. Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem
para a cavidade peritoneal e a partir de duas horas ap0s o estimulo, comecam a ser
detectados no peritdbnio com um pico em quatro horas. Por esse motivo, 0 exsudato
peritoneal foi coletado quatro horas apos a injecdo de zimosan (CASH; WHITE;
GREAVES, 2009; KOLACZKOWSKA et al., 2008).

Nossos resultados evidenciaram que as células predominantes nesse modelo
foram os leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) e que o pré-tratamento por trés
dias consecutivos com a marinobufagina, foi capaz de reduzir a migragéo desse tipo
celular para a cavidade peritoneal (Grafico 1b). Esse dado corrobora varios trabalhos
do nosso grupo em relacdo a ouabaina. No modelo de peritonite induzido por
concanavalina — A (DE VASCONCENLOS et al., 2011), Leishmania amazonensis
(JACOB et al., 2013) e zimosan (LEITE et al., 2015), o pré-tratamento com ouabaina
foi capaz de reduzir a migracdo dessas células polimorfonucleares. Além disso, foi
constatado também reducdo da migracdo dessas células para o lavado
broncoalveolar, no modelo de lesédo pulmonar aguda induzida por LPS (SILVA, 2016)
e no modelo de asma alérgica induzido por ovalbumina (OVA) (GALVAO et al., 2017).

Em estudo com células CTB (citotrofoblasticas) e CHO (células derivadas do
ovario de hamster chinés), demonstrou-se que a marinobufagina em baixas
concentracfes foi capaz de reduzir a migracdo dessas células no ensaio in vitro de
transwell. Esse efeito foi relacionado a capacidade desse esteroide em atenuar a
atividade da MAPK ERK1/2 (UDDIN et al., 2007). Sabe-se que a via da ERK 1/2 esta
envolvida na proliferacdo e motilidade celular (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1997).
Dessa forma, sugere-se que a acdo da marinobufagina na migracdo de neutrofilos
possa estar envolvido na capacidade desse esteroide em interferir na atividade dessa
quinase. Além disso, a marinobufagina demonstra acao vasoconstrictora em artérias

pulmonares e mesentéricas humanas (BAGROV; FEDOROVA, 1998). Assim, sugere-
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se que essa substancia reduziu a permeabilidade vascular e contribuiu na atenuacéo
da migracao dos neutrdéfilos para o peritonio.

Os neutréfilos sdo células capazes de eliminar patdégenos por multiplos
mecanismos como, fagocitose, degranulacdo e através das NETs (armadilhas
extracelulares dos neutréfilos). A ativacao desregulada dessa célula resulta em dano
tecidual no hospedeiro, contribuindo para inflamacdes persistentes como, obesidade
(KORDONOWY et al., 2012) e diabetes (VANDANMASGAR et al., 2011). Portanto, a
reducdo da migracdo desse tipo celular para o sitio inflamado, parece ser uma
estratégia crucial para evitar a conservacdo da inflamacdo (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2012; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003).

Além dos neutrofilos, as células residentes no peritdnio determinam papel
crucial no processo inflamatério. As principais células residentes na cavidade
peritoneal sdo os macréfagos. A ativacdo dessas células, resulta no aumento da
permeabilidade vascular, através da liberacdo de prostaglandinas e leucotrienos
(LEITE et al., 2007). Além disso, liberam citocinas e quimiocinas essenciais para o
extravasamento de células, como também, produzem outros mediadores envolvidos
na manutencado do processo inflamatério (KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ,
2001).

De acordo com Ajuebor (1998), a injecdo com zimosan causa uma reducao
inicial no nimero de macréfagos peritoneais. Esse fendmeno € descrito como reacao
de desaparecimento dos macréfagos, e é devido possivelmente a ativacdo dessas
células e consequente aumento de sua aderéncia nas camadas internas do periténio.
Esse evento foi observado em nosso resultado, no qual os animais estimulados com
0 zimosan apresentaram reducéo no numero de células mononucleares presentes no
exsudato peritoneal. O pré-tratamento com a marinobufagina nos animais estimulados
nao foi capaz de interferir nesse processo (Grafico 1c). Esse dado demonstra que a
marinobufagina néo interferiu na ativacdo dos macrofagos residentes estimulados por
zimosan, e corrobora o dado encontrado pelo nosso grupo, no qual a ouabaina
também nao alterou esse processo (LEITE et al., 2015).

Ja4 é bem descrito que no modelo de peritonite induzida por zimosan, o
recrutamento de leucdcitos e a manutencdo da inflamacdo envolve citocinas pro-
inflamatorias, tais como, IL-1B, IL-6 e TNF-a (KOLACZKOWSKA; SELJELID;
PLYTYCZ, 2001; KOLACZKOWSKA et al., 2010; LEITE et al., 2015). Nossos dados

demonstraram que a injecdo com zimosan estimulou a produc¢éo dessas trés citocinas



64

pré-inflamatérias. Por sua vez, o tratamento com a marinobufagina foi capaz de
reduzir os niveis da IL-1B e IL-6 presentes no exsudato peritoneal (Grafico 2a e b).
Porém, ndo interferiu nos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Grafico 2c).
Nesse mesmo modelo, Leite et al. (2015), descreveu que a ouabaina também foi
capaz de reduzir a IL-1B. No entanto, esse esteroide apresentou reducdo sobre os
niveis de TNF-a, sem interferir nos niveis da IL-6. Portanto, em relacdo ao TNF-a e a
IL-6, a marinobufagina demonstrou efeito contrario ao da ouabaina.

Essa distingdo na modulagé&o de citocinas entre a marinobufagina e ouabaina,
possivelmente ndo esta relacionada a diferenca de classe entre esses esteroides, pois
estudos com a ouabaina (cardenolido) e a bufalina (bufadienolido) demonstraram uma
modulagdo de forma semelhante das mesmas citocinas. No modelo de leséo
pulmonar aguda induzido por LPS e em modelo in vitro, a ouabaina foi capaz de
reduzir as trés citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) (SILVA, 2016; SHAH
et a., 2011). Em relacdo a marinobufagina, ndo ha estudos sobre o seu papel na
inflamac&o. No entanto, no modelo de edema de pata induzido por carragenina
utilizando a bufalina, foi observado que esse bufadienolido apresentou a mesma
capacidade que a ouabaina em reduzir as mesmas citocinas pro-inflamatorias I1L-13,
IL-6 e TNF-a (WEN et al., 2014). Portanto, de acordo com esses estudos, a diferenca
de classe entre cardenolidos e bufadienolidos, nao interferiu no perfil de modulacéo
dessas citocinas por esses esteroides. Dessa forma, os resultados encontrados entre
a marinobufagina e a ouabaina nesse trabalho, pode estar relacionado a outras
diferencas estruturais.

A marinobufagina possui numero menor de hidroxilas quando comparada com
a ouabaina, além disso, ndo possui grupamento agucar no carbono 3 (C3) e apresenta
um grupamento epoxido entre C14 e C15 (éter ciclico com trés atomos) em sua
estrutura (TOUZA, 2011). Diante disso, sugere-se que essa distincdo estrutural entre
a marinobufagina e a ouabaina, possa ter acarretado uma sinalizacdo celular através
de vias diferentes e gerado essa mudanca no perfil de modulagéo dessas citocinas.
Além disso, € importante notar que a marinobufagina é em torno de 10 vezes menos
potente que a ouabaina quanto a inibicdo da Na*/K*-ATPase. Em roedores, foi
demonstrado que para todas as isoformas da Na*/K*-ATPase presentes em 0rgaos
do sistema imunoldgico (al, a2 e a3), o IC50 para as isoformas a2 e a3 € em torno

de 120 nM para a ouabaina e 890 nM para a marinobufagina, e para a isoforma mais

abundante, a1, é de 90 uM para a ouabaina enquanto que nao foi possivel estimar a
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da marinobufagina, ja que na concentracdo maxima possivel para o experimento de
inibicdo enzimatica, 100 uM, praticamente n&do houve inibicdo (TOUZA, 2011).
Portanto, propde-se que tais diferencas de poténcia/afinidade sejam importantes para
os diferentes efeitos in vivo observados neste estudo, seja via inibicdo quanto
sinalizacdo mediada pela Na*/K*-ATPase.

A ativacao do receptor Toll 2 (TLR2) induz uma cascata de sinalizacéo celular
que envolve a via das proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPKSs) e fatores
de transcrigdo, como o NF-kB. Esses fatores, através da transcrigdo génica, induzem
a expressao de varios mediadores, incluindo citocinas pré-inflamatérias (PAN et al.,
2017). Sabe-se que a ativacdo da via ERK1/2 é capaz de estimular a producéo das
citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a (CHEN et al., 2018; TANG et al., 2018) e que a
marinobufagina demonstrou habilidade em atenuar a atividade dessa quinase, em
células citotrofoblasticas (UDDIN et al., 2007). Dessa forma, sugere-se que a reducéo
das citocinas IL-13 e IL-6 pela acdo da marinobufagina demonstrada nesse trabalho,
possa estar relacionado a atenuacéo na atividade da MAPK ERK 1/2.

Durante a fase aguda da inflamacéo, as células residentes reconhecem o
antigeno e liberam mediadores, como a interleucina 18 (IL-1B8) e o TNF-a. Essas
citocinas, por sua vez, ativam as células endoteliais a expressarem moléculas de
adesdao, tais como, ICAM-1 e VCAM-1, e também estimulam a producdo da IL-6;
levando ao recrutamento de neutrdfilos para o tecido inflamado (ABBAS; LICHTMAN,
2012; SCHELLER et al., 2011). Dessa forma, a diminui¢cao nos niveis da IL-13 e IL-6
pela marinobufagina, possivelmente estd relacionada com a capacidade desse
esteroide em reduzir a migracéo dos neutrdfilos para a cavidade peritoneal, observada
nesse trabalho.

A peritonite induzida por zimosan representa um modelo de inflamacéo aguda,
pela qual desencadeia uma sequéncia de eventos inflamatérios. A ativacdo de
macréfagos residentes, promove a liberacdo de mediadores que culminam no
aumento da permeabilidade vascular e da migracdo leucocitaria, principalmente
neutrofilica. Essas células no sitio inflamado, sdo capazes de sintetizar diversos
mediadores envolvidos na inflamag&o, como as citocinas pro-inflamatérias. Diante
disso, nossos resultados demonstraram que a marinobufagina foi capaz de atenuar a
migracao celular, pela reducdo neutrofilica e além disso, diminuir os niveis das
interleucinas 1B e 6 (IL-1B e IL-6). Portanto, esses dados evidenciam um papel anti-

inflamatorio da marinobufagina in vivo.
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Apo6s a avaliacdo do efeito da marinobufagina no modelo de peritonite, esse
esteroide foi analisado em modelo in vitro. Para isso, utilizou-se como base o trabalho
do nosso grupo: Leite (2012), onde se analisou o papel da ouabaina em cultura de
macréfagos peritoneais. Adicionalmente, o presente trabalho utilizou as mesmas
concentracbes nanomolares testadas com a ouabaina, a fim de realizar uma
comparacao entre esses esteroides.

Na cavidade peritoneal, os macrofagos residentes sédo divididos em duas
subpopulacdes: macrofagos peritoneais grandes (CD11b* F4/80*) e macrofagos
peritoneais pequenos (CD11b- F4/80° MHC-II*). A subpopulacdo de macréfagos
grandes é predominante em condi¢des de homeostasia e desaparecem rapidamente
apos estimulos. A segunda subpopulacdo, referente aos macréfagos peritoneais
pequenos, predomina apds estimulacdo. Essas células sdo derivadas de mondcitos
sanguineos, nos quais entram na cavidade peritoneal a partir de um estimulo e se
maturam no peritdénio de dois a quatro dias. Por isso, em nossa metodologia, o lavado
peritoneal é coletado quatro dias depois do estimulo com tioglicolato. Os macréfagos
peritoneais pequenos controlam infec¢des, enquanto os macréfagos grandes mantém
a fisiologia da cavidade peritoneal (CASSADO; LIMA; BORTOLUCI, 2015).

Inicialmente, os macrofagos peritoneais foram utilizados para a analise da
citotoxidade da marinobufagina. Nosso resultado demonstrou que o tratamento desse
esteroide com o estimulo do zimosan ou nao, foi capaz de manter as células viaveis
em todas as concentracdes testadas (Grafico 3). Esse resultado corrobora nossos
dados com a ouabaina, no qual esse esteroide também néo alterou a viabilidade dos
macrofagos (LEITE, 2012). Varios estudos demonstram gque esteroides cardioténicos
em altas concentracdes sao capazes de induzir apoptose via inibicdo da Na*/K*-
ATPase. No entanto, em concentragcbes nanomolares, esses esteroides induzem
protecdo contra a apoptose (DE REZENDE CORREA et al., 2005; FONTANA et al.,
2013; LI et al.,, 2006). Dessa forma, neste trabalho os efeitos da marinobufagina
parecem ser independentes de morte celular.

Apos a analise da viabilidade, realizou-se a quantificacdo dos niveis do oxido
nitrico e observou-se que o0 zimosan ndo foi capaz de estimular a producdo desse
mediador (Grafico 4). De acordo com a literatura, no modelo de peritonite, esse
estimulo induz a producdo do 6xido nitrico pelo aumento da expressdo da INOS
(CUZZOCREA et al., 1997; TSUDA; HORIO; OSAWA, 2002). No entanto, em estudos

com cultura de macréfagos foi observado que o zimosan sozinho, ndo é capaz de



67

estimular os niveis desse mediador. Porém, se o zimosan for adicionado com o IFN-
Y, essas células sédo capazes de liberar o NO, via aumento da expressao da iINOS
(ASSREUY et al., 1994; CORREA et al., 2016; WU et al., 2017). Dessa forma, no
presente trabalho, ndo foi possivel analisar o efeito da marinobufagina nos niveis do
NO em cultura de macrofagos peritoneais estimuladas apenas com o zimosan.

O zimosan é reconhecido via receptor toll 2 (TLR2) e detectina-1. Esse
reconhecimento resulta na ativagdo de MAPKSs, tais como, ERK 1/2 e ativagao de
fatores de transcrigdo, os quais estimulam a expresséo génica de varios mediadores,
incluindo as citocinas pré-inflamatérias (PAN et al., 2017). Nossos resultados
demonstraram que a estimulacdo com o zimosan foi capaz de aumentar os niveis de
IL-18, IL-6 e TNF-q, in vitro. E por sua vez, o tratamento da marinobufagina apenas
na menor concentragao (10 nM) demonstrou habilidade em reduzir as trés citocinas
estimuladas pelo zimosan (Gréafico 5). Dessa forma, esse resultado demonstra que a
marinobufagina € capaz de modular as citocinas pro-inflamatdérias in vitro. Esse efeito
pode estar relacionado com a capacidade desse esteroide em atenuar a atividade da
MAPK ERK 1/2, descrita em células citotrofoblasticas (UDDIN et al., 2007).

O zimosan, nesse modelo in vitro, ndo foi capaz de estimular os macréfagos
a produzirem o Oxido nitrico. Dessa forma, realizou-se a cultura de macréfagos
estimulada por lipopolissacarideo, com a finalidade de analisar o efeito da
marinobufagina nos niveis do NO. Na literatura é descrito que o LPS é capaz de
aumentar a producao desse mediador em cultura de macréfagos (XIAOLONG et al.,
2014).

O lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina liberada por bactérias Gram-
negativas. Esse componente esta presente na parede celular dessas bactérias e é
reconhecido pelo receptor do tipo toll 4 (TLR4) na superficie celular dos macréfagos.
Esta interacdo LPS-TLR4, resulta na ativacdo de uma sinalizacao intracelular através
principalmente da proteina MyD88 (ADEREM; ULEVITCH, 2000; TAKEDA; AKIRA,
2005). Essa, por sua vez, leva a ativacéo da via das proteinas quinases ativadas por
mitogeno (MAPKSs) e translocagéo de fatores de transcricdo, os quais induzem a
expressao de varios mediadores como, o0 NO (XIAOLONG et al., 2014). O NO e as
demais espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, possuem papel fisiol6gico
importante para o hospedeiro. Esses mediadores estdo associados a capacidade

antimicrobiana dos leucadcitos e participam diretamente do processo inflamatorio pois,
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estdo envolvidos em dano celular/tecidual e ativacdo de diversas vias inflamatérias
(FARO et al., 2014; HENSLEY; FLOYD, 2002).

Nossos resultados evidenciaram que o estimulo do LPS aumentou a liberagéo
de NO em macréfagos peritoneais. Por sua vez, o tratamento com a marinobufagina
em todas as concentracfes, foi capaz de reduzir a producdo desse mediador nos
macrofagos estimulados por LPS (Grafico 7). Esse resultado, demonstra que a
marinobufagina possui capacidade em modular NO in vitro. Dessa forma, sugere-se
que esse efeito pode estar relacionado a redugdo na atividade da sintase do 6xido
nitrico induzivel (INOS). No mesmo modelo, Leite (2012) demonstrou que a ouabaina
nao foi capaz de alterar a producdo desse mediador. Assim, € sugerido que essa
diferenca na modulacdo do NO pela marinobufagina e ouabaina, possivelmente esta
relacionada a diferenca estrutural existente entre esses dois esteroides.

Assim como no estimulo do zimosan, nossos resultados evidenciaram que o
tratamento da marinobufagina com o estimulo do LPS, foi capaz de manter as células
viaveis em todas as concentracdes testadas (Grafico 6). Esses dados demonstram,
mais uma vez, que os efeitos da marinobufagina parecem ser independentes de morte
celular.

Diante desses dados, em modelo in vitro a marinobufagina evidenciou
potencial anti-inflamatério, por modular negativamente o 6xido nitrico e as citocinas
pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a. Adicionalmente, nesse modelo foi demonstrado
que esse esteroide ndo apresenta atividade citotéxica.

Como discutido acima, a marinobufagina apresenta poténcia inibitéria sobre a
Na*/K*-ATPase menor do que a ouabaina. Em geral, os cardenolidos sem a por¢ao
osidica (agliconas) sdo menos potentes que aqueles com a porcdo acucar
(PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Entretanto, para os bufadienolidos, que ndo contém
porcao osidica, ha uma gama de poténcias que vao desde, por exemplo, a bufalina,
gue apresenta poténcia inibitéria comparavel a ouabaina, até outros, como a
marinobufagina, com poténcia bem menor (TOUZA et al.,, 2010; TOUZA, 2011;
PERERA-CORDOVA et al., 2016). Apesar disso, sugere-se que essa poténcia
inibitéria ndo tenha influenciado o efeito global, pois a marinobufagina demonstrou
potencial anti-inflamatoério similar ao da ouabaina. Entretanto, as sutis diferencas
observadas devem ser mais bem investigadas quanto ao seu mecanismo de acgao,
mas parece claro que, pelas concentracdes utilizadas neste trabalho, a inibicdo da

Na*/K*-ATPase seja menos relevante que a inducdo de cascatas de sinalizacéo
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intracelular (HAAS; ASKARI; XIE, 2000; HAAS et al., 2002). Assim, a nossa hipétese
€ que esses esteroides se ligam na bomba e induzam uma cascata de sinalizacéo
intracelular que culmina na ativacdo ou atenuagéo de vias envolvidas no processo
inflamatoério.

Portanto, este trabalho demonstrou pela primeira vez o papel do esteroide
cardiotdnico marinobufagina no sistema imunoldgico, evidenciando a sua acdo na
inflamag&o aguda em modelo in vivo e in vitro. Dessa forma, este estudo contribui para
o melhor entendimento da funcdo dos esteroides cardiotdnicos na fisiologia do corpo

humano.
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7 CONCLUSAO

Diante da andlise dos resultados, pode-se sugerir que a marinobufagina

apresenta potencial anti-inflamatério in vivo e in vitro, pois:

e No modelo de peritonite induzida por zimosan, a marinobufagina reduziu a
migracao de polimorfonucleares para o sitio inflamado e atenuou a producéo

das citocinas pro-inflamatorias IL-183 e IL-6;

e Em cultura de macrofagos peritoneais com o estimulo do zimosan, a
marinobufagina ndo apresentou atividade citotdxica e na menor concentragao,
essa substancia atenuou os niveis das citocinas pré-inflamatdérias IL-18, IL-6 e
TNF-q;

e Em cultura de macréfagos peritoneais estimulados pelo LPS, em todas as
concentracfes estudadas, a marinobufagina reduziu a producdo do o6xido

nitrico.

Dessa forma, é possivel concluir que a marinobufagina possui um papel
modulador da resposta inflamatoria, assim como a ouabaina. E a diferenca observada
em alguns resultados entre os efeitos da marinobufagina e ouabaina, possivelmente

esteja relacionado a diferenca estrutural encontrada entre esses esteroides.
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Figura 8. Esquema representativo do efeito da marinobufagina e da ouabaina no

processo inflamatorio.
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Since #w discovery of ouabain as a candolonic sterod hormona present ine highar
mamimals, ressanch about it has progrossed rapidly snd several of its physiological and
prarmacological alfecls have bean describaed. Cuabain can behes as a stess hormona
and adrenal cortest is its main source, Direct effects of cushain are ohginated due 1o
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INTRODUCTION
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