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“Somos assim. Sonhamos 0 voo, mas tememos as alturas.
Para voar é preciso amar o vazio.

Porgue 0 voo s6 acontece se houver o vazio.

O vazio é o espaco da liberdade, auséncia de certezas.
Os homens querem voar, mas temem o vazio.

N&o podem viver sem certezas.

Por isso trocam 0 voo por gaiolas.

As gaiolas sdo o lugar onde as certezas moram [...]

Rubem Alves (Trecho do livro: Religido e Repressao)



RESUMO

Os Esteroides Cardiotonicos (ECTSs), sdo compostos naturais que apresentam varias atividades
biolégicas e que possuem a capacidade de interagir e gerar inibicdo na Na'/K"-ATPase. A
secrecdo de algum desses esteroides (marinobufagina e ouabaina) € estimulada pelo aumento
da concentracao plasmatica de sddio, angiotensina Il e horménio adrenocorticotréfico (ACTH).
Os ECTs apresentam a capacidade de gerar modulagdes na atividade do sistema imunologico,
atuando no processo inflamatério, modulando moléculas como a Proteinas Kinases Ativadas
por Mitogenos (MAPK) p38, CD18 e do Fator Nuclear kappa-B (NF-kB). O novo ECT
semissintético, BD-8, é derivado da digoxina. No entanto ndo se conhece o efeito bioldgico
desse novo composto. Com isso, 0 presente estudo objetivou investigar a atividade
imunomoduladora do BD-8 in vitro e desvendar 0s possiveis mecanismos envolvidos nessa
atividade. Para isso, camundongos Swiss fémeas foram previamente estimulados com uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) de tioglicolato para a realizacdo da cultura de macr6fagos
peritoneais. As células foram estimuladas com zymosan (ZYM) (0,2 mg/mL) e/ou tratadas com
diferentes concentragdes do BD-8 (InM, 10nM, 100nM, 1puM, 10uM, 100uM). As células
foram submetidas a um ensaio de MTT (Brometo de 3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il] -2,5
difeniltetrazdlio), para determinagéo da citotoxicidade, além de serem submetidas a ensaio de
dosagem de oOxido nitrico (NO), pelo ensaio usando solucdo de Griess. A dosagem de citocinas
(IL-1pB, IL-6, TNF-a e IL-10) foi feita pelo ensaio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo
sanduiche. A capacidade fagocitica foi feita por dois ensaios, ambos em placa de 24 pocgos
(5x10° células/pogo) e analisada a quantidade de ZYM fagocitado, sendo considerado com
atividade fagocitica quando apresentava mais de trés particulas de ZYM fagocitadas; e o ensaio
com particulas fluorescentes de RedZYM e posteriormente analisada as particulas fagocitadas
por citdmetro de fluxo. A sinalizacdo celular, as células foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anti-Akt, anti-mTOR, anti-iINOS, anti-p-p38, anti-p-ERK1/2, anti-p-NF-«B,
anti-p-Src e anti-COX-2, as células foram ajustadas a 1x10° células/tubo de citdmetro, e feita a
leitura de 10.000 eventos em citdmetro de fluxo. Como resultado, foi visto que o BD-8 néo
apresentou atividade citotoxica nas concentragdes testadas de 10 e 1uM, e 100, 10 e 1nM. A
producéo de NO foi modulada negativamente pelo BD-8 nas concentrag¢des de 1uM (19,40%)
e 10uM (32,08%). O tratamento com o BD-8, na concentragdo de 10uM, foi capaz de reduzir
em 17% o nivel da citocina IL-1p, j& na concentracdo de 100nM foi capaz de aumentar em 39%
o nivel da IL-10. A capacidade fagocitica do ZYM em macréfagos foi diminuida no grupo
tratado na concentragdo de 10uM (13,5%), bem como, na mesma concentracdo, reduziu a
atividade fagocitica (36%) de particulas de RedZYM. O BD-8 foi capaz de modular
negativamente as vias: da iNOS, Akt/mTOR, p38/ERK, transloca¢do de NF-«xB e Src, porém
ndo interferiu nas EROs e COX-2. Dessa forma, este trabalho contribui para um melhor
entendimento do efeito bioldgico da BD-8 e do papel imunologico desse esteroide cardioténico.

Palavras-chave: Imunomodulagdo. Inflamacdo. Zymosan. Fagocitose. Mecanismos de
sinalizacéo.



ABSTRACT

Cardiotonic Steroids (CTS) are natural compounds with various biological activities that can
interact with and inhibit Na+/K+-ATPase. The secretion of some of these steroids
(marinobufagin and ouabain) is stimulated by increased plasma sodium concentration,
angiotensin 1l, and adrenocorticotropic hormone (ACTH). CTSs can modulate the immune
system's activity, acting in the inflammatory process by regulating molecules such as Mitogen-
Activated Protein Kinases (MAPK) p38, CD18, and Nuclear Factor kappa-B (NF-xB). The new
semi-synthetic CTS, BD-8, is derived from digoxin. However, the biological effect of this new
compound is unknown. Therefore, the present study aimed to investigate the
immunomodulatory activity of BD-8 in vitro and uncover the possible mechanisms involved in
this activity. For this purpose, female Swiss mice were pre-stimulated with an intraperitoneal
(i.p.) injection of thioglycolate to harvest peritoneal macrophages for culture. The cells were
stimulated with zymosan (ZYM) (0.2 mg/mL) and/or treated with different concentrations of
BD-8 (1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10uM, 100uM). The cells were subjected to an MTT assay
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) to determine cytotoxicity and
an assay for nitric oxide (NO) measurement using the Griess solution. Cytokine levels (IL-1p,
IL-6, TNF-a, and IL-10) were measured using a sandwich-type enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Phagocytic capacity was assessed by two assays, both in 24-well plates (5x10°
cells/well) by analyzing the amount of ZYM phagocytosed, considered phagocytic when more
than three ZYM particles were phagocytosed, and by an assay with RedZYM fluorescent
particles subsequently analyzed by flow cytometry. For cellular signaling, cells were fixed,
permeabilized, and stained with antibodies against Akt, mTOR, iNOS, p-p38, p-ERK1/2, p-
NF-xB, p-Src, and COX-2. Cells were adjusted to 1x10° cells/tube and 10,000 events were read
in a flow cytometer. Results showed that BD-8 did not exhibit cytotoxic activity at the tested
concentrations of 10 and 1M, and 100, 10, and 1nM. NO production was negatively modulated
by BD-8 at concentrations of 1uM (19.40%) and 10uM (32.08%). Treatment with BD-8 at
10uM reduced IL-1pB levels by 17%, while at 100nM, it increased I1L-10 levels by 39%. The
phagocytic capacity of ZYM in macrophages was decreased in the group treated with 10uM
(13.5%), and at the same concentration, it reduced RedZY M particle phagocytic activity (36%).
BD-8 negatively modulated the iNOS, Akt/mTOR, p38/ERK, NF-kB translocation, and Src
pathways, but did not affect ROS and COX-2. Therefore, this study contributes to a better
understanding of the biological effects of BD-8 and the immunological role of this cardiotonic
steroid.

Keywords: Immunomodulation. Inflammation. Zymosan. Phagocytosis.  Signaling
Mechanisms.
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1. INTRODUCAO

Os esteroides cardioténicos (ECTs) sdo compostos naturais que apresentam varias
atividades bioldgicas e que possuem a capacidade de interagir e inibir a Na*/K™-ATPase. Essa
bomba é uma proteina responsavel pelo transporte ativo de sodio e potéassio através da
membrana plasmatica, utilizando a hidrolise da adenosina trifosfato (ATP) como fonte de
energia (Faraj et al., 2023).

A secrecdo de algum desses esteroides (marinobufagina e ouabaina) é estimulada pelo
aumento da concentracdo plasmatica de sddio, angiotensina Il e horménio adrenocorticotrofico
(ACTH). Diversas evidéncias demonstram que a liberagdo desses ECTs pode se alterar de
acordo com o estado fisioldégico ou patologico do organismo. Esses esteroides tém suas
producdes aumentadas em pacientes hipertensos, pacientes com insuficiéncia cardiaca e em
mulheres gravidas. Dessa forma, essas substancias endégenas vém sendo estudadas por suas
habilidades em interferir no mecanismo de regulacdo da homeostasia (Blaustein; Hamlyn,
2024; Daoussis et al., 2020).

Assim como 0s ECTs exdgenos, os endogenos também séo capazes de interagir com a
a Na* /K™-ATPase. Diversos estudos tém demonstrado que a Na*/K*-ATPase ndo atua apenas
no equilibrio iénico celular, mas também como um importante transdutor de sinal, modulando
outras atividades celulares, como secrecdo de mediadores de proliferagédo celular e
diferenciacdo (Xu et al., 2023).

Baixas concentracOes de ouabaina, sem a capacidade para inibir o transporte idnico de
sodio e potassio, foram capazes de promover alterac6es 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 sinalizacdo que regulam processos como:
crescimento e proliferacdo celular (Rognant et al., 2022); apoptose (Hafner; Schmiech; Lang,
2021) e expressdo de varios genes, tais como, c-fos e c-jun (Kravtsova et al., 2019).

Além dos efeitos cardiovasculares, o uso dos ECTs vem sendo estudado no tratamento
de diversas patologias, como o cancer, doengas neurodegenerativas, alergias, fibroses, entre
outros (EI-Seedi et al., 2022). Numerosos estudos tém confirmado a acdo antiproliferativa e
efeitos apoptdticos desses compostos em varios tipos de neoplasias, como cancer de mama
(Barbalata et al., 2020) e pulméo (Mijatovic et al., 2006); melanoma (Newman et al., 2006),
leucemia (Masuda et al., 1995) e neuroblastoma (Kulikov et al., 2007). Adicionalmente,
estudos sugerem que os ECTs desempenham também atividade imunomoduladora (Takada et
al., 2009; Yang et al., 2005).
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O sistema imunoldgico é constituido por érgados, células e moléculas que sdo capazes
de manter ou restabelecer a homeostasia do organismo (Wilson; Trumpp, 2006). Esse sistema,
entre varias outras fungdes, desempenha um papel fundamental no reconhecimento rapido e
eliminagdo de microrganismos patogénicos por diferentes processos, como a inducdo da
inflamac&o. A inflamac&o € uma resposta fisiologica que pode ser desencadeada quando ocorre
o reconhecimento de um agente lesivo, infeccioso ou ndo. Nesse contexto, o sistema imune
utiliza receptores de reconhecimento padrédo (PRRS) para reconhecer os padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMPs) e ao dano celular (DAMPs). Esses receptores, quando
ativados, podem desencadear uma cascata de sinalizagcdo intracelular que favorece o
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria aguda (Janeway; Medzhitov, 2002).

Durante o processo inflamatorio agudo, fenébmenos vasculares e celulares levam ao
surgimento dos quatro sinais cardinais da inflamacéo: dor, calor, rubor e edema, podendo ser
acompanhados ou ndo de perda da fungdo do tecido ou 6rgdo afetado. Sabe-se que os sinais
cardinais da inflamacéo resultam da vasodilatacao (calor e rubor); da estimulag@o dos terminais
nervosos por mediadores (dor); do acimulo de leucdcitos e do aumento do fluido intersticial
(edema) e, eventualmente, inibicdo do reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido
(perda da funcao) (Aller et al., 2007; Scott et al., 2004). Esse processo é fisiologicamente
importante tanto na defesa do hospedeiro, como na reparacdo tecidual, no entanto, se esse
processo for persistente, pode evoluir para um processo crénico com possivel dano tecidual.
Dessa forma, a regulacdo da resposta inflamatoria, seja pela inibicdo da producdo de
mediadores pré-inflamatorios e/ou pela estimulagcdo de mediadores anti-inflamatérios, consiste
em um evento fundamental na homeostasia do organismo (Sherwood; Toliver-kinsky, 2004).

Diante disso, varias células participam da resposta imunoldgica, dentre elas o0s
macrdfagos. Essas sdo células que podem ser originadas a partir dos monocitos sanguineos, e
também ha uma populacdo de macréfagos residentes, que recebem denominacGes especificas
dependendo do tipo de tecido onde sdo encontrados (Gordon, 1995). Os que residem nos tecidos
produzem baixos niveis de mediadores inflamatérios, entretanto, quando expostos a sinais
ativadores como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y),
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e/ou produtos fungicos, como o zymosan (ZYM), se
tornam ativados e com capacidade de produzir altos niveis de mediadores da inflamacéo
(Fujiwara; Kobayashi, 2005). Os macréfagos sdo essenciais para o processo inflamatério, tendo
como fungbes a fagocitose, a apresentacdo de antigenos e a producdo de citocinas pro-

inflamatorias, tais como IL-6 e IL-1B, assim como ¢ eficaz na liberacédo de espécies reativas de
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oxigénio e nitrogénio, desempenhando papéis fundamentais na iniciacdo, manutencdo e
resolucdo do processo inflamatorio (Willoughby et al., 2000).

A molécula em estudo, o BD-8, ¢ um ECT, derivado da digoxina. O BD-8, faz parte de
um copilado de derivados, oriundos da BD-21, uma molécula sintetizada a partir da digoxina.
A BD-21 é um derivado sintético da digoxina que apresenta em sua estrutura um grupo estireno
adicional no carbono C21 do anel da lactona, na qual possui diversos efeitos biolégicos ja
descritos na literatura, como inibicdo de edema de pata em camundongos e reducéo de células
inflamatorias e a expressdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), além de reduzir os niveis
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Pessoa et al., 2018; Vieira et al., 2018). No entanto,
ndo se conhece o papel da BD-8 no sistema imunoldgico. Com isso, buscou-se investigar 0s

efeitos imunomoduladores da molécula BD-8, dentro de um contexto in vitro.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Inflamacéo

O processo inflamatdrio corresponde & ativacao do sistema imunoldgico e é capaz de
reestabelecer a homeostase do organismo, tecidos e 6rgdos. Dentro desse contexto, fornece
protecdo contra agentes do ambiente, reforcando a defesa do organismo e a integridade
funcional e estrutural de tecidos e 6rgdos (Medzhitov, 2021). Porém, quando ocorre uma
desregulacdo deste processo inflamatério, hd uma producdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatorias e da migracéo de células, o que pode ocasionar a perda de fungdo definitiva do
local inflamado (Megha et al., 2021).

A resposta inflamatoria inicia-se com a ativacdo do sistema imune inato, que reconhece
Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS) e PadrGes Moleculares Associados ao
Dano (DAMPs). Quando reconhecido o PAMP ou DAMP pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), por intermédio do seu Receptor de Reconhecimento Padrdo (PRR), ocorre a
ativacdo da resposta inata mediada principalmente por macréfagos e neutrofilos (Figura 1) (Ma;
Jiang; Zhou, 2024; Masumoto et al., 2021).



Figura 1. Resposta inata aos PAMPs e DAMPs
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Fonte: Proprio autor, 2024. Esquema exemplificando como ocorre a resposta inata frente a um reconhecimento
de um agente infeccioso ou a algum dano tecidual. Macréfagos reconhecem o PAMP ou DAMP pela interacao
com o PRR, codificam o padrdo identificado geram uma sinalizagdo para producéo de citocinas e quimiocinas,
que recrutara mais células para conter a infeccdo por quimiotaxia, levando a ativagdo e diferenciacéo celular,
contracdo endotelial para facilitar a passagem de células para o local lesionado/infectado, ativando o sistema

complemento, gerando uma resposta inflamatéria ou uma apresentagdo de antigeno.

A inflamacdo pode ser definida como uma varidvel critica para diversas doencas, a
exemplo das doencas infecciosas. A resposta inflamatdria pode ser aumentada pelo continuo
acimulo e ativacdo de componentes celulares imunoldgicos, levando a uma resposta
inflamatoria exacerbada e descontrolada, causando ruptura de tecidos e aumento da producgédo
de tecido fibroso (Kolb, 2022).

O processo inflamatoério engloba a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e anti-

inflamatorios, que gera uma espécie de processo compensatorio, como as citocinas,
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desencadeando a dor, calor rubor, edema e possivelmente perda de func¢éo do tecido ou érgao,
compondo assim 0s cinco sinais cardinais da inflamacao (Kolb, 2022).

Os sinais cardinais da inflamacéo séo resultado coletivo da liberacdo das citocinas,
quimiocinas, fragmentos do sistema complemento e aminas vasoativas pelos macrofagos e
mastdcitos apos o contato com o patdgeno. Todos os mediadores inflamatorios corroboram para
o recrutamento de neutrofilos e das proteinas plasmaticas para o foco da infeccdo e local em
processo inicial de inflamacdo, pois, por quimiotaxia ocorre esse recrutamento de neutréfilos
da corrente sanguinea (Soares et al., 2023)

Essas caracteristicas constituem o resultado coletivo da liberacdo de citocinas,
guimiocinas, fragmentos do complemento e aminas vasoativas, liberadas pelos macréfagos e
mastdcitos apos contato inicial com o antigeno. Todos os mediadores inflamatorios recrutam
neutrofilos e proteinas plasmaticas para o local inflamado, induzindo vasodilatagdo dos
capilares e vasos sanguineos localizados proximos do foco de infec¢éo, favorecendo a migragao
neutrofilica e monocitica por diapedese para o local da inflamacao, por quimiotaxia (Figura 2)
(Kolb, 2022; Strzelec et al., 2023).

Figura 2 - Detalhamento do processo inflamatorio.
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Fonte: Strzelec et al., 2023. Comparacao de tecido normal e tecido inflamado. Moléculas pré-inflamatérias, como
prostaglandinas, histamina, bradicinina e NO, causam vasodilatacdo no tecido inflamado, aumentando o fluxo
sanguineo (1), permitindo a migracéo de células para o local inflamado, pelo aumento da permeabilidade vascular,

oriunda da vasodilatacdo (2). Localmente, ocorre aumento da sensibilidade e dor (3). A entrada no estado de tecido
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normal ocorre pela mudanca de perfil celular, como no caso de macréfagos de perfil M2, e moléculas anti-
inflamatorias, como a interleucina-10 (1L-10), diminuindo permeabilidade (4) e fenétipo de células endoteliais (5).

Com isso, ajuda a inibir o extravasamento de células imunolégicas (6).

O processo de migracao de leucocitos do endotélio dos vasos sanguineos para o local
da inflamacéo, é denominado de diapedese. Esse processo inclui a expressao de moléculas de
adesdo, expressas tanto pelos leucécitos em processo de migracdo, como pelas células
endoteliais. Ativado o processo inflamatério, ocorre a migracdo de neutréfilos, como
mencionado anteriormente, com subsequente migracdo de mondcitos. Do mesmo modo, ha
migracgdo posterior de linfocitos oriundos de tecidos linfoides. Essa migracdo de linfocitos do
sistema linfatico, leva ao favorecimento da interacdo entre o linfocito e o antigeno, bem como
promove a disseminacado de células efetoras (Filippi, 2019; Gronloh; Arts; Buul, 2021).

A migracdo em grande quantidade de neutrofilos para o sitio inflamado, pode levar a
lesGes teciduais, liberando mediadores inflamatérios, como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e citocinas, como a interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), Fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a). As citocinas presentes no local inflamado, induzem o fim da atividade
neutrofilica e o reconhecimento dos corpos apoptéticos pelos macrofagos, que dardo
continuidade a resposta inflamatoria (Reglero-real et al., 2021).

Uma vez ativada, a resposta inflamatéria se desenvolve rapidamente. A vasodilatacao
ocorre em segundos e a migracdo de leucocitos pode ocorrer em horas ou minutos logo apos
ativacdo do processo inflamatdrio, liberando componentes do sistema imunol6gico, como
anticorpos, proteinas do sistema complemento, neutrofilos e mondcitos, no sitio inflamado
(Cavaillon et al., 2021).

As respostas celulares no processo inflamatorio ocorrem por uma diversidade de
cascatas de sinalizacGes celulares, que comandam todas as atividades das células presentes no
sitio de inflamacao. A maioria dos receptores localizados na superficie celular, usam proteinas
cinases ativadas por mitdégenos (MAPKSs), como € o caso da p38, da cinase reguladora de sinais
extracelulares 1/2 (ERK 1/2) e a cinase N-terminal c-Jun (JNK), bem como faz uso de fatores
nucleares, como o Fator Nuclear kB (NF-kB), envolvida no mecanismo de cascata de
transducdo de sinalizagcdo, aumentando a transcricdo de fatores pro-inflamatorios, como no caso
da IL-1B (Yeong et al., 2022). As vias de sinalizacdo da ERK 1/2, regulam a expressdo de
citocinas, envolvendo mecanismos transcricionais e pos-transcricionais em macrofagos (Groft
et al., 2020; Kim et al., 2023). J& na via da JNK, a mesma possui trés isoformas, a JINK 1, INK

2 e JNK 3. Asisoformas JNK 1 e 2 sdo amplamentes expressas em tecidos, enquanto a JNK 3
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é restrita a tecidos neuronais, testiculos e os midcitos cardiacos. Os macrofagos, quando
ativados, expressam JNK 1 e 2, possuindo assim um papel pré-inflamatoério. Além das ERK 1
e 2 e as INKSs, a p38 exerce um papel inflamatorio, alem de estar envolvida em mecanismos de
retroalimentacdo, regulando a resposta inflamatoria (Westenberger et al., 2021).

O NF- kB ¢ formado pelas subunidades p50 e p65, ativada por estresse celular, dano
tecidual, citocinas e quaisquer desordem em determinado tecido. Esse fator esta relacionado
aos processos inflamatorios, regulando o processo de diapedese de leucdécitos para o local da
inflamacdo (Chen et al., 2023), bem como a expressdao de genes envolvidos no processo
inflamatorio, como os genes que codificam a IL-1p, IL-6, IL-23 e TNF-a. O NF- kB ¢ ativado
dentro do processo inflamatdrio na presenca de sinais externos, embora as vias de sinalizacéo
envolvendo o NF- kB sejam altamente controladas em condi¢Ges basais. O processo de ativacdo
do NF- kB envolve uma cascata de processos, primeiramente ocorre o reconhecimento do sinal,
como infecgdes bacterianas e fangicas, pelos PRRs, como no caso dos receptores do tipo toll,
além de receptores com dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos (Nagahawatta
et al., 2022).

Além das moléculas e vias citadas, existe a PIsK (Fosfoinositideo 3-
quinase)/Akt/mTOR tem sido entendida como uma via de sobrevivéncia em células
eucaridticas, onde a serina/treonina quinase Akt é uma via chave dentro de uma resposta
inflamatoria. Conhecidas também como proteina quinase B (PKB), as Akts sdao uma familia de
serinatreonina quinases, as quais estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos do
organismo que sdo essenciais para a homeostase. As células eucaridticas expressam de forma
intracelular trés isoformas de Akt, que s@o extremamente relacionadas: a AKT1 (PKBa), a Akt2
(PKBDb) e a Akt3 (PKBg), sendo todas codificadas por genes distintos. Em especial a Aktl é
essencial para a inflamagédo aguda, exercendo fungbes como a regulacdo da permeabilidade
vascular, controlando a diapedese. O processo de ativacdo da Akt depende da fosfoinositide-
3,4,5-P3, na qual gera o produto da fosfoinositida-3-quinase (PI3K). Quando ocorre a interacdo
da fosfoinositide-3,4,5-P3 com o dominio plecstrina (PH), acaba promovendo a translocacao
para a membrana plasmatica, fosforilando em dois locais: Thr308 por PDK1 e Ser473, pelo
complexo de proteinas contendo mTOR, SIN1, Rictor e Gbl. Em suma, apenas com a
fosforilagdo completa em Serd73 e Thr 308 pode exibir suas fungbes mencionadas
anteriormente (Reyes-Gordillo et al., 2019; Xia et al., 2019; Palumbo et al., 2021).

Em estudo desenvolvido por Bao et al. (2020), foi demonstrado que a via de sinalizagdo
PIsK/Akt/mTOR/RhoA afeta a capacidade fagocitaria dos macrofagos, modulando as

alteracdes do citoesqueleto no processo de fagocitose. Foi demonstrado pelos pesquisadores
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que o mTOR diminuiu a capacidade fagocitica dos macrofagos, e blogueou o rearranjo
adequado do citoesqueleto para a fagocitose, podendo assim, trazer uma resolubilidade melhor
para um processo inflamatorio (Figura 3).

As tirosinas quinases ndo receptoras intracelulares da familia Src, também
desempenham um papel importante dentro do processo inflamatério e de distlrbios
imunomediados (Szilveszter; Németh; Mdcsai, 2019). As quinases da familia Src, além do
envolvimento no processo inflamatério, desempenham diversas outras fungdes na maquinaria
celular, como a proliferacéo celular, diferenciacdo, apoptose, migracgéo celular, envolvidas na
sinalizacdo de integrinas e lectinas do tipo C (Szilveszter; Németh; Mdcsai, 2019), e no
metabolismo celular (Ortiz et al., 2021). A Src também pode ativar mecanismos de sinalizacao
intracelular por meio da small G-protein Ras (Figura 3), que com o processo de ativacdo pela
ligacdo ao trifosfato de guanosina (GTP), a Ras desencadeia a fosforilagdo via quinases RAF,
MEK e ERK, levando a transcri¢do de fatores que promovem a ativagdo de genes envolvidos
na proliferagdo. A Ras pode também entrar na via da PlsK, ativando-a (Figura 3B) (Zhao; Luo,
2022).

A Src pode sinalizar para ativagdo tanto da via da Akt/mTOR, como pela via das
MAPKs (Figura 3). A ativacdo de ambas as vias, leva ao recrutamento de proteinas proteinas
intracelulares, como a p38/ERK/INK e Akt/mTOR, que culmina na ativagdo e/ou aumento da
expressao de genes responsaveis de produzir mediadores do processo inflamatorio, como a

producéo de citocinas e enzimas, como a IL-1p e a enzima iNOS (Araujo et al., 2019).
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Figura 3 - Vias de sinalizagdo intracelular envolvendo o processo inflamatorio.
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Fonte: Proprio autor, 2014. A ligagdo de estimulos inflamatérios em seus receptores, ativa a célula, que ird
desempenhar seu papel dentro de um contexto de inflamacdo. Como exemplo, tem-se a ligacdo de particulas de
zymosan em seu receptor do tipo toll-like 2 (TLR2), que levard a ativagdo de vias envolvidas no processo
inflamatdrio, como a via da PI3K, que levard a ativacdo de Akt/mTOR e do NF-kB, bem como a via das MAPKSs,
que sdo a p38, ERK e JNK. Além disso, pode ativar também a via da Src, que ela pode levar a ativacio da via das
MAPKSs e da PI3K. A ativacéo dessas vias, culminam na expressao de genes, que levam a produgéo de citocinas
pré-inflamatdrias, bem como pode levar a producdo de enzimas, como € o caso da INOS, que produzird o 6xido

nitrico.

Ainda no contexto da inflamacdo, existe a cascata do &cido araquiddnico, importante
molécula que acentua esse processo. O acido araquiddnico é o precursor da maioria dos
eicosanoides, ndo existindo como um &cido graxo livre, obtido assim por um processo de
esterificacdo dos fosfolipidios de membrana, predominantemente fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilinositol (Pl) (Figura 3). Esse processo de esterificacdo
ocorre pela enzima fosfolipase Az (FLA>), na qual existe em duas isoformas, a fosfolipase A
secretora (FLA2s), ligadas a membrana, e fosfolipases Az citoplasmaticas (FLA2c) sollveis. As
isoformas da fosfolipase A2 relevantes para a inflamacgdo s&o estimuladas por citocinas (como
TNF-a, Fator Estimulador de Col6nias de Granulocitos e Macrofagos (GM-CSF) e Interferon-
gama (IFN-y)). O acido araquidénico € convertido pelas enzimas ciclo-oxigenasses,
lipooxigenases ou epoxigenases do citocromo, sendo a enzima envolvida que vai determinar a
classe de eicosanoide produzido (Figura 4) (Yu; Lao; Zheng, 2016; Goradel et al., 2019)

As ciclo-oxigenasses levam a formacdo de prostaglandinas, prostaciclinas e

tromboxanos. Nos seres humanos, sdo encontradas duas formas de ciclo-oxigenasses, a ciclo-
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oxigenasse 1 (COX-1) e a ciclo-oxigenasse 2 (COX-2), diferindo quanto a localizagao celular,
perfil de regulacdo, expressao tecidual e exigéncia de substrato. A COX-1 é expressa de forma
constitutiva, atuando em atividades fisioldgicas e de manutencdo, como a homeostasia vascular,
manutencdo do fluxo sanguineo renal e gastrointestinal, funcdo renal, proliferacdo da mucosa
intestinal e como antitrombogénica. J& a COX-2, estd envolvida dentro dos processos
inflamatorios, febre, dor, transducdo de estimulos dolorosos na medula espinal, mitogénese,
adaptacdo renal ao estresse, ovulacéo, placentogénese e contragdes uterinas no trabalho de parto

(Nagarujo; El-Rayes, 2019; Janarthanan; Adalarasan, 2019).

Figura 4 - Visdo geral das vias do acido araquiddnico.
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Fonte: Adaptado de Golan, 2014. A fosfolipase A, atua nos fosfolipidios fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilinositol (PI) para liberar &cido araquidonico. Além disso, o &cido
araquidénico insaturado é usado como substrato para a conversao de ciclooxigenase, lipoxigenase e epoxigenase.
A via da ciclo-oxigenase produz prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Lipoxigenase, leucotrienos e
lipoxinas. A via da epoxigenase produz acido epoxieicosatetraendico (EET). A peroxidagdo ndo enzimatica do
acido araquiddnico produz isoprostano. A fosfolipase A; cliva a ligagdo éster (“local de clivagem”) indicada pela

seta, liberando acido araquiddnico.
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2.2 Oxido Nitrico e Oxido Nitrico Sintases

O NO ¢é uma molécula na sua forma gasosa, soltvel em agua e passa livremente através
das membranas celulares. O NO enddgeno € um importante efetor e molécula de transducao de
sinais em Varios processos celulares fisioldgicos, como a vasodilatacdo, respostas imunes,
neurotransmissao, apoptose, reproducéo, regulacdo da transcricdo génica, tradugdo de mRNAS
e modificagdes pos-traducionais de proteinas. Vale salientar também, que essas acOes
fisioldgicas ocorrem em concentracbes muito baixas, variando de pico-nanomolar, ja as
concentracOes mais elevadas de NO, levam a um processo de estresse oxidativo (Andrabi et al.,
2023).

O NO é produzido de forma enddgena, regulada pela oxidacdo do grupo L-arginina, e
pelas enzimas éxido nitrico sintases (NOS), encontradas de forma constitutiva, representadas
pelo 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e 6xdio nitrico sontase neural (nNOS), e na forma
induzivel, sendo a éxido nitrico sintase induzivel iINOS (Ghasemi, 2019).

A sintese do NO, ocorre pela conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina. Esse
processo de sintese é mediado pela familia de isoformas, as NOS, na qual sdo semelhantes pelo
fato de todas produzirem NO e outras moléculas bioldgicas, como a L-citrulina, através da L-
arginina e outros cofatores, como a Fosfato de Dinucle6tido de Nicotinamida e Adenina na sua
forma reduzida (NADPH) (Figura 5).

Figura 5 - Producdo de NO.
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Fonte: Lind et al., 2017. Legenda: A producédo de NO e L-citrulina sdo catalisadas pelas isoformas de NOS e seus

outros cofatores associados.

O NO, dentro do contexto dos processos inflamatérios, funciona como uma molécula
pré-inflamatdria, como também anti-inflamatdria, e seus niveis e locais de liberacdo sdo
regulados rigorosamente. Durante o processo inflamatorio, mondcitos se deslocam para o sitio
inflamado, se diferenciando, devido a liberagdo de citocinas, em macréfagos, fagocitando
células lesionadas e/ou agentes patogénicos. As citocinas pro-inflamatérias liberadas aumentam
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a expressdo da enzima iNOS em macréfagos, neutréfilos e granuldcitos, promovendo a grande
liberacdo de NO no sitio inflamado. Dependendo do local e do tipo da célula, a producdo de
NO favorece a inflamacdo ou a resolucdo da mesma. Baixos niveis de eNOS estimulam
moléculas pro-inflamatorias, como a COX-2 e NF-«B. Niveis elevados de eNOS, reduzem o
estresse oxidativo, a inflamacgéo, enquanto a iNOS induz o estresse e 0 processo inflamatério
(Ghasemi, 2019; Andrabi et al., 2023).

Além disso, 0 NO e as demais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, possuem papel
importante no contexto fisioldgico do hospedeiro. Esses mediadores possuem propriedades
antimicrobianas, participando diretamente do processo inflamatorio, pois estdo envolvidos em

dano tecidual/celular e ativacdo de diversas vias inflamatdrias (Lind et al., 2017).

2.3 Os ECTs e os seus efeitos imunomodulatérios

Os ECTs apresentam como estrutura geral um nucleo esteroidal conservado, com um
anel lactonico localizado na posi¢cdo C17p, podendo conter, ou ndo, uma por¢ao glicosidica ou
geninas, contendo uma ou mais unidades de agucares na posi¢do C13p. De forma classificatoria,
os esteroides sdo divididos em dois grupos, os cardenolideos, contendo um anel lactonico de
cinco membros, e os bufadienolideos, com um anel lactonico de seis membros (Figura 6)
(Blaustein; Hamlyn, 2024).

Figura 6 - Estrutura basica dos ECTs.
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Fonte: Adaptado de Mijatovic; Kiss, 2013. Legenda: Ndcleo béasico de um esteroide, o
ciclopentanoperidrofenantreno, e as adigdes para formagdo de um ECT. Na sua posi¢do C17f, onde se encontra o
R’, sdo adicionados anéis lactonicos de cinco ou seis membros, dando a classificagdo de um ECT, podendo ser
cardenolideo ou bufadienolideo, respectivamente. Adicionado na posigdo C13B, moléculas glicosiladas ou

geninas. Tais modificagdes nessas posi¢cdes, levam a formacéo de ECT, como a OUA e a marinobufagenina.



30

Varios estudos do nosso grupo ja demonstraram o efeito dos esterdides cardiotonicos na
inflamacdo. Observou-se que a ouabaina (OUA), em um modelo de peritonite induzida por
zymosan, resultou em uma reducdo no namero total de células e nas citocinas pro-inflamatorias
IL-1B e TNF-a (Leite et al., 2015). Além disso, estudos demonstraram que a OUA reduz a
ativacdo de MAPK p38, CD18 e do fator de transcricdo NF-«B (Cavalcante-Silva et al., 2021,
Cavalcante-Silva et al., 2020; Leite et al., 2015). Além disso, a ouabaina apresentou atividade
anti-inflamatoria, reduzindo o edema de pata de rato induzido por carragenina, composto 48/80
e zymosan, e inibindo a migragdo celular em HAS induzida por concanavalina A (Vasconcelos
etal., 2011).

Outro estudo do grupo mostrou que o tratamento com ouabaina reduz a inflamacéo
alérgica pulmonar, onde este esteroide inibe a migracdo celular induzida pela ovabumina, reduz
os linfécitos CD3+, reduz os niveis de citocinas IL-1p, IL-4, IL-13, TNF-a ¢ TGF-B ¢ as
alarminas IL-33 e TSLP. Além disso, esse esteroide reduziu o nivel sérico de IgE especifica
para ovalbumina no lavado broncoalveolar e a ativacdo da p38 MAPK (Galvéo et al., 2017,
Galvao et al., 2022). Além disso, no modelo de infeccdo com Zika virus, a ouabaina demonstrou
atividade antiviral contra esse virus (Carvalho et al., 2022) e foi capaz de modular a citocina
IL-6 (dados do grupo ainda néo publicados).

Além da ouabaina, também foi observada atividade anti-inflamatdria de outro ECT, a
marinobufagina, na reducgéo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF-a in
vitro e reducdo da migracdo in vivo de células polimorfonucleares (PMNS) e citocinas IL-1p e
IL-6 na cavidade peritoneal (Carvalho et al., 2019). Adicionalmente, um outro ECT, a digoxina,
também apresenta efeito imunomodulador, pela capacidade em inibir as citocinas TNF-a, IL-
6 e IL-8 em células mononucleares do sangue periférico estimuladas por LPS (lhenetu et al.,
2008).

Vérios estudos ja demonstraram os efeitos dos esterdides cardiotbnicos na
neuroinflamacdo. Em um modelo de doenga de Alzheimer, a digoxina reduziu os niveis
cerebrais de TNF-o e a morte neuronal, e a marinobufagina reduziu os niveis da proteina
precursora amildide e IL-6 (Erdogan et al., 2022; Fox et al., 2022). Além disso, outros estudos
demonstraram que a ouabaina também tem papel na neuroinflamacéo, no qual in vivo reduz a
ativacéo e posterior translocacdo de NF-«kB, levando a redugdo na expressdo de iNOS e IL-13
(Kinoshita et al., 2014). ) e in vitro reduz a liberagédo de IL-1p em astrécitos estimulados por
LPS (Forshammar et al., 2011).



31

2.4 Sintese das y-benzilideno digoxina (BDs)

A semi-sintese dos esteroides foi realizada a partir da digoxina, todos com diversos
grupos substituintes ao nivel do anel lactonico. Os derivados foram divididos em trés principais
grupos para prosseguimento das analises (Figura 7B): o grupo modelo, o grupo com substituinte
éter e 0 grupo com substituintes eletronegativos ndo oxigenados. O grupo com substituinte éter
ainda foi subdividido em C1, C4 e C6 de acordo com o tamanho da cadeia carbdnica dos
substituintes.

Aldeido (1,8 mmol), digoxina (0,469g, 0,6 mmol), K.CO3z anidro ( 0,249g, 1,8 mmol)
foram adicionados a 60 ml de metanol num bal&o de fundo redondo . Apds agitacdo durante 6
horas a 70°C, o solvente foi evaporado num evaporador rotativo. O produto bruto foi diluido
com 20 ml de agua e extraido com acetato de etila quente (3 x 30 ml). A camada organica foi
lavada com salmoura, seca sobre Na>SO4 anidro e concentrada sob vacuo. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica (CH2Cl2 / MeOH 11 :1). Apos purificagdo, o
produto puro foi diluido em THF, precipitado com hexano e concentrado sob pressao reduzida

para dar os derivados y-benzilideno digoxina, dentre eles, o BD-8 (Figura 7A).

Figura 7 - Sintese dos derivados y-benzilideno digoxina.

K,CQO;, MeOH, Refluxo
ou K,CO,4, THF, MeOH, ta.




32

Template Ether substituents Non-oxygen eletronegative
21-BDR=H (C1) BD-1 R = 4-OCH, substituentes
BD-2R = 2,3-diCl
(C4) BD-7 R = 4-OBut, 3-OMe BD-3R =4-F
BD-8 R = 3-OBut BD-4 R = 4-N(CH.),
BD-9 R = 4-OBut BD-5R = 3-NO;,

BD-10 R = 2-OBut

(C6) BD-13 R = 4-OHex
BD-14 R = 3-OHex
BD-15 R = 4-OHex, 3-OMe
BD-16 R = 2-OHex

Fonte: PessOa et al., 2018. Legenda: A - Processamento geral para sintese de derivados da digoxina. B - Divisdo
dos grupos e subgrupos conforme a estrutura de cada derivado. Grupo Modelo, com a BD-21. Substituintes Eter,

com seus subgrupos C1, C4 e C6, e os substituintes eletronegativos ndo oxigenados.

O BD-8 entra dentro do grupo de substituintes éter e do subgrupo C4, sendo adicionado
um radical -oxibutano no terceiro carbono do anel aromético adicionado (-3-OBut) (Figura 7B
e Figura 8).

Figura 8 - Estrutura quimica do BD-8

HO,,

HO™

Chemical Formula: C5,H76015
Molecular Weight: 941,151

Fonte: Pessoa et al., 2018.

2.5 Efeitos bioldgicos das BDs

Os ECTs sintetizados por nossos colaboradores foram testados quanto a sua habilidade
de modular as isoformas al, a2 ¢ a3 da Na + /K + -ATPase transfectadas em células da
linhagem Sf9 através do sistema de expressao baculovirus. Foi observado que alguns compostos
foram capazes de modular a atividade da Na*/K*-ATPase com boa seletividade para uma
isoforma especifica, tanto estimulando quanto inibindo a atividade da enzima. Além disso,

foram realizadas analises in silico, especificamente a ancoragem molecular, de compostos
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selecionados no intuito de explicar essas modulag6es, procurando por interages nos sitios de
ligacdo dos ECTs. A BD-4, BD-8 e BD-13 demonstraram uma alta seletividade para a isoforma
a2, estimulando sua atividade, enquanto a BD-14 e BD-15 mostraram boa seletividade para a
isoforma o3, também estimulando sua atividade. Assim, foi demonstrado uma classe de ECTs
capazes de modular a atividade de isoformas especificas da Na'/K'-ATPase, com
possibilidades de superar os efeitos colaterais e toxicos, no ambito das aplicacdes clinicas,
provocados pela ligacdo dos ECTs em varias isoformas da Na'/K*-ATPase (Pessoa et al.,
2018). Além disso, esses compostos foram testados para verificar sua atividade tumoral e
apresentaram efeitos toxicos para as células tumorais que ndo foram relacionados com os seus
efeitos inibitérios da Na*/K*-ATPase ou da modulacdo da sua expressao, demonstrando que 0s
efeitos toxicos classicos dos ECTs ndo estdo envolvidos para os derivados y-benzilidenos da
digoxina (Alves et al., 2015).

Dentre os compostos mais estudados a 21-benzilideno digoxina (BD-21) € a que possui
a maior gama de estudos realizados. A BD-21 é um derivado sintético da digoxina que apresenta
em sua estrutura um grupo estireno adicional no carbono C21 do anel da lactona. A adicdo do
grupo estireno no anel lacténico, fornece a BD-21 caracteristicas diferentes das observadas para
outros ECTs, provavelmente porque o grupo aromatico adicional pode promover um
impedimento estérico no sitio de ligacdo da Na*/K*-ATPase. Por essa razdo, a Na*/K*-ATPase
possui uma menor afinidade por BD-21, em relacdo a digoxina e ouabaina. Foi demonstrado
que além da Na'/K*-ATPase, a BD-21 pode ter outros alvos celulares como Pdr5p, uma
proteina da familia de transportadores ABC de Saccharomyces cerevisiae, que teve sua
atividade inibida por BD-21 e ndo pela digoxina. Esses dados sugerem que BD-21 poderia atuar
como um medicamento para reverter o fendtipo de tumores resistentes a maltiplas drogas
(Rocha et al., 2014).

Avaliando o potencial antitumoral da BD-21 em ceélulas de carcinoma uterino e
carcinoma de colon (HeLa e RKO) verificou-se que essa substadncia apresenta uma
citotoxicidade menor (2,2 M) em relagao a digoxina (56,2 tM) e que ndo apresenta toxicidade
para as células normais (MDCK). Adicionalmente, a BD-21 induziu a morte de células de
ovario de hamster chinés (CHO-K1) e células HeLa, por apoptose. Mesmo apresentando uma
baixa citotoxicidade, a BD-21 apresentou resultados interessantes que motivaram a continuagao
dos estudos com essa molécula. A BD-21 modulou as jungdes oclusivas aumentando a
expressdo de claudina-4 e ZO-1, e inibindo a expressdo de claudina-2. Dessa forma a BD-21
pode fortalecer as juncdes oclusivas, podendo regular caracteristicas importantes na metastase

como: migracéo, transformacéo, proliferagédo e invasao celular (Rocha et al., 2014).
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Uma andlise dos efeitos anti-inflamatorios da BD-21 também foi realizada. A
administracdo oral de BD-21 (0,3 mg/kg) demonstrou uma inibicéo significativa e prolongada
do edema da pata. A anélise histologica demonstrou uma reducdo nas células inflamatorias e
na expressdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) nas almofadas plantares 6h apos a
administracdo de carragenina. A BD-21 (0,3 mg/kg) também reduziu os niveis do fator de
necrose tumoral (TNF-a) 2 e 4 h apds a carragenina. Adicionalmente, a BD-21 demonstrou
atividade antinociceptiva, inibindo contor¢fes abdominais em todas as doses testadas. Porém,
no teste da formalina, a BD-21 ndo apresentou atividade antinociceptiva. Além disso, no teste
de toxicidade aguda, a BD-21 ndo causou sintomas de toxicidade ou mortalidade. Esses
resultados demonstram que estes novos ECTs possuem um grande potencial como farmacos
anti-inflamatorios (Vieira et al., 2018).

Recentemente também foram realizados experimentos de neuroprotecdo com 0s
compostos que tinham uma maior especificidade pela isoforma a3. O intuito do trabalho foi
avaliar o uso da digoxina e seus derivados semissintéticos BD-14, BD-15 e BD-16, frente a
inducdo isquémica quimica parcial seguida de reperfusdo em células de neuroblastoma murino,
Neuro-2a (N2a). A isquemia quimica foi induzida por azida sodica em diferentes concentragoes,
para posterior selegdo da concentracdo ideal; a reperfuséo foi induzida por 24 horas trocando o
meio isquémico por meio de cultivo. O efeito neuroprotetor apds o pré-tratamento das células
com os esteroides a serem testados, demonstraram um aumento da viabilidade das células em
concentragcdes nanomolares. Na atividade da Na'/K*-ATPase e expressdo da isoforma al da
enzima, os esteroides digoxina e BD-15 demonstraram capacidade de modular diretamente a
atividade da enzima, aumentando seus niveis de expressao e atividade (de Souza Goncalves et
al., 2019).

Diante dos resultados j& estabelecidos dos derivados da digoxina, as y-benzilidenos
digoxinas, bem como dos efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores ja descritos de
diversos ECTs, esse trabalho busca investigar o papel imunomodulador do derivado da
digoxina, BD-8, em modelo in vitro de macrofagos peritoneais murino estimulados com

particulas fangicas, o zymosan.
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3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade imunomoduladora do BD-8 in vitro e 0s possiveis mecanismos
envolvidos.
2.2 Objetivos especificos
- Avaliar o efeito do BD-8 da citotoxicidade celular e na producdo de déxido nitrico
estimulado com 0 zymosan;
- Estudar o efeito do BD-8 na producgéo de citocinas, IL-1B, IL-6, TNF-a e I1L-10 por
macrdfagos peritoneais murinos estimulados por zymosan;
- Investigar o efeito do BD-8 na capacidade fagocitica dos macrofagos frente a particulas
de zymosan;
- Mensurar os niveis de expressdo da 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS);
- Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs);
- Analisar o efeito do BD-8 nas vias Akt/mTOR, NF-kxB, MAPK p38/ERK, Ciclo-
oxigenasse 2 (COX-2) e Src.



MATERIAL E METODOS/
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos swiss albino fémeas com
idade de 6 a 8 semanas. Os animais foram fornecidos pela Unidade Produtora de Animais
(UPA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e foram mantidos com livre acesso a 4gua
e dieta controlada a base de racdo em uma sala com temperatura entre 21+1°C e ciclos
claro/escuro de 12h. Os animais foram manuseados conforme o protocolo n°® 5274120522
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - UFPB (ANEXO A).

4.1.2 Obtencdo do BD-8

O BD-8 foi semissintetizada a partir de modificacBes quimicas da digoxina pelo

Laboratorio de Sintese Organica e Nanoestrutura da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei
(UFSJ), coordenado pelo Prof. Dr. José Augusto Ferreira Perez Villar (Péssoa et al., 2018).
Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a amostra foi solubilizada em DMSO em
uma concentracdo de 5 mg/mL e armazenada no freezer (-20 °C). Para os experimentos, foram
feitas diluicBes sucessivas com meio de cultura RPMI-1640 Medium (1X) (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino SFB para obtencdo das seis concentracfes de BD-8
testadas (100 uM, 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM e 1 nM), sendo essas concentra¢des baseadas

em experimentos anteriores com outro ECT, a marinobufagina (Carvalho et al., 2019).

4.2 Métodos

4.2.1 Cultura de macréfagos

Para a realizagdo da cultura de macrofagos peritoneais, os animais foram previamente
estimulados com uma injecdo intraperitoneal de tioglicolato (2 mL) (Sigma-Aldrich) a 4%.
Apo0s quatro dias, os animais foram eutanaseados, para obtencdo dos macrdéfagos peritoneais,
por meio de deslocamento cervical. Posteriormente, foi realizado o lavado peritoneal, onde 5
mL de meio de cultura RPMI-1640 Medium (1X) (Gibco) (estreptomicina: 10 mg/mL,
penicilina: 6 mg/ml, e canamicina: 2 mg/mL) gelado foi inserido na cavidade peritoneal com
auxilio de seringas e, apos 30 segundos de massagem, o lavado foi recuperado. A suspensao de

células obtida a partir da lavagem peritoneal foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C,
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sendo posteriormente feito o descarte do sobrenadante e o pellet ressuspenso em 2 mL de meio
RPMI-1640 Medium (1x) (Gibco), suplementado com 10% de SFB. Em seguida, foi realizada
a contagem celular e andlise da viabilidade com o corante Azul de Tripan sob camara de
Neubauer.

ApoOs isso, as células peritoneais foram cultivadas em placas de 96 pog¢os a uma
concentracio de 2x10° células/pogo para realizacdo dos experimentos envolvendo a viabilidade
e dosagem de NO, em placas de 24 pocos a uma concentragdo de 5x10° células/poco para
posteriores ensaios de fagocitose e em placa de 6 pogos a uma concentragdo de 1,5x10°
células/pogo para posterior ensaio de citometria. Em seguida, as placas foram incubadas por 2
horas com meio de cultura RPMI-1640 Medium (1X) (Gibco) suplementado com SFB em
estufa de CO, (atmosfera de 5% de CO; a 37°C) ap0s isso, 0s grupos foram divididos em
controle (apenas meio RPMI-1640), estimuladas com ZYM (concentragdo de 0,2 mg/mL), BD-
8 (100 uM, 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM e 1 nM) e a associagdo do ZYM com o BD-8.
Posteriormente, as células foram incubadas novamente em estufa de CO; por 24 horas para em

seguida serem submetidas aos protocolos experimentais.

4.2.2 Andlise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo do método de MTT. Esse método € baseado
na capacidade das enzimas mitocondriais (desidrogenases) de células viaveis transformar o sal
de tetrazolio (MTT), de cor amarela, no seu derivado formazan azul (cor violeta). Dessa
maneira, quanto maior a intensidade da cor violeta, mais células metabolizam o MTT em
cristais de formazan e assim, maior a viabilidade celular (Mosmann, 1983).

Apos coleta do sobrenadante, foi adicionado a placa uma solucdo contendo 10% do
MTT em meio RPMI a mesma foi incubada por 4 h em estufa de CO,. Apds esse procedimento,
todo o sobrenadante foi removido e foram adicionados 100 pL. de DMSO para dissolver os
cristais de formazan formados. Por fim, a viabilidade celular foi quantificada por meio da
medida da densidade éptica no comprimento de onda de 570 nm, determinada por um leitor de

placas.

4.2.3 Dosagem de Nitrito

A producdo de NO foi avaliada in vitro a partir da determinacdo de seu produto de
degradacdo mais estavel, o nitrito, pelo método colorimétrico indireto conhecido como reagéo
de Griess (Green et al., 1982). Nesse método, 0s nitritos, quando presentes na amostra, reagem

com a sulfanilamida em meio &cido para formar um composto intermediario, o sal de diazonio.
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Este sal entdo reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) para formar um composto azo estavel
de cor violeta, que pode entdo ser analisado em um espectrofotbmetro em um comprimento de
onda de 540 nm.

Para isso, 50 puL do reagente de Griess foram adicionados a 50 pL dos sobrenadantes
resultantes do cultivo com os macréfagos peritoneais murinos. Esse reagente é constituido da
mistura 1:1 de duas solucdes A e B, preparadas imediatamente antes do uso. A solucdo “A é
composta por 0,1 % (p / v) de naftiletilenodiamina em 5 % (v / v) de &cido fosforico e a solucao
B com 1 % de p-aminobenzenossulfonamina (p / v) em acido fosférico 5 % (v / v). Apds 10
minutos de reacdo a temperatura ambiente, a leitura foi feita utilizando um comprimento de
onda de 540nm em um leitor de placa. Os resultados em nitrito em uM foram determinados por
meio da comparagdo com a curva padrdo (realizada com nitrito de sodio nas concentracdes de
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ¢ 1.5 uM).

4.2.4 Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas

Ap0s o tempo de 24 horas em cultura celular, os sobrenadantes foram coletados para a
dosagem das citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-10 pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) do
tipo sanduiche, de acordo com as informagfes do fabricante (Thermo Fisher Scientific Inc).
Inicialmente, as placas de ELISA foram sensibilizadas com os anticorpos de captura anti-IL-
1B, anti-IL-6 e anti-TNF-a e anti-1L-10, diluidos em tampdo fosfato pH 6.5 (Coating Buffer
1X) e incubadas overnight a 4°C. Apds esse periodo, as placas foram lavadas com salina
tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,05% de tween 20 (PBS) e os sitios inespecificos
foram bloqueados com a solucdo de bloqueio (PBS contendo 10% de SFB) por 1 hora a
temperatura ambiente. Novamente, as placas foram lavadas em PBST, foram adicionadas as
amostras de sobrenadantes a serem analisadas, ap0s isso, as placas foram incubadas novamente
overnight a 4°C e terminado o periodo de incubacdo, foram lavadas em PBS e o anticorpo de
deteccdo referente a cada citocina foi adicionado, em seguida as placas foram incubadas por 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas em PBS, o
complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado e foram incubadas por
mais 30 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagens adicionais, foi adicionada a solugéo
substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio (H20z) e apds 15
minutos essa reacgdo foi interrompida com a solucéo de parada (acido fosforico 1M) e realizada

a leitura em leitor de placa a 450 nm.
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4.2.5 Avaliacdo da capacidade fagocitica de macréfagos

Macrdéfagos peritoneais previamente obtidos como descrito anteriormente (item 4.2.1),
plagueados em placas de 24 pogos contendo uma laminula de 13 mm de diametro e, apos a
adesdo (2 horas), foram incubadas durante 24 horas com diferentes concentragdes de BD-8 (10
uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM e 1nM). Apos isso, o conteudo dos pogos foi aspirado e adicionou-
se 0 zymosan na concentracdo de 0,2mg/mL, sendo a placa hovamente incubada por 40 min.
Apos esse periodo, os pocos foram novamente lavados com PBS a fim de remover o excesso
de particulas ndo fagocitadas e adicionou-se 300uL de paraformaldeido 4% overnight. Por fim,
as laminulas foram retiradas cuidadosamente dos pogos e, coradas pelo método panético rapido.
As laminulas coradas foram entdo montadas em laminas de microscopia com auxilio do
Balsamo do Canada e visualizadas no microscépio Optico, com a objetiva de imersdo 100x. O
percentual de fagocitose foi estimado pela contagem de particulas de zymosan fagocitadas em
100 macrdéfagos, sendo considerado macrofagos com atividade fagocitica aumentada aqueles
que apresentavam pelo menos 3 particulas de zymosan internalizadas (Zuliani; Gutiérrez;
Teixeira, 2018).

4.2.6 Avaliacdo da capacidade fagocitica de macrofagos por citometria de fluxo

As células foram colocadas em placas estéreis de 24 pocos, sendo plaqueadas 5x10°
células/poco e incubadas por 2hr com meio RPMI-1640 em uma atmosfera de 5% CO; e 37°C.
Apos o periodo de incubacdo, os pogos foram lavados com PBS para remocao das células ndo
aderentes. As células aderidas foram ainda incubadas em um volume final de 300 pL, contendo
meio RPMI-1640 na presenca ou auséncia do BD-8, na concentracdo de 10 uM (Concentragéo
essa a de melhor viabilidade e que diminuiu mais os niveis de 6xido nitrico) por 24hrs a 37°C.
Posteriormente, apds 24hr, as células previamente tratadas, foram desafiadas com o Red-
Zymosan pHrodo™, particula fingica na qual emite fluorescéncia somente quando ocorre a
fagocitose, e foram incubadas por 40 min a 37°C. Apos isso, 0s po¢os foram lavados com PBS,
para remocao de residuos do poco e particulas ndo aderidas, e focam colocadas no gelo por 40
min, para desaderéncia das células. Por fim, as células foram soltas com scraper, passadas para

um tubo de citdmetro e lidas no citdmetro de fluxo.

4.2.7 Avaliacdo da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs)

Os macrdfagos foram cultivados em placas de 24 pogos de fundo plano (5x10° células)
e incubados durante 2 h. Em seguida, as células foram tratadas com BD-8 (10 uM). Apés 24 h

de incubacdo, as células foram estimuladas com ZYM (0,2 mg/mL) e incubadas por 40 min.
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Em seguida, as células foram marcadas com CellRoxTM Green, de acordo com as instrucdes
do fabricante. Finalmente, as células foram suspensas em PBS e avaliadas utilizando um

citometro de fluxo. Um minimo de 10.000 eventos foi adquirido para cada amostra.

4.2.8 Andlise da expressdo de moléculas intracelulares por citometria de fluxo

As células provenientes da cultura de macréfagos em placa de 6 pocos (1,5x10°
células/poco), foi retirado o sobrenadante e descartado, adicionado 1,5 mL de PBS (salina
tamponada com fosfato) gelado por pogo e as placas ficaram no gelo por 40 min, para ajudar
na desaderéncia das células. Posteriormente, as células foram soltas com o auxilio de um
raspador de células, passadas para eppendorfs e centrifugadas por 5 min/1500 rpm/4°C e
posteriormente contadas com o auxilio da camara de Neubauer, coradas com azul de tripan e
posteriormente plaqueadas em placas de 96 pocos de fundo U, a uma concentragdo de 5 x 10°
células por pogo. Apos isso, a placa foi centrifugada a 300g/6min e em seguida o sobrenadante
foi desprezado e adicionado a cada poco da placa 100uL de CD16/32, a fim de bloguear as
ligacBes inespecificas das células e posteriormente colocadas no gelo para otimizar este
blogueio. Posteriormente, foi adicionado 100pL de Cytofix (BD Cytofix™) a fim de fixar as
células. Apos de 30 min em estufa de CO3, a placa foi novamente lavada e ap6s centrifugacéao
e descarte do sobrenadante, foi adicionado 150uL de Perm Buffer (BD Phosflow™) em cada
poco, promovendo permeabilizacdo celular, e a placa foi novamente para o gelo por 30 min.
Ap0s esse tempo, a placa foi lavada e entdo feita a marca¢do com os anticorpos especificos anti-
Akt, anti-mTOR, anti-iNOS, anti-p-p38, anti-p-ERK1/2, anti-p-NF-«B, anti-p-Src e anti-COX-
2 (Invitrogen-Thermo fisher), e colocados no gelo novamente por 30 min. Depois do decorrer
deste tempo, foi adicionado 200uL de PBS e centrifugado a 300g/6min e descartado
posteriormente o sobrenadante. Por fim, as células ja marcadas com seus respectivos anticorpos,
foram lavadas novamente e ajustadas na concentragéo de 1 x 108células/tubo de citémetro e

feita a leitura em citdbmetro de fluxo.

4.2.9 Aguisicido e analise dos dados por citometria de fluxo

A analise por citometria de fluxo foi realizada a partir da quantificacao da fluorescéncia
dos anticorpos que foram marcados nas células. O citdmetro de fluxo utilizado para analise dos
dados celulares foi 0 BD FACSCanto 11, no qual possui trés lasers: o azul (488nm, resfriado a
ar, 20 mW no estado sélido), vermelho (633 nm, 17 mW HeNe) e violeta (405 nm, estado sélido
de 30 mW). Durante a obtenc¢do dos dados, coletou-se 10.000 eventos, para posterior obtencéo

da avaliagdo dos macrdfagos.
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Posteriormente, para analise dos dados, foi feita a avaliacdo dos gréaficos tamanho vs.
granulosidade (FSC vs. SSC), onde foi feito um gate na regido de interesse de analise (Figura
9A). Em seguida, foi realizada a obtencéo das single cells com avaliagao dos graficos marcacao
no canal A vs. marcagédo no canal H (Exemplo: PE-A vs. PE-H), com a finalidade de refinar
mais analise, pela discriminacdo dos dupletos celulares (Figura 9B). Apds isso, as células foram
analisadas quanto a intensidade de fluorescéncia e % de células marcadas, em grafico do tipo

histograma (Figura 9C).

Figura 9 - Estratégia de andlise dos dados por citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024. A - Os macr6fagos foram analisados e visualizados em um gréfico do tipo dot-
plot, de tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC), feito o gate, excluindo a maioria dos debris celulares. B - Com
a obtencdo dos gates dos macréfagos, foi realizada o gate nas single cells, para excluséo dos dupletos celulares. C
- Em seguida, foi feito um grafico de histograma, onde pode ser observada a intensidade de fluorescéncia e a % de

células marcadas.
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4.2.10 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como media + e.p.m. e analisados empregando-
se a andlise 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 9.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA) e para a analise dos dados obtidos no citdmetro de fluxo foi utilizado o

Software FlowJo versao 10.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do BD-8 na citotoxicidade celular

Na analise da citotoxicidade do BD-8 em macrdfagos peritoneais murinos, na presenca
e auséncia de zymosan, observou-se que, dentre as concentragdes testadas (1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM), apenas a maior concentragdo, 100 uM, apresentou reducdo da
viabilidade celular. Essa reducéo foi observada tanto no grupo BD-8 sozinha, com reducéo de
70% na viabilidade, como no grupo de células com tratamento com a substancia BD-8 e o
zimosan (Grupo BD-8 + Zymosan), com reducgédo de 76% na viabilidade (Figura 10). Dessa

forma, a concentrag¢do de 100 uM foi retirada dos demais experimentos realizados.

Figura 10 - Efeito citotoxico da molécula BD-8 em macrdfagos peritoneais murinos.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024. Legenda: Macrofagos tratados com as diferentes concentragdes do BD-8
(1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10uM, 100uM), na auséncia e presenca do zymosan (0,2mg/ml). O sobrenadante foi
removido dos pogos, apds incubagdo, e adicionado 100uL de MTT. Apos 4hrs de reagdo, os cristais de formazan
obtidos, foram diluidos em DMSO. Os dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m e sendo realizada
a analise de variancia (ANOVA) oneway, seguido de pos-teste de Tukey. **** - (p<0.0001) significativo em

relacdo ao grupo controle. CTR: Controle; ZYM: Zymosan; BD-8 + ZYM: BD-8 em associa¢cdo com 0 zymosan.

5.2 Efeito do BD-8 na producao de 6xido nitrico
Os niveis de NO também foram avaliados nos sobrenadantes da cultura de macréfagos.
Como esperado, os macrofagos peritoneais estimulados com ZYM apresentaram niveis

elevados de NO (94,7%) em comparagdo com o grupo controle (Figura 11). O tratamento com
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BD-8 (1 e 10uM) reduziu os niveis de NO em 19% e 32%, respectivamente. No entanto, outras

concentracfes ndo alteraram os niveis de NO.

Figura 11 - Modulag&o de dxido nitrico pela molécula BD-8.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024. Legenda: Macréfagos peritoneais murinos foram tratados com BD-8 (1nM,
10nM, 100nM, 1uM e 10uM) na auséncia ou presenga de zymosan (0,2 mg/ml). Apos 24 h, a producdo de 6xido
nitrico foi determinada pelo reagente de Griess. Os resultados foram expressos como média + e.p.m e analisados
usando o software GraphPad Prism® versdo 10.0.0 usando analise de variancia unidirecional seguida pelo teste
de Tukey para comparagdes multiplas. **** - (p<0,0001); * - (p=0,05) significativo em relagdo ao grupo ZYM.
CTR: Controle; ZYM: Zymosan; BD-8 + ZYM: BD-8 em associa¢do com o0 zymosan.

5.3 Efeito do BD-8 na producéo de citocinas

Os macrofagos peritoneais estimulados com ZYM apresentaram producdo aumentada
de citocinas pré-inflamatdrias (IL-1B, IL-6 e TNF-o) e anti-inflamatorias (IL-10) em
comparacao ao grupo controle. O tratamento com BD-8 em 10uM reduziu os niveis de IL-1
(12%; p=0,03), enquanto a IL-6 e 0 TNF-a nao foram afetados. Além disso, o BD-8 aumentou
a producdo de IL-10, com resposta maxima na concentracdo de 100 nM (39,6%; p=0,0002)
(Fig. 12 A-D). A maior concentracdo de BD-8 (10puM) demonstrou a maior reducdo de NO e

IL-1B, sendo a principal concentragdo utilizada nos demais experimentos.
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Figura 12 - A molécula BD-8 modula a producéo de citocinas em macrofagos peritoneais.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024. Legenda: Macr6fagos peritoneais murinos foram tratados com BD-8 (1nM,
10nM, 100nM, 1uM e 10uM) na auséncia ou presenca de zymosan (0,2 mg/ml). Apés 24 h, a liberacdo de IL-1,
IL-6, IL-10 e TNF-a foi determinada por ensaio imunoenzimatico. Os resultados foram expressos como média +
e.p.m e analisados usando o software GraphPad Prism® versao 10.0.0 usando andlise de variancia unidirecional
seguida pelo teste de Tukey para compara¢Ges mdltiplas. **** - (p<0,0001); ** - (p=0,01); * - (p=0,05)
significativo em relacdo ao grupo ZYM. CTR: Controle; ZYM: Zymosan; BD-8 + ZYM: BD-8 em associacao

com 0 zymosan.

5.4 Efeito do BD-8 na capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais murinos

O ensaio da placa de fagocitose revelou um aumento na atividade fagocitica dos
macrofagos estimulados com zymosan em comparagdo com o grupo controle (96,5%;
p<0,0001) e uma diminui¢do na capacidade fagocitica em todas as concentracdes no grupo
tratado em comparacdo ao controle, com maiores redugdes na concentragcdo de 10uM (13,5%;
p=0,0002), conforme mostrado na figura 13A, e as imagens representativas desse efeito
bioldgico, sdo mostradas na figura 13B. Adicionalmente, macréfagos estimulados com Red

zymosan e analisados por citometria de fluxo, apresentaram aumento na atividade fagocitica
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p<0,0001), enquanto o tratamento com BD-8 na

concentracdo de 10uM reduziu a atividade fagocitica (36%; p=0,0214) ( Figura 13C e D).

Figura 13 - Modulagao da capacidade fagocitica de macrdfagos peritoneais pela BD-8.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024. Legenda: A - Ensaio de fagocitose em placa de 24 pocos. Os dados numéricos

sdo apresentados como média £ spm. com n=4 e foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)

unidirecional seguida de pos-teste de Tukey. #: p<0,05 - significativo em relacdo ao grupo controle; **** -
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(p<0,0001); *** - (p=0,0002), ** - (p=0,002), * - (p=0,018). CTR: Controle; ZYM: Zymosan. B - Ensaio de
fagocitose com Red Zymosan por citometria de fluxo. Os dados numéricos séo apresentados como média + spm.
com n=4 e foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) unidirecional seguida de pds-teste de
Tukey. #: p<0,05, significativo em relagdo ao grupo controle; * (p=0,021); Zym Vermelho: Zymosan Vermelho;
CTR: Controle. C - Imagens representativas mostrando a expressdo de particulas vermelhas de zymosan

fagocitadas em dot-plots.

5.5 Analise dos niveis da Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS)

O estimulo com zymosan aumentou a expressao de iINOS (65,4%; p<0,0001) em
comparagao ao grupo controle. Ja no grupo tratado com BD-8, na concentra¢do de 10uM,
apresentou expressao reduzida da enzima iNOS (18,34%; p=0,0412) (Figura 14A e B)

Figura 14 - Modulagdo do BD-8 nos niveis de iNOS.
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Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentragao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 uM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-INOS. A. Histogramas de fluorescéncia. B. iNOS*. Os dados numéricos sdo
apresentados como média £ EPM com média n=5 e foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)
unidirecional, seguida de pds-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagdo ao grupo controle; *p<0,05,

significativo em rela¢do ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.
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5.6 Analise das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
O estimulo com zymosan aumentou os niveis de EROs (58,9%; p<0,0001). No entanto,
0 BD-8 ndo modulou as EROs (Fig. 15A-B).

Figura 15 - Modulagao dos niveis de EROs pela BD-8.
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Fonte: Autoria prépria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentragao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 uM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-ROS. A. Histogramas de fluorescéncia. B. EROs*. Os dados numéricos sdo
apresentados como média = EPM com média n=5 e foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)
unidirecional, seguida de pds-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagdo ao grupo controle; *p<0,05,

significativo em relacdo ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.

5.7 Analise dos niveis de Akt/mTOR

Para investigar o possivel mecanismo de acdo imunomodulador do BD-8, analisou-se a
fosforilagédo de Akt e mTOR (Figura 16A). A estimulagdo com ZYM aumentou a fosforilacéo
de Akt (37%; p=0,001) e mTOR (49,7%; p=0,008) em comparac¢éo ao grupo controle. Por sua
vez, 0 grupo tratado com BD-8 apresentou reducdo da fosforilacdo de Akt (26%; p=0,03) e
mTOR (38%; p=0,03) (Figura 16B e C).
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Figura 16 - Modulagdo mediada pelo BD-8 na fosforilagdo das moléculas Akt/mTOR.
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Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentragao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 pM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-Akt e Anti-mTOR. A. Histogramas de fluorescéncia. B. p-Akt*. C. p-mTOR™. Os
dados numéricos sdo apresentados como média £ EPM com média n=5 e foram analisados por meio de analise de
variancia (ANOVA) unidirecional, seguida de pds-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagdo ao grupo

controle; *p<0,05, significativo em relacdo ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.

5.8 Anélise da fosforilacdo das MAPKs p38 e ERK

Para investigar o possivel mecanismo de acdo imunomodulador do BD-8, foi analisado
a fosforilagéo de p38, ERK (Figura 17A). A estimulagdo com ZYM aumentou a fosforilacéo de
p38 (58,8%; p=0,0006), ERK (25,2%; p=0,04) em comparagdo ao grupo controle. Por outro
lado, o grupo tratado com BD-8 apresentou reducéo da fosforilacdo de p38 (66,1%; p=0,0002),
ERK (32,7%; p=0,0128) (Figura 17B e C).
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Figura 17 - Modulagao do BD-8 na fosforilacdo das MAPKSs p38 e ERK.
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Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentracdo
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 uM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-ERK e Anti-p38. A. Histogramas de fluorescéncia. B. p-ERK*. C. p-p38*. Os
dados numéricos sdo apresentados como média £ EPM com média n=5 e foram analisados por meio de analise de
variancia (ANOVA) unidirecional, seguida de pés-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relacdo ao grupo

controle; *p<0,05, significativo em relagdo ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.

5.9 Avaliagéo o efeito sobre os fatores de transcrigdo NF-kB

Para investigar o possivel mecanismo de a¢do imunomodulador do BD-8, analisou-se a
fosforilagdo de NF-xB (Figura 18A). A estimulagdo com ZYM aumentou a fosforilacdo do NF-
kB p65 (76,5%; p<0,0001) em comparagdo ao grupo controle. No entanto, o grupo tratado com
BD-8 apresentou diminuicdo da fosforilacdo do NF -«kB p65 (85,8%; p<0,0001) (Figura 18B).
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Figura 18 - Modulacéo da fosforilagdo do NF-kB p65.

A CTR BD-8

p-NF-kB
204

s
L
H

100 10 10 10 10 lﬂu 10‘ mz 10° 10

ZYM BD-8 + ZYM

Eventos
p-NE-kB™ (%)
s

w
|

-

LR

CTR 10}1M ZYM IOpM
L1 L1

<
|

BD-8 BD-8
+
ZYM

Intensidade de fluorescéncia

Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentracao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 pM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-NF-«kB. A. Histogramas de fluorescéncia. B. p-NF-«xB p65*. Os dados numéricos
sdo apresentados como média + EPM com média n=5 e foram analisados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) unidirecional, seguida de pds-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagdo ao grupo controle;

*p<0,05, significativo em relacdo ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.

5.9 Avaliagéo o efeito na Ciclo-oxigenasse 2
O estimulo com zymosan aumentou os niveis de COX-2 (44,5%; p=0,001). No entanto,

0 BD-8 ndo modulou COX-2 (Fig. 19A-B).
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Figura 19 - Efeito do BD-8 sobre os niveis de COX-2.
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Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentragao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 pM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-COX-2*. A. Histogramas de fluorescéncia. B. COX-2*. Os dados numéricos sdo
apresentados como média £ EPM com média n=5 e foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)
unidirecional, seguida de pds-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagcdo ao grupo controle; *p<0,05,

significativo em rela¢do ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.

5.10 Avaliagéo o efeito na via Src

Para investigar o possivel mecanismo de a¢do imunomodulador do BD-8, analisou-se a
fosforilagdo de Src (Figura 20A). A estimulacdo com ZYM aumentou a fosforilacdo de Src
(53%; p<0,0001) em comparacdo ao grupo controle. O grupo tratado com BD-8 apresentou

diminuigéo da fosforilagéo de Src (24%; p<0,0001) (Figura 20B).
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Figura 20 - Efeito do BD-8 sobre os niveis de Src em macrdfagos peritoneais murinos.

A CTR BD-8

2007

30+

1007 12,1

] — 20+
<
10° 10! 10t 10’ 10! 10° 10! 10t 10° 10! GE,
BD-8 + ZYM 13
[
<%
2009 { = 10
2007
1507 ]
0
1 0-

Eventos
N
>
=

CTR IOuM ZYM IOMM

Bl) 8 BD 8
I

ZYM

1007 SRC+

Intensidade de fluorescéncia

Fonte: Autoria propria, 2024. Legenda: Macrofagos peritoneais foram estimulados com zymosan na concentracao
de 0,2 mg/ml e tratados com BD-8 na concentracdo de 10 pM. As células foram avaliadas por citometria de fluxo
e marcadas com anticorpos Anti-p-Src*. A. Histogramas de fluorescéncia. B. p-Src*. Os dados numéricos sao
apresentados como média £ EPM com média n=5 e foram analisados por meio de anélise de variancia (ANOVA)
unidirecional, seguida de pos-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relagdo ao grupo controle; *p<0,05,

significativo em rela¢do ao grupo zymosan. CTR: Controle; ZYM: Zymosan.
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6. DISCUSSAO

Os experimentos realizados demonstraram o papel do ECTs BD-8, molécula derivada
da digoxina (PessoOa et al., 2018). O presente trabalho faz parte de um projeto amplo, com a
presenca e parceria com diversas outras universidades federais do pais, na qual possuem como
objetivo elucidar os efeitos bioldgicos de todas as BDs, contribuindo assim para o
desenvolvimento de novos fa&rmacos no mercado, com um melhor efeito e menor toxicidade.

Diversos trabalhos demonstram o potencial dos ECTs como compostos
imunomoduladores. Porém, os efeitos bioldgicos do BD-8 com relagdo a resposta imune na
inflamacdo ainda ndo foram elucidados. Dessa forma, foi demonstrado pela primeira vez, o
efeito imunomodulador deste ECTs em macrofagos peritoneais murinos.

Para execucdo de todos 0s experimentos expostos deste trabalho, foi realizada
previamente uma cultura de macréfagos peritoneais. Macré6fagos presentes nos tecidos,
possuem um papel importante dentro do processo inflamatorio, bem como no reparo tecidual e
reestabelecimento da homeostase. Dentro da cavidade peritoneal, existem dois tipos de
macréfagos: Os macréfagos peritoneais grandes (CD11b* F4/807) e os macréfagos peritoneais
pequenos (CD11b- F4/80- MHC-II+). Respectivamente, 0s primeiros garantem a homeostase
da cavidade peritoneal, mantendo as condic¢Bes fisioldgicas do tecido, j& 0 segundo se
apresentam em maior quantidade apds um estimulo inflamatério, se maturam de dois a quatro
dias pos estimulo, controlando assim o processo infeccioso e/ou dano tecidual (Cassado;
D’Império Lima; Bortoluci, 2015; Lu; Varley, 2013). Diante disso, dentro do processo
metodoldgico da cultura, o uso do tioglicolado é aplicado como forma de estimular o
microambiente da cavidade peritoneal, proporcionando assim um aumento do numero de
macréfagos peritoneais, dentro do periodo de quatro dias, antes da realizacdo da cultura de
células (Leijh et al., 1984).

O tratamento com BD-8 em macro6fagos peritoneais estimulados ou ndo com ZYM sé
foi toxico na concentracdo mais alta de 100uM (Figura 9). As demais concentracdes testadas
de BD-8 (1nM, 10nM, 100nM, 1uM e 10uM) ndo demonstraram efeitos de citotoxicidade em
macrdfagos peritoneais. Desta forma, a maior concentracdo (100uM) foi descartada nos
experimentos subsequentes. Estudos anteriores mostraram que a ouabaina em altas
concentrac@es pode induzir a morte celular ao inibir a Na*/K*-ATPase (Cavalcante-Silva et al.,
2017). Isto pode estar associado a baixa viabilidade dos macréfagos peritoneais observados na
concentracdo de BD-8 de 100 puM. No entanto, outros estudos mostraram que concentragoes
nanomolares de esterdides cardiotonicos previnem a apoptose (Kolaczkowska; Seljelid;
Plytycz, 2001; Orellana, 2016). As concentragdes de 1nM, 10nM, 100nM, 1uM e 10pM néo
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apresentaram efeitos de citotoxicidade, o que corrobora estudos anteriores do nosso grupo com
a ouabaina e a marinobufagina (Kolaczkowska et al., 2010; Gantner et al., 2003).

Os macrofagos desempenham diversas fungdes, como fagocitose e producao de oxido
nitrico, que correspondem a eventos importantes durante a fase aguda da inflamagéo
(Cavalcante-Silva et al., 2017). Para induzir a fagocitose e a producdo de 6xido nitrico em
macréfagos e avaliar o efeito do BD-8 na inflamacdo, foi utilizado o zymosan, um
polissacarideo da parede celular da levedura. ZYM é um polissacarideo derivado de fungos que
induz uma resposta inflamatoria robusta em macrofagos (Kolaczkowska; Seljelid; Plytycz,
2001; Kolaczkowska et al., 2010). A resposta inflamatoria induzida por ZYM inicia quando o
polissacarideo se liga ao receptor Toll-like 2 (TLR2) e ao receptor de glucano dectina-1
presentes na superficie dos macrofagos. Entédo, a transducéo de sinal intracelular desencadeada
pelos receptores induz fatores de transcricdo que regulam a expressdo de genes relacionados a
inflamag&o (Gantner et al., 2003; Rahat et al., 2016; Fan et al., 2017). No presente estudo, 0
efeito imunomodulador do BD-8 foi estabelecido utilizando o modelo de macr6fagos
peritoneais murinos induzidos por ZYM. Uma das respostas iniciais a estimulacdo com ZYM
¢ a producdo de oOxido nitrico (NO). Nossos dados demonstram que o BD-8 regula
negativamente a producdo de NO induzida por ZYM, bem como a expressdo de iNOS induzida
por ZYM. O iNOS produz continuamente 0xido nitrico até ser degradado. A produgéo de iNOS
é regulada por mecanismos transcricionais e pos-transcricionais (Kleinert et al., 2003). Estudos
demonstraram que outros esteroides cardiotbnicos também modulam negativamente a
expressao da enzima iNOS em modelos de inflamagéo articular em camundongos, usando um
composto frugosideo como grupo de tratamento para inflamacao articular (Wang et al., 2021).

Uma das principais fun¢Ges dos macréfagos quando ativados pela ativacdo de sinais
inflamatorios, como o0 zymosan, é a fagocitose. Além disso, 0 aumento do 6xido nitrico durante
a inflamac&o é um dos principais mediadores citotdxicos associados a fagocitose (Chakravortty;
Hensel, 2003). Os resultados do presente estudo, mostraram que 0 zymosan aumentou a
porcentagem de particulas fagocitadas por macréfagos, em comparacdo ao grupo controle
(Figura 12A). Porém, quando tratado com BD-8 nas concentragdes testadas (10 uM, 1 uM, 100
nM, 10 nM e 1 nM), foi possivel observar uma reducdo significativa na porcentagem de
particulas de zymosan fagocitadas em todas as concentraces testadas. Além disso, 0s
resultados da fagocitose com o RedZymosan, mostrou um aumento da porcentagem de
particulas fluorescentes de zymosan por macrofagos, em comparagdo com o grupo controle

(Figura 12 B e C). Entretanto, no grupo tratado com o BD-8 na concentracdo de 10uM
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(concentracdo escolhida para todos os protocolos com citometria de fluxo), observou-se uma
diminuicdo da capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais.

Um dos mediadores pro-inflamatérios envolvidos na atividade antimicrobiana liberados
pelos macrofagos séo as espécies reativas de oxigénio (EROs). O estresse oxidativo causado
pelas ERO desempenha um papel fundamental no processo inflamatério e pode ativar varios
fatores de transcricdo associados a vias de sinalizac¢do no processo inflamatério (Sul; Ra, 2021).
Apesar do BD-8 ter reduzido os niveis de NO, esse composto ndo foi capaz de modular as
EROs. O BD-15, um derivado da digoxina, demonstrou um efeito neuroprotetor ao prevenir a
producdo de H>O2, a peroxidacao lipidica e outros fatores relacionados ao dano do estresse
oxidativo (Huber et al., 2022; Liu, 2020). Porém, nossos dados mostraram que o efeito
imunomodulador do BD-8 néo esta relacionado as EROs, demonstrando que este composto
pode desempenhar um papel diferente em relacdo ao estresse oxidativo que outros esteroides
cardiotonicos.

Os macréfagos ativados também produzem uma grande quantidade de citocinas pré-
inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, como parte da resposta inflamatoria. Além disso,
citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10, também podem ser produzidas para compensar a
resposta pré-inflamatéria e induzir a homeostase (Zhang; Na, 2007). A regulacdo negativa da
producdo de IL-1p induzida por ZYM e a regulagdo positiva de IL-10 apds o tratamento com
BD-8 indicam o perfil imunomodulador do BD-8. Estudos demonstraram gue outros esteroides
cardioténicos também modulam negativamente os niveis de IL-1B em diferentes modelos de
inflamacdo, como a marinobufagina, conforme descrito por Carvalho et al (2019) e a ouabaina,
conforme descrito por Leite et al (2015). Como a IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, a
propriedade de modular positivamente esta citocina representa um mecanismo anti-
inflamatorio, pois esta citocina pode desempenhar funcdes reguladoras teciduais em processos
inflamatorios, restringindo a resposta inflamat6ria exacerbada, modulando positivamente a
imunidade inata e promovendo mecanismos de reparo tecidual (Ouyang; O’Garra, 2019).

A citocina IL-1 é primeiramente expressa em sua forma precursora, a pro-interleucina
1 (pro-1L-1), para entdo ser clivada e gerar a forma ativa (IL-1), tornando-se assim uma citocina
ativa. (Fields; Gunther; Sundberg, 2019). Em seguida, a forma ativa é secretada para 0 meio
extracelular e desempenha diversas fungdes pré-inflamatdrias como ativacédo e estimulacdo de
células para sintetizar quimiocinas e outras citocinas como IL-2, IL-4 e IL-6 (BORASCHI et
al., 1996). A acdo da IL-10 depende da conexdo com seu receptor especifico (IL-10R),
iniciando a sinalizacdo pela via JAK/STAT. A ativacdo da via JAK/STAT diminui diversas
citocinas pro-inflamatdrias (Carey; Tan; Ulett, 2012). Observamos que o BD-8 é capaz de
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aumentar os niveis de IL-10 a 100nM. No entanto, mais estudos Sd0 necessarios para
compreender a via de sinalizacéo.

A via de sinalizacdo celular mediadas por Akt/mTOR ¢é conhecida por desempenhar um
papel em diversas funcdes celulares importantes, como o crescimento celular, proliferacdo e
sobrevivéncia celular, bem como na resposta imune (Lv et al., 2019). No presente estudo, o
BD-8 foi capaz de inibir a via de sinalizacdo Akt/mTOR, na concentracdo de 10uM testada. A
ouabaina, um ECT, suprime a capacidade de crescimento e migracéo de células de glioma U-
87MG, pela inibicdo da via de sinalizagdo Akt/mTOR (Yang et al., 2018). Entretanto, uma
administracdo intracerebroventricular de ouabaina, modula positivamente a via mTOR (Kim et
al., 2013). Dessa forma, tal dado deste ECT, corrobora com o ECT em estudo, o BD-8,
demonstrando e confirmando o efeito de modulacdo negativa na via Akt/mTOR. Porém,
dependendo do local de acéo, essa modulagdo pode ocorrer aumentando ou inibindo a via.

As vias de sinalizacdo mediadas por MAPK p38 e ERK estdo envolvidas em varias
respostas intracelulares e codificam varias respostas bioldgicas, como inflamacéo, regulacdo do
ciclo celular, morte celular, desenvolvimento celular e diferenciacdo (Coulthard et al., 20009;
Cuadrado; Nebreda, 2010). No presente estudo, o BD-8 modulou negativamente o0s
mecanismos da via de sinalizagcdo MAPK p38 e ERK. Esses dados corroboram um estudo
realizado com o esteroide cardioténico ouabaina sobre a sinalizacdo de neutrofilos e a resposta
imune, mostrando que a ouabaina diminuiu a fosforilacdo da p38 em neutrofilos estimulados
com ZYM (Cavalcante-Silva et al., 2021).

Além da via Akt/mTOR e a sinalizacdo mediada por MAPK p38 e ERK, nossos dados
demonstraram que o BD-8 diminuiu os niveis de NF-kB p65. Este resultado corrobora um
estudo realizado com bufalina, um esteroide cardiotonico que demonstrou inibir a atividade
inflamatoria nos tecidos pulmonares ao inibir o NF-kB p65 em macrofagos murinos,
demonstrando assim seu efeito anti-inflamatdrio.(Zhakeer et al., 2017). Além disso, esta
reducdo nos niveis de NF-kB poderia estar relacionada a diminui¢do dos niveis de IL-1B
observada neste estudo. A citocina IL-1p tem sua produgao e liberag@o estimulada pela ativagéo
do NF-xB (Suarez; Buelvas, 2015). Da mesma forma, em um modelo de peritonite induzida
por ZYM, a ouabaina foi capaz de reduzir a IL-1p inibindo a ativagdo do NF-«kB (Leite et al.,
2015).

A COX-2 é uma enzima envolvida em diversos processos, COmMo 0O Processo
inflamatorio, da dor, febre e transducao de estimulos dolorosos na medula espinal. Um estudo

com o ECT bufalina demonstrou a capacidade dessa substancia em modular negativamente os
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niveis de INOS, COX-2, IL-1B, IL-6 e TNF- a (Wen et al., 2014). A molécula do presente
estudo, o BD-8, entretanto, ndo foi capaz de modular a COX-2.

A Src € amplamente expressa em diversos tipos celulares e sua fungéo vai depender da
sua localidade dentro da célula. A Src pode se associar a membranas celulares, como a
membrana plasmatica, a membrana perinuclear e a membrana endossomal. As agdes da Src nas
células de mamiferos sdo pleiotropicas, ou seja, uma unica molécula de sinalizacdo, pode
controlar diversas caracteristicas celulares, como a adesdo, migracgéo, invasdo, proliferacao,
diferenciacéo e sobrevivéncia (Kumar; Jaggi; Singh, 2015). Tais dados justificam a modulagao
negativa de Src causada pelo BD-8 na concentracdo de 10uM, pelo fato da molécula em estudo
esta classificada dentro dos ECT. Apesar da modulagdo negativa, varios trabalhos demonstram
que a ligacdo de esteroides cardiotonicos na Na*/K*-ATPase, favorece a interacdo da bomba
com essa proteina quinase Src. Essa quinase ativada, levaria a subsequente fosforilacdo de
Varias tirosinas que iniciaria uma cascata de sinalizacdo celular que regula processos como,
crescimento, proliferacdo e motilidade celular (Barwe et al., 2005; Liu et al., 2004). Além do
mecanismo que envolve a Na*/K*-ATPase, foi descrito que os esteroides cardiotonicos
interagem com o receptor nuclear relacionado ao acido retindico (ROR) -y dentro da célula
(Leite et al., 2020). Isto levanta a possibilidade do efeito imunomodulador do BD-8 estar
parcialmente envolvido com a modulagéo do ROR-y, mas sdo necessarios mais estudos para

elucidar sua interacao tanto in vitro quanto in vivo.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, pode-se dizer que a molécula BD-8 possui um efeito
imunomodulador, in vitro, pela diminuicdo dos niveis de NO, citocina IL-1p e da capacidade
fagocitica de macrofagos e aumento da IL-10. Tais efeitos do BD-8 podem ser explicados pela
interacdo da molécula na inibicdo nas vias de sinalizagdo: Inibicdo da enzima iNOS; Via de
sinalizacdo Akt/mTOR; Via das MAPKSs p38 e ERK; Inibicéo da translocacdo do NF-kB p65 e
da via de sinalizacdo envolvendo a Src (Figura 21). Vale salientar, além disso, que mais estudos
s80 necessarios, para desvendar ainda mais 0s mecanismos de sinalizagdes celulares que déo a

molécula BD-8 a propriedade de imunomodulacéo.

Figura 21 - Potencial mecanismo de sinalizacdo do efeito imunomodulador do BD-8.
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