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RESUMO

Os esteroides cardiotbnicos sdo compostos organicos que tém a propriedade de
inibir a Na*/K*-ATPase. Foi descrito na literatura que a ouabaina e a digoxina séo
moléculas enddgenas capazes de interferir em diversos aspectos da resposta
imunoldgica. Recentemente, novos esteroides cardiotbnicos foram sintetizados a
partir da digoxina: BD-8 (8-benzilideno digoxina) e BD-15 (15-benzilideno digoxina).
No entanto, pouco se sabe sobre o efeito destes compostos em processos
inflamatorios e infecciosos. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é avaliar os
efeitos das moléculas BD-8, BD-15 e digoxina em modelos de infec¢do por
Mycobacterium smegmatis utilizando linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7.
Inicialmente, foram realizados ensaios in vitro de susceptibilidade frente
Mycobacterium smegmatis. Para o estudo da viabilidade celular, foi utilizado o
método de colorimétrico de MTT, com diferentes concentragdes (10 uM, 5 pM, 1 uM,
0,1 uM e 0,01uM), nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Para a avaliagao do efeito
terapéutico, realizou-se a contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) em
ensaios de placa, onde as células RAW foram infectadas com Mycobacterium
smegmatis e tratadas com os esteroides. Para a dosagem de citocinas, foi utilizado
o método imunoenzimatico (ELISA). Avaliada a Concentracao Inibitéria Minima
(MIC), observou-se que as moléculas ndo inibiram o crescimento bacteriano em
concentragdes inferiores e igual a 200 uM. Nos resultados de viabilidade pelo
método de MTT foi analisado que a BD-8 nao apresentou atividade citotoxica em 24
horas, porém apresentou citotoxicidade em 10uM e 5uM em 48 horas, e 10uM, 5uM
e 1uM em 72 horas. A BD-15 ndo apresentou atividade citotoxica em nenhuma
concentracdo e tempos testados e foi o esteroide sintético escolhido para a
continuidade dos experimentos. A digoxina ndo apresentou atividade citotéxica no
tempo de 24 horas, entretanto apresentou citotoxicidade 10pM e 5uM em 48 horas,
e 10uM e 1uM em 72 horas. Com relagdo a contagem de UFC, a BD-15 e a digoxina
reduziram o numero de UFC’s por po¢co em 10 yM em 24 horas comparado com o
controle. Os resultados obtidos por meio da técnica de ELISA indicaram que o
tratamento com digoxina n&o resultou em uma alteracdo estatisticamente
significativa na produgao de IL-10, apresentando apenas um aumento marginal de
2% em comparagao ao controle infectado. Em contraste, o tratamento com BD-15

demonstrou um aumento de 19% na producéo de IL-10. Quanto aos niveis de IL-1p3,



observou-se uma redugao de 58% com o tratamento da digoxina e com o tratamento
da BD-15, ambos comparados ao controle infectado. Em relacdo a producdo de
TNF-a, o tratamento com digoxina promoveu um aumento de 41%, enquanto o
tratamento com BD-15 resultou em um aumento de 42%, ambos em comparagao ao
controle infectado. As analises estaticas foram realizadas no prisma usando média
erro padrao da média e ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Portanto, este estudo aprofunda significativamente a compreensao do papel dos
esteroides cardioténicos na infeccdo por Mycobacterium smegmatis, oferecendo
novas oportunidades para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e com

menor toxicidade no tratamento de infecgcdes micobacterianas.

Palavras-chave: Esteroide cardiotbnico. Micobactéria. Citocinas. Na'/K*-ATPase.



ABSTRACT

Cardiotonic steroids are organic compounds that possess the ability to inhibit
Na'/K'-ATPase. The literature has documented that ouabain and digoxin are
endogenous molecules capable of interfering with various aspects of the immune
response. Recently, new cardiotonic steroids were synthesized from digoxin: BD-8
(8-benzylidene digoxin) and BD-15 (15-benzylidene digoxin). However, little is known
about the effects of these compounds on inflammatory and infectious processes. In
this context, the aim of this study is to evaluate the effects of BD-8, BD-15, and
digoxin molecules in Mycobacterium smegmatis infection models using the RAW
264.7 murine macrophage cell line. Initially, in vitro susceptibility assays were
performed against Mycobacterium smegmatis. For the study of cell viability, the MTT
colorimetric method was used with different concentrations (10 uM, 5 pM, 1 uM, 0.1
MM, and 0.01 pM) at 24, 48, and 72 hours. For the evaluation of therapeutic effects,
Colony Forming Units (CFU) counts were performed in plate assays where RAW
cells were infected with Mycobacterium smegmatis and treated with the steroids.
Cytokine levels were measured using the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) method. When evaluating the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), it
was observed that the molecules did not inhibit bacterial growth at concentrations
lower than and equal to 200 pM. In the MTT viability results, BD-8 did not exhibit
cytotoxic activity at 24 hours, but it showed cytotoxicity at 10 yM and 5 pM at 48
hours, and at 10 uM, 5 uyM, and 1 uyM at 72 hours. BD-15 did not exhibit cytotoxic
activity at any concentrations or times tested and was selected as the synthetic
steroid for further experiments. Digoxin did not exhibit cytotoxic activity at 24 hours
but showed cytotoxicity at 10 uM and 5 pM at 48 hours, and at 10 yM and 1 uM at 72
hours. Regarding CFU counts, both BD-15 and digoxin reduced the number of CFUs
per well at 10 uM after 24 hours compared to the control. The results obtained
through the ELISA technique indicated that treatment with digoxin did not result in a
statistically significant change in IL-10 production, showing only a marginal increase
of 2% compared to the infected control. In contrast, treatment with BD-15
demonstrated a 19% increase in IL-10 production. Regarding IL-13 levels, a 58%
reduction was observed with both digoxin and BD-15 treatments compared to the
infected control. In terms of TNF-a production, digoxin treatment led to a 41%

increase, while BD-15 treatment resulted in a 42% increase, both compared to the



infected control. Static analyses were performed on the prism using mean + standard
error of the mean and one-way ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05). Therefore,
this study significantly enhances the understanding of the role of cardiotonic steroids
in  Mycobacterium smegmatis infection, offering new opportunities for the
development of more effective and less toxic therapies for the treatment of

mycobacterial infections.

Keywords: Cardiotonic steroid. Mycobacteria. Cytokines. Na'/K*-ATPase.
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1.1 Esteroides cardiotonicos

Os esteroides cardiotdnicos (ECTs) sao compostos orgénicos que, em
concentracbes terapéuticas, possuem a propriedade de inibir a enzima
Na‘/K*-ATPase. Estes compostos sao caracterizados pela presenca de um nucleo
esteroidal contendo um anel de lactona insaturado na posicdo C17. Com base na
estrutura do anel lacténico, os ECTs podem ser classificados em diferentes
categorias. Especificamente, sdo designados como cardenolideos quando o anel
lactonico possui cinco membros, e bufadienolideos quando o anel lactdnico possui
seis membros (DIEDERICH; MULLER; CERELLA, 2017).

Além disso, alguns esteroides cardioténicos podem conter residuos de agucar
na posi¢cao C3, formando compostos conhecidos como glicosideos cardioténicos. A
presenca desses residuos de acgucar pode influenciar significativamente as
propriedades farmacolégicas e a biodisponibilidade dos ECTs (PRASSAS;
DIAMANDIS, 2008).

Figura 1: Estrutura quimica dos esteroides cardiotonicos

Nucleo esteroidal Anel lactdnico

Porgio agucar

Gicosideos Cardiacos

N\

O

O

A
H A B OH H A B OH

Cardenolideos Bufadienolideos

Fonte: Adaptado de PRASSAS e DIAMANDIS, 2008.
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Os cardenolideos foram inicialmente isolados de plantas, destacando-se a
ouabaina, originalmente extraida da espécie Digitalis purpurea, e a digoxina,
proveniente da Digitalis lanata (KELLY; SMITH, 1994). Em contraste, os
bufadienolideos foram inicialmente identificados na pele e na glandula parétida de
anfibios. A marinobufagina, por exemplo, foi primeiramente isolada do veneno do
sapo Bufo marinus, atualmente denominado Rhinella marina (DVELA et al., 2007;
CARVALHO et al., 2019).

Subsequentemente, esses esteroides cardiotbnicos foram também
identificados endogenamente em mamiferos, sendo detectados no plasma, bile,
glandula adrenal, placenta e urina (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Os
principais locais de produgdo dos esteroides -cardiotdnicos enddgenos foram
identificados como o cortex adrenal e o hipotalamo, utilizando o colesterol como
precursor dessas moléculas (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Contudo, as
vias de biossintese dos cardenolideos e bufadienolideos enddgenos diferem
substancialmente (SCHONER; SCHEINER-BOBIS, 2008).

Além disso, estudos tém demonstrado que a secregdo desses esteroides é
modulada por varios horménios, incluindo angiotensina I, hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH), vasopressina e fenilefrina (LAREDO; HAMILTON;
HAMLYN, 1995; PAVLOVIC, 2020). Esta modulagdo hormonal destaca a
complexidade da regulacdo dos esteroides cardiotdnicos enddgenos e sugere uma
interagdo entre diferentes sistemas fisioldgicos na manutencdo da homeostase
cardiovascular.

Conforme destacado em Blaustein (1993), a relagdo entre os esteroides
cardiotdnicos enddgenos e a Na'/K*-ATPase reforga o papel central dessa enzima na
regulagdo cardiovascular. Enquanto a modulagdo hormonal dos esteroides
cardiotdnicos sugere uma interacdo entre diferentes sistemas fisiolégicos na
manutencdo da homeostase, a Na'/K'-ATPase atua como alvo direto desses
compostos, desempenhando um papel fundamental na manutengdo do equilibrio
ibnico e do potencial de membrana. Assim, a interagdo entre esses esteroides e a
enzima n&o apenas ilustra um mecanismo regulatério crucial, mas também evidencia
como processos bioquimicos especificos podem integrar-se a respostas fisioldgicas.

A Na'/K*-ATPase é uma enzima integral da membrana plasmatica que, por

meio da hidrélise de ATP, promove o transporte ativo dos ions Na* e K*. Sua principal
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funcdo é manter uma baixa razdo Na'/K* intracelular, garantindo a homeostase
ibnica e o potencial de membrana (SKOU; ESMANN, 1992).

Estruturalmente, a Na'/K'-ATPase ¢é composta por trés subunidades
principais: alfa (a), beta (B) e gama (y). A subunidade a é responsavel pela atividade
catalitica e pelo transporte ibnico, existindo em quatro isoformas distintas (a1, a2, a3
e 04). A subunidade 3, uma proteina transmembranar com quatro isoformas (1, B2,
B3 e P4), é essencial para a atividade normal da Na‘*/K*-ATPase e contém varios
locais de glicosilagdo (BLANCO, 2005; JORGENSEN; HAKANSSON; KARLISH,
2003; KAPLAN, 2002). A subunidade vy interage com a Na'/K-ATPase
desempenhando fun¢gbes moduladoras e € considerada em alguns tecidos como a
terceira subunidade dessa enzima (CORTES et al., 2011).

Figura 2: Diagrama detalhado ilustrando a estrutura tridimensional e os dominios funcionais da

ATPase de sodio e potassio (Na*/K*-ATPase), destacando as subunidades alfa e beta bem como os
sitios de ligacéo de ions e a conformagéo durante o ciclo de bombeamento.

|
|
,;_-J,rnxll

Intracelular

Fonte: Adaptado de MUN, 2023.

A utilizagéo clinica dos esteroides cardiotonicos (ECTs) teve inicio em 1775,
quando o médico inglés William Withering descobriu que extratos de plantas do
género Digitalis auxiliavam pacientes com insuficiéncia cardiaca. Durante um longo
periodo, os ECTs foram empregados no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva, mesmo sem um entendimento claro do mecanismo de acao
(BLAUSTEIN, 1993; GOTO et al., 1992).
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Atualmente, sabe-se que esses compostos exercem seus efeitos terapéuticos
principalmente através da inibigdo da Na*/K*-ATPase, resultando em um aumento da
concentragcao intracelular de Na‘, que secundariamente eleva a concentragao
intracelular de Ca?" através do trocador Na‘/Ca?, melhorando assim a contratilidade
cardiaca. A identificagdo do trocador Na*/Ca* no musculo cardiaco de mamiferos
revelou que a inibicdo da Na'/K*-ATPase por ECTs produz um efeito inotropico
positivo, tornando esses compostos clinicamente relevantes no tratamento da
insuficiéncia cardiaca (PAVLOVIC, 2020).

O transporte ativo de ions mediado pela Na‘/K*-ATPase (Figura 2) é crucial
para diversas fung¢des celulares, incluindo a manutencéo do potencial de membrana,
o transporte de nutrientes, a regulagdo do volume celular, a transmiss&ao do impulso
nervoso, a regulagao da pressao osmotica e o controle do equilibrio acido-base no
organismo. Além de sua fungdo primordial como bomba ibnica, foi demonstrado que
a Na'/K*-ATPase também atua como receptor, uma vez que os ECTs se ligam a ela e
desencadeiam uma cascata de sinalizacao intracelular.

Estudos comprovaram que, em concentragdes baixas, os ECTs se ligam a
Na'/K*-ATPase sem inibir sua atividade, mas promovem mudancas conformacionais
que ativam a quinase Src, a qual desempenha um papel crucial em diversas vias de
transducao de sinal, regulando ativagao, crescimento e proliferagao celular (LIU; XIE,
2010). Dada a amplitude dos efeitos dos digitalicos sobre o sistema cardiovascular,
sua utilizagao tem sido amplamente estudada no tratamento de diversas patologias,
incluindo cancer, doengas neurodegenerativas, alergias, fibroses, entre outras
(PRASSAS; DIAMANDIS, 2008).

Pesquisas tém elucidado a acao antiproliferativa e os efeitos apoptéticos
desses compostos em variados tipos de cancer, como o de mama (KOMETIANI; LIU;
ASKARI, 2005), pulmao (MIJATOVIC et al., 2006), melanoma (NEWMAN et al.,
2006), leucemia (MASUDA et al., 1995) e neuroblastoma (KULIKOV et al., 2007).
Dados indicam que os ECTs, no contexto do crescimento tumoral, atuam como
inibidores e, consequentemente, induzem a morte de células cancerosas por
apoptose e autofagia (NEWMAN et al., 2008).

Esses achados sugerem um potencial terapéutico significativo dos esteroides
cardiotbnicos além de suas tradicionais aplicagdes cardioldgicas, abrindo novas
perspectivas para o tratamento de doencas complexas e potencialmente letais. O

entendimento das vias de sinalizacdo e dos mecanismos moleculares pelos quais os
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ECTs exercem seus efeitos antitumorais pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas inovadoras e mais eficazes no combate ao cancer e outras

patologias.

1.2 DIGOXINA, BD-8 E BD-15

Os esteroides cardiotonicos y-Benzilideno Digoxin 8 (BD-8) e y-Benzilideno
Digoxin 15 (BD-15) examinados neste estudo foram desenvolvidos por meio de
ajustes na estrutura da digoxina utilizando métodos de sintese quimica, que
incluiram a introdugdo de um grupo éter no anel lactona (PESSSOA et al., 2018).

A digoxina, historicamente utilizada no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva e arritmias, atua primariamente inibindo a Na*/K*-ATPase, resultando em
um aumento da concentragao intracelular de calcio que, por sua vez, melhora a
contratilidade cardiaca (BLAUSTEIN, 1993; GOTO et al, 1992). Diante da
Na‘/K*-ATPase, a BD-8 se mostrou com maior especificidade para a isoforma a2 e
producdo de atividade (PESSOA et al., 2018). E a BD-15 possui uma maior afinidade
pela isoforma a3 e tem a capacidade de aumentar a atividade enzimatica
(PARREIRA et al, 2021).

BD-8 e BD-15 s&o modificagbes estruturais da digoxina que tém sido
investigadas por suas potencialidades terapéuticas em areas além da cardiologia,
incluindo o tratamento do céncer. Essas moléculas sao sintetizadas através de
modificagdes quimicas na estrutura da digoxina que envolvem a introducdo de
grupos benzilideno na estrutura da digoxina, resultando em novas propriedades
farmacoldgicas (PESSSOA et al., 2018). O processo de sintese é realizado no
Laboratério de Sintese Orgéanica e Nanoestrutura da Universidade Federal de Sao
Jodo del-Rei, sob a coordenacgao do Prof. Dr. José Augusto Ferreira Perez Villar.

Assim como a digoxina, a BD-8 e a BD-15 inibem a Na‘'/K*-ATPase, mas
também interferem em outras vias de sinalizagdo celular, demonstrando efeitos
anticancerigenos promissores. Estudos preliminares sugerem que esses esteroides
cardiotdnicos sintéticos podem influenciar a proliferagao celular, induzir apoptose e
inibir o crescimento de células tumorais em modelos pré-clinicos (CARVALHO et al.,
2019). Em especial, a BD-15 tem se destacado por sua eficacia contra cénceres
agressivos, como melanoma e cancer de pulmao (KOMETIANI, LIU, ASKARI, 2005;
MIJATOVIC et al., 2006).
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Além de suas aplicagdes em oncologia, BD-8 e BD-15 também tém mostrado
potencial em modulagéo de respostas inflamatoérias. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa elucidou que a molécula BD-8 exerce um potente efeito anti-inflamatério
em macrofagos murinos ativados por zimosan, indicando seu potencial terapéutico
em processos inflamatérios (AZEVEDO et al.,, 2024, NO PRELO). A capacidade
desses compostos de interferir nas vias de sinalizagdo da Na*/K*-ATPase sugere que
eles poderiam ser eficazes em condi¢gdes inflamatdrias e autoimunes, embora
estudos mais aprofundados sejam necessarios para validar essas aplicagoes.

BD-8 e BD-15 representam um avancgo significativo no campo dos esteroides
cardiotbnicos modificados, com potencialidades terapéuticas que se estendem além
das doencas cardiacas. Os resultados pré-clinicos até o0 momento s&o promissores,
indicando que esses compostos podem se tornar importantes agentes terapéuticos
no tratamento de cancer e possivelmente em outras condigbes inflamatérias e
autoimunes. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para explorar
completamente os mecanismos de acdao desses compostos e validar suas
aplicagdes clinicas (Figura 3 e 4: Estrutura quimica da BD-8 e BD-15

respectivamente com a inclusao do grupo éter no anel lactona).

Figura 3: Estrutura quimica da BD-8

Fonte: José Augusto Villar, 2022.
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Figura 4: Estrutura quimica da BD-15

Fonte: José Augusto Villar, 2022.

1.3 Efeito de esteroides cardiotonicos na sintese de citocinas

As citocinas representam um grupo de proteinas liberadas por células
ativadas, desempenhando papeis cruciais em diversas fungdes, incluindo
crescimento, diferenciagdo e ativagado celular (SMITH & JOHNSON, 2023). Esses
mediadores inflamatérios séo classificados em varias categorias: interleucinas (ILs),
fatores estimuladores de colénias (CSFs), interferons (IFNs), fatores de necrose
tumoral (TNFs), fatores de crescimento transformador (TGFs) e quimiocinas (CHEN
et al., 2018). Além disso, as citocinas podem atuar sobre as préprias células que as
produziram (acdo autécrina), em células proximas (agao paracrina) e em células
distantes (agao enddécrina) (GARCIA & LEE, 2023).

No contexto da inflamacdo, esses mediadores sdo classificados como
pro-inflamatérios, quando intensificam o processo inflamatério, e anti-inflamatdrios,
quando o reduzem (ZHANG, AN, 2007). Citocinas como IL-1B3, IL-6 e TNF-a séo
fundamentais na regulacdo da inflamagdo aguda e exibem um perfil imunolégico
pré-inflamatério, sendo produzidas por fibroblastos, linfocitos e fagocitos
mononucleares (SCHETT, 2011). A IL-18 desempenha um papel crucial na
inflamagéao, promovendo o aumento da sintese de prostaglandina E2 (PGE2),
estimulando a proliferacdo de células T e liberando histamina no local da inflamacao.
A IL-6 ativa leucdcitos, promove células B e diferencia células T, enquanto o TNF-a
estimula a producdo de citocinas e quimiocinas leucocitarias, aumenta a expressao

de moléculas de adesdo, promove a sintese de PGE2 e suprime a atividade
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reguladora das células T (FEGHALI, WRIGHT, 1997; SCHETT, 2011; SHAIKH,
2011).

Estudos sobre a digoxina e a marinobufagina em relagdo a neuroinflamagao,
especificamente no Alzheimer, indicaram que a marinobufagina reduziu os niveis da
proteina precursora amiloide e de IL-6, enquanto a digoxina diminuiu os niveis
cerebrais de TNF-a e a morte neuronal (ERDOGAN et al., 2022; FOX et al., 2022).
No que tange a neuroinflamacdo, a eficacia da ouabaina foi comprovada em
modelos in vivo, mostrando uma redugcdo na ativagado e translocacdo do NF-kB,
expressando iINOS e IL-18 (KINOSHITA et al.,, 2014). Em modelos in vitro,
observou-se a diminuicdo da liberacdo de IL-1B8 em astrdcitos estimulados por LPS
(FORSHAMMAR et al., 2011).

Em modelos de inflamacao periférica, a marinobufagina demonstrou atividade
anti-inflamatéria in vitro, reduzindo os niveis de citocinas pro-inflamatérias como
IL-1B, IL-6 e TNF-a. Em modelos in vivo, diminuiu os niveis de IL-1B e IL-6 na
cavidade peritoneal e a migragéao de células polimorfonucleares (CARVALHO et al.,
2019). A digoxina exibiu atividade inibitoria sobre as citocinas TNF-a, IL-6 e IL-8 em
células mononucleares do sangue periférico estimuladas com LPS (IHENETU et al.,
2008).

Diversos estudos realizados pelo nosso grupo confirmaram o efeito dos
esteroides cardiotonicos na inflamacgéo. Foi observado que a ouabaina, diante da
peritonite induzida por zimosan, reduziu a contagem de células e de citocinas
pré-inflamatérias como IL-13 e TNF-a (LEITE et al., 2015). Além disso, os estudos
elucidam que a ouabaina reduz a ativagdao da MAPK p38, CD18 e do fator de
transcricdo NF-kB (CAVALCANTE-SILVA et al., 2021; CAVALCANTE-SILVA et al.,
2020; LEITE et al.,, 2015). Em modelos de inflamagao induzida por carragenina,
composicdo 48/80 e zimosan, a ouabaina demonstrou atividade anti-inflamataria,
reduzindo o edema de pata de camundongo e inibindo a migracado celular (DE
VASCONCELOS et al., 2011). Dados relacionados ao Zika virus mostraram que, em
células Vero tratadas com ouabaina antes e depois da infeccdo, houve uma redugao
na replicagao viral (CARVALHO et al., 2022).

Nosso grupo também demonstrou que, na inflamagdo pulmonar alérgica, a
ouabaina se mostrou eficaz no tratamento, promovendo a diminui¢gao dos linfocitos
CD3+, reduzindo os niveis de citocinas IL-1B3, IL-4, IL-13, TNF-a e TGF-B, das

alarminas IL-33 e TSLP, e inibindo a migragao celular induzida por ovalbumina. Além
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disso, houve uma reduc¢do no nivel de IgE especifico para ovalbumina no lavado
broncoalveolar e na ativagdo da MAPK p38 (GALVAO et al., 2017; GALVAO et al.,
2022).

No entanto, ainda ndo existem estudos que comprovem a atividade bioldgica
dos esteroides cardioténicos BD-8, BD-15 e digoxina em modelos de infecgdo com

Mycobacterium smegmatis.

1.4 Mycobacterium smegmatis

No ano de 1884, a espécie denominada Mycobacterium smegmatis foi isolada
por Lustgarten e nomeada por Lehmann e Neumann em 1889. Este microrganismo &
reconhecido como saprofitico, raramente causador de doengas e nao propenso a
viver em mamiferos (RM MCCUNE, FM FELDMANN, HP LAMBERT, W.
MCDERMOTT, 1966). Ele é frequentemente encontrado no solo, na agua e em
plantas, sendo identificado em dezesseis estados, além de paises como Australia,
Russia, Canada e Suica (ROBERT M. et al., 1966).

A Mycobacterium smegmatis habita principalmente nas camadas celulares,
onde todas as células se agrupam formando uma estrutura conhecida como biofilme.
Ao crescer com os nutrientes disponiveis, este microrganismo apresenta uma
aparéncia branca aveludada e finamente enrugada. Apds cerca de 48 horas de
crescimento, a coloracdo muda de branco para um amarelo aveludado sem
pigmentacdo. A morfologia da superficie desta espécie varia entre brilhante, lisa,
finamente enrugada ou grosseiramente colapsada (GORDON, RUTH E. et al., 1953).
Além disso, apresenta um crescimento mais rapido em comparagao com outras
espécies de Mycobacterium (NEWTON, GERALD L. et al., 2002).

Este organismo é aerobico, utilizando oxigénio como receptor final de elétrons
durante a respiragéo. Através da fosforilagdo oxidativa, atinge a quantidade maxima
de energia. Embora as micobactérias sejam estritamente aerdbicas, em alguns
casos realizam respiragdo anaerobica, especialmente em Mycobacterium spp.
virulentos. A proteina 1 de ligagdo ao DNA micobacteriano é crucial para a
sobrevivéncia a longo prazo de Mycobacterium smegmatis e coordena diversas
fungdes celulares (MEGEHEE, J.A.; LUNDRIGAN, M.D., 2007).

Apesar de Mycobacterium smegmatis ser considerada nao patogénica,

apresenta semelhangcas com outras micobactérias patogénicas, como
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Mycobacterium tuberculosis, particularmente na biossintese do micotiol, essencial
para o crescimento de Mycobacterium spp. (UPLEKAR, MUKUND et al., 2015). No
entanto, ela difere significativamente em termos de patogenicidade e viruléncia. Por
exemplo, uma proteina hemaglutinina de ligacdo a heparina, chamada HbhA,
comum em micobactérias patogénicas como Mycobacterium tuberculosis, ndo esta
presente em Mycobacterium smegmatis (PETHE et al., 2013).

Embora Mycobacterium smegmatis nao cause doengas ou infecgbes
contagiosas, outras micobactérias, como  Mycobacterium  tuberculosis,
Mpycobacterium bovis e Mycobacterium leprae, sao altamente patogénicas e podem
persistir no hospedeiro por longos periodos. Além disso, patdégenos como
Mycobacterium avium permanecem fora do hospedeiro e causam danos quando o
infectam (BRANCA, ANDREW A. et al., 1981).

A eliminagdo de micobactérias, incluindo as patogénicas, pode ser alcangada
com tratamentos que interferem na via de biossintese micdlica, essencial para a
divisdo celular bacteriana (SCHROEDER, E. K. et al., 2002). Apds a descoberta da
estreptomicina, a quimioterapia tornou-se um tratamento eficaz contra a tuberculose.
Contudo, no tratamento da infecgdo tuberculosa ativa e latente, que dura de 6 a 9
meses, respectivamente, surgiram cepas resistentes aos medicamentos (WHO
GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2023). Essa resisténcia representa um desafio
devido ao crescimento lento das micobactérias, seu carater contagioso, alta
viruléncia e envelope celular impermeavel e hidrofébico (SMITH, TASHA et al.,
2012).

A Mycobacterium smegmatis tem sido amplamente utilizada como modelo em
estudos de proteinas associadas a infecgao devido a sua rapida taxa de crescimento
e seguranca relativa. Essa espécie € uma ferramenta valiosa para compreender a
biologia de Mycobacterium tuberculosis e para o desenvolvimento de novas terapias
antimicrobianas. Um exemplo é o estudo de (BARAN et al. 2009), que descreve a
utilizagdo de Mycobacterium smegmatis para investigar mecanismos moleculares e
estratégias terapéuticas contra micobactérias patogénicas (MEGEHEE;
LUNDRIGAN, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Nosso grupo vem demonstrando que os esteroides cardiotdbnicos possuem
diversas propriedades farmacolégicas, atuando como uma substancias
anti-inflamatérias com a capacidade de reduzir a migragcdo celular para o sitio
inflamado sob varios estimulos (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017).

Estudos especificos com a Ouabaina evidenciam essa capacidade em
resposta a diferentes agentes, como o zymosan (LEITE et al., 2015), concanavalina
A (VASCONCELOS et al., 2011), Leishmania amazonensis (JACOB et al., 2013) e
zika virus (CARVALHO et al., 2022, 2024 no prelo). Além disso, os esteroides
cardiotdnicos, incluindo a ouabaina, tém mostrado eficacia na diminuigdo dos niveis
de citocinas proé-inflamatérias e diferentes vias de sinalizagcdo relacionadas a
processos infecciosos e inflamatérios (RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2009)

Ainda nesse contexto, a digoxina também apresentou efeitos
imunomoduladores (IHENETU et al., 2008). No entanto, a citotoxicidade da digoxina
possui uma faixa terapéutica estreita, com alta citotoxicidade (PAVLOVIC, 2020).

Dessa forma, o desenvolvimento de uma nova classe de esteroides
cardiotdnicos, com capacidade para modular seletivamente a atividade de isoformas
especificas da Na'/K*-ATPase, apresenta um potencial significativo para superar os
efeitos colaterais e toxicos associados a interagao desses compostos com multiplas
isoformas da enzima (PESSOA et al., 2018).

Sendo assim, pouco se sabe sobre os possiveis efeitos das moléculas BD-8,
BD-15 e digoxina em modelos de infecgdo por micobactérias utilizando macrofagos
murinos.

Diante disso, nosso grupo investigou a BD-8, BD-15 e a digoxina para
elucidar os efeitos desses esteroides na modulagdo de citocinas e no processo
infeccioso pelo bacilo da tuberculose. Essas investigagbes s&o cruciais para ampliar
o entendimento sobre o potencial terapéutico desses compostos na resposta
imunoldgica contra infecgdes micobacterianas, possibilitando avangos significativos
no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas

inflamatorias e infecciosas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos das moléculas BD-8, BD-15 e digoxina em modelos de

infecc&o por micobactérias utilizando macrofagos da linhagem RAW 264.7

3.2 Objetivos Especificos

- Investigar a interferéncia das moléculas BD-8, BD-15 e digoxina na viabilidade

do Mycobacterium smegmatis

- Avaliar os efeitos das moléculas sobre a viabilidade das células RAW 264.7

- Investigar o possivel efeito das moléculas em modelo de infeccédo in vitro

frente a micobactérias utilizando células RAW 264.7

- Avaliar a producédo de citocinas inflamatérias na presenca e auséncia dos

esteroides no processo de infecgcdo micobacteriana in vitro
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao da linhagem celular

A linhagem celular RAW 264.7, utilizada nos experimentos deste estudo, foi
obtida por meio do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cedida ao
Laboratério de Imunofarmacologia do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

A linhagem RAW 264.7 de macréfagos murinos foram inicialmente retirados
de um ultra-freezer a -80°C e, subsequentemente, descongelados em condicdes
controladas. No interior de uma cabine de seguranga biolégica, as células
descongeladas foram cuidadosamente transferidas para um tubo Falcon contendo 5
ml de meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB),
0,2% de antifungicos e 2% de antibioticos. Este tubo Falcon, contendo as células e o
meio de cultura, foi entdo submetido a um processo de centrifugagcdo a 1500
rotagées por minuto (rpm) durante um periodo de 5 minutos para a remogéo de
crioprotetores e residuos celulares. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 5 ml de meio de cultura.

As células ressuspendidas foram entdo transferidas para frascos apropriados
para cultivo celular e imediatamente colocadas em uma incubadora com atmosfera
controlada de 5% de CO2 e 95% de umidade a 37°C, condi¢des ideais para o
crescimento e manutengcdo das ceélulas RAW 264.7. A manutencdo das culturas
celulares incluiu a troca regular do meio de cultura a cada 48 horas, a fim de garantir
a disponibilidade de nutrientes essenciais e a remog¢ao de metabdlitos toxicos.

Além disso, as culturas foram constantemente monitoradas quanto a
presenga de contaminagdes microbianas e ao estado geral das células, utilizando
técnicas de microscopia de contraste de fase e testes de viabilidade celular. Esse
rigoroso controle assegura que as células permanegam saudaveis e viaveis ao longo
dos experimentos, garantindo a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados
obtidos.
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4.2 Obtenc¢ao dos Esteroides Cardiotonicos

As moléculas investigadas neste estudo, designadas BD-8 e BD-15, foram
sintetizadas através de modificagdes quimicas da digoxina. Este processo de sintese
foi realizado no Laboratério de Sintese Organica e Nanoestrutura da Universidade
Federal de Sao Joao del-Rei, sob a coordenagao do Prof. Dr. José Augusto Ferreira
Perez Villar (PESSSOA et al. 2018).

Para os experimentos, as moléculas BD-8, BD-15 e a propria digoxina foram
empregadas em diferentes concentragdes: 10 uM, 5 pM, 1 uM, 0.1 uM e 0.01 uM.
Essas concentragdes foram escolhidas com base em estudos anteriores que
utilizaram um esteroide cardiotdnico semelhante, a marinobufagina, proporcionando
um ponto de comparagao adequado (CARVALHO et al., 2019).

Inicialmente, uma solugao estoque das moléculas investigadas foi preparada
com uma concentracao de 8 mM. A partir dessa solugao estoque, foram realizadas
diluicdes sucessivas em meio de cultura RPMI-1640 (1X), suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB), até se atingir as concentra¢gdes desejadas para os
experimentos.

O processo de preparacao das solugbes e diluicdes foi conduzido em
ambiente estéril para evitar qualquer tipo de contaminagdo que pudesse
comprometer os resultados dos experimentos. As solugcbes foram armazenadas e
manuseadas de acordo com protocolos rigorosos de laboratério, assegurando a

estabilidade e a integridade das moléculas ao longo do estudo.

4.3 Manutengao da Mycobacterium smegmatis

A Mycobacterium smegmatis MC2155 foi selecionada para este estudo devido
as suas caracteristicas genéticas e fisioldgicas que a tornam um modelo adequado
para experimentos laboratoriais. Um clone especifico da M. smegmatis MC2155 foi
inicialmente inoculado em caldo Middlebrook 7H9, o qual foi suplementado com
tween 80, glicerol e 10% de OADC (acido oleico albumina dextrose catalase) para
promover um crescimento bacteriano ideal.

Esta cultura foi mantida em uma estufa bacteriolégica a 37°C por um periodo

de 24 horas, permitindo a multiplicagdo bacteriana até se atingir uma fase de
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crescimento logaritmico estavel. Apdés o periodo de incubagado, foi realizada a
quantificacdo das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) para determinar a
densidade bacteriana e assegurar uma inoculagao precisa nas etapas subsequentes
dos experimentos.

A determinagdo do numero de UFCs envolveu a diluigdo serial da cultura
bacteriana e o plaqueamento em meio sdlido apropriado, seguido de uma nova
incubacdo para a contagem de coldnias viaveis. Este procedimento rigoroso de
cultivo e quantificagdo garantiu a reprodutibilidade e a confiabilidade dos
experimentos, permitindo um controle preciso das condicdes experimentais e dos

parametros de infecgao utilizados ao longo do estudo.

4.4 Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

A Concentragao Inibitéria Minima (MIC) € um teste fundamental que avalia a
atividade antibacteriana de moléculas ou compostos especificos.

Neste estudo, as moléculas BD-8, BD-15 e digoxina foram testadas contra a
Mycobacterium smegmatis utilizando o método de redugdo de resazurina (REMA)
(MURADAS et al., 2018).

As moléculas BD-8, BD-15 e digoxina foram inicialmente solubilizadas em
DMSO (dimetilsulféxido) e, em seguida, diluidas em série em uma placa de 96 pogos
com fundo em U. As concentracdes testadas variaram de uma concentracdo maxima
de 200 uM até uma concentracdo minima de 1,6 M.

Os farmacos controle utilizados neste experimento foram a rifampicina,
testada na concentracdo maxima de 0,5 mM, e o moxifloxacino, testado na
concentracdo maxima de 3 uM. Ambos os farmacos controle foram adquiridos da
Sigma-Aldrich e solubilizados em DMSO, seguindo o mesmo procedimento de
diluicdo em série utilizado para as moléculas testadas. A concentracdo final de
DMSO nos pocos foi mantida em 2,5%.Para a preparagao da suspensao bacteriana,
a Mycobacterium smegmatis foi diluida em meio 7H9 suplementado com 10% de
OADC até atingir uma densidade 6ptica de 0,001 (OD 595nm).

ApOs o ajuste da densidade 6ptica, 100 uL da suspensao de Mycobacterium
smegmatis foram adicionados a cada pog¢o da placa. A placa foi entdo incubada a

37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, 30 yL de uma solugdo de
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resazurina a 0,02% foram adicionados a cada po¢o. A placa foi incubada novamente
a 37°C por mais 24 horas para a obtencao dos resultados.

O MIC foi determinado observando-se a reducao da resazurina (cor azul) para
resorufina (cor rosa), onde a mudanca para a cor rosa indicou crescimento
bacteriano e a manutengéo da cor azul indicou inibigdo bacteriana. Este ensaio inclui
controles de crescimento bacteriano e de esterilidade para assegurar a validade dos
resultados. Para garantir a precisdo e a reprodutibilidade dos dados, foram

realizados dois experimentos independentes.

4.5 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o método de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), um ensaio baseado na atividade das
enzimas mitocondriais (desidrogenases) presentes em células viaveis.

Este método se fundamenta na capacidade dessas enzimas de reduzir o sal
de tetrazolio MTT, de cor amarela, ao seu produto reduzido, o formazan, que possui
coloragao azul-violeta. A intensidade da cor violeta € diretamente proporcional ao
numero de células viaveis que metabolizam o MTT em cristais de formazan,
permitindo assim a quantificagdo da viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Apos o periodo de incubacao das células com os tratamentos especificos, foi
adicionada a placa de cultura uma solugao de MTT preparada com 10% do reagente
em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). A placa foi entdo incubada por
mais 3 horas em uma estufa de CO2, garantindo condigdes ideais para a reagéo
enzimatica.

Apods a incubacéao, todo o sobrenadante foi cuidadosamente removido para
eliminar qualquer excesso de MTT nao reagido. Em seguida, 100 yL de DMSO
(dimetilsulfoxido) foram adicionados a cada pogo para dissolver os cristais de
formazan formados. A dissolugdo completa dos cristais garantiu que a medi¢ao
subsequente fosse precisa e reprodutivel.

A viabilidade celular foi entdo quantificada através da medida da densidade
optica a um comprimento de onda de 570 nm, utilizando um leitor de placas. Esta
leitura permitiu a determinacdo da quantidade de formazan produzido, refletindo

diretamente a viabilidade das células tratadas. Este procedimento rigoroso
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assegurou a precisao e a confiabilidade dos dados obtidos, permitindo uma analise

detalhada do impacto dos tratamentos sobre a viabilidade celular.

Figura 5: llustracdo do método de MTT
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Fonte: GRIESS, 1879; SALES-NETO, 2021

4.6 Modelo de infeccao com RAW e Mycobacterium smegmatis

Para a avaliacdo do experimento de infecgao, inicialmente foram semeadas
células RAW 264.7 em placas de fundo chato, na concentragcado de 10* células por
poco, e deixadas em repouso por 24 horas para permitir a adesao celular adequada.

Posteriormente, um clone de Mycobacterium smegmatis, cujo numero de
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) do in6culo fora previamente determinado,
foi selecionado. Com base nesse clone, foi preparada uma suspensao bacteriana
com uma razdo de multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:1. Essa suspenséo foi
entdo adicionada as células RAW 264.7 para permitir o processo de infeccao e
internalizagdo, que ocorreu ao longo de um periodo de duas horas.

Ap6s o periodo de infeccdo, os sobrenadantes de cada pogo foram
cuidadosamente removidos. Em seguida, foram adicionados os tratamentos com as
moléculas digoxina e BD-15, cada uma em uma concentragao final de 10 uM. As
placas foram entdo incubadas em uma estufa de CO2 a 37°C por um periodo
adicional de 24 horas. Apds este periodo de incubagao, os sobrenadantes contendo
as citocinas secretadas pelas células foram coletados e armazenados a -80°C para

analises posteriores.
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Para determinar a carga bacteriana residual, uma solugéo de lise contendo
0,1% de triton X-100 e solucdo salina foi adicionada as células em cada poco para
liberar as bactérias internalizadas. Os sobrenadantes resultantes da lise celular
foram entdo semeados em placas de Petri contendo meio LB (Luria-Bertani) para
permitir o crescimento bacteriano. As placas de Petri foram incubadas a 37°C por
trés dias, apos os quais as colonias formadoras de Mycobacterium smegmatis foram
contadas a olho nu.

A contagem de col6nias permitiu a determinacdo do numero de UFC
presentes em cada pog¢o, fornecendo uma medida quantitativa da eficacia dos
tratamentos na redugdo da carga bacteriana. Este procedimento meticuloso garantiu
a reprodutibilidade dos resultados e permitiu uma analise detalhada da eficacia das

moléculas digoxina e BD-15 na infecgao por Mycobacterium smegmatis.

Figura 6: llustracao da metodologia das Unidades Formadoras de Colénias (UFC)
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Fonte: AMARAL, 2024.
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4.7 Ensaio imunoenzimatico para dosagem das citocinas IL-1f,
IL-10 e TNF-a

Apds 24 horas em cultura celular, os sobrenadantes foram coletados para a
quantificacdo das citocinas IL-18, IL-10 e TNF-a por meio do ensaio
imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche, seguindo as especificagbes do
fabricante (Thermo Fisher Scientific Inc).

Para iniciar o ensaio, as placas de ELISA foram sensibilizadas com anticorpos
de captura anti-IL-1B, anti-IL-10 anti-TNF-a, diluidos em tampao fosfato pH 6.5
(Coating Buffer 1X), e incubadas overnight a 4°C. Apés a incubagao, as placas foram
lavadas com solugao salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,05% de tween
20 (PBST) para remover qualquer excesso de anticorpos néo ligados.

Em seguida, os sitios inespecificos das placas foram bloqueados com uma
solugédo de bloqueio composta por PBS contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
por 1 hora a temperatura ambiente, prevenindo a ligagdo nao especifica durante a
deteccdo. Depois do bloqueio, as placas foram lavadas novamente com PBST.

As amostras de sobrenadantes, contendo as citocinas a serem analisadas,
foram entdo adicionadas as placas, que foram incubadas overnight a 4°C. Apds este
periodo, as placas foram lavadas mais uma vez com PBST, e os anticorpos de
deteccao especificos para cada citocina foram adicionados. As placas foram entao
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

Seguiu-se uma nova lavagem com PBST, apds a qual o complexo enzimatico
avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado as placas e incubado por 30 minutos
a temperatura ambiente. Apos lavagens adicionais para remover qualquer ligagao
nao especifica, a solugdo substrato composta por tetrametilbenzidina (TMB) e
peréxido de hidrogénio (H202) foi adicionada aos pogos.

A reacao enzimatica foi permitida por 15 minutos e entdo interrompida com a
adicao de uma solugao de parada contendo acido fosforico 1M. Por fim, a densidade
optica foi medida a 450 nm usando um leitor de placas, permitindo a quantificacédo
precisa das citocinas IL-1[, IL-10 e TNF-a presentes nos sobrenadantes das culturas

celulares.
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Figura 7: Esquema do método de ELISA
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Fonte: MEDEIROS, 2023.

4.8 Analise estatistica

A analise estaticas dos dados deste trabalho foram realizados no prisma utilizando
média = erro padrao da média e ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05)
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5. RESULTADOS

5.1 Interferéncia das moléculas BD-8, BD-15 e digoxina na

viabilidade do Mycobacterium smegmatis

5.1.1 Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

O teste de MIC realizado no presente trabalho, avalia se as moléculas BD-8,
BD-15 e digoxina possuem atividade inibitéria contra a Mycobacterium smegmatis. A
tabela 1 representa os controles positivos e suas concentragdes testadas. A tabela 2
representa as moléculas, as concentragcdes testadas e os resultados observados.

Analisou-se na tabela 2 que nas concentragdes testadas das respectivas moléculas

houve crescimento bacteriano.

Tabela 1 - Controles positivos e concentragdes testadas

Rifampicina

(Concentragdes mM)

Moxifloxacino

(Concentragdes pM)

0,5 (1) 3()
0,25 (1) 1,5 ()
0,125 (I) 0,75 ()

0,0625 (1) 0,375 (I)
0,03125 (1) 0,1875 ()
0,015625 (1) 0,09375 (S.1)

0,0078125 (S.1)

0,046875 (S.I)

0,00390625 (S.1)

0,0234375 (S.I)

(S.1) = Sem inibigao; (l) = Inibicdo. Tabela descrita com base nos resultados de Concentragéao

Inibitéria Minima.

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2024,




44

Tabela 2: MIC das moléculas testadas

Concentragdes Digoxina BD-8 BD-15

(UM)

200 S. S. S.
100 S. S. S.
50 S. S. S.
25 S. S. S.

12,50 S S. S.
6,25 S. S. S.
3,12 S. S. S.
1,56 S. S. S.
,\S,{'I = Sem inibig&o; | = Inibigéo. Tabela descrita com base nos resultados de Concentragao Inibitéria
inima.

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2024.

5.2 Efeitos das moléculas sobre as células RAW 264.7

5.2.2 Analise da viabilidade celular

As moléculas BD-8, BD-15 e digoxina ndo apresentaram citotoxicidade no
tempo de 24 horas na linhagem celular testada (RAW), (Figura 10, 11 e 12). No
tempo de 48 horas comega-se a observar redugao da viabilidade celular para a BD-8
e para a digoxina, ambas na concentragdo de 10 uM e 5 pyM (Figura 10 e 12). Em
relacdo a BD-15 ndao houve reducido da viabilidade neste tempo em nenhuma
concentragao testada (Figura 11). No tempo de 72 horas, para a BD-8 houve
reducao da viabilidade celular nas concentragées de 10 uM, 5 yM e 1 uyM (Figura
10). Para a BD-15, ndo houve redugéo da viabilidade celular neste tempo e para a
digoxina observou-se redugao da viabilidade celular nas concentragbes de 10 uM e
1 uM (Figura 11 e 12). Esses dados indicam que para a linhagem testada, a BD-8 é
mais citotoxica do que a BD-15, que por sua vez, nao apresentou toxicidade em
nenhum dos tempos e concentragdes testadas. Sendo assim, a BD-15 foi

selecionada para dar seguimento aos ensaios.
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Figura 8: Efeito da BD-8 na viabilidade de células RAW

A BD-8 (24 Horas) B) BD-8 (48 Horas) C) ED-8 (72 Horas)
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Efeito da BD-8 na viabilidade de células RAW. (A) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 24 horas de tratamento. (B) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 48 horas de tratamento. (C) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 72 horas de tratamento. As células foram tratadas com a BD-8 nas
concentragdes de 10 uyM, 5 uM, 1 uM, 0.1 uM e 0.01 pM. Os dados numéricos foram apresentados
em média = d.p.m e analisados empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de
pos-teste de Tukey. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo controle.

Figura 9: Efeito da BD-15 na viabilidade de células RAW

A) BD-15 (24 Horas) B) BD-15 (48 Horas) C) BD-15 (72 Horas)
_ 150- _ 450 _ 450
£ i) i)
14 [ 4 [
3 3 3
3 100- 3 100 3 100
: : :
a & a
8 50 & %0 g %0
2 = =]
m m m
= E s
0= T T T 0 T T T 1] T T T
o F . E T SRR
i - T <
et e AT oF ¥ o WY o F Y o VT e

Efeito da BD-15 na viabilidade de células RAW. (A) Gréfico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 24 horas de tratamento. (B) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 48 horas de tratamento. (C) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 72 horas de tratamento. As células foram tratadas com a BD-15 nas
concentragdes de 10 uyM, 5 uyM, 1 uM, 0.1 uM e 0.01 pyM. Os dados numéricos foram apresentados
em média + d.p.m e analisados empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de
pos-teste de Tukey. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo controle.
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Figura 10: Efeito da Digoxina na viabilidade de células RAW
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Efeito da Digoxina na viabilidade de células RAW. (A) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 24 horas de tratamento. (B) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 48 horas de tratamento. (C) Grafico representando a porcentagem de
viabilidade celular em 72 horas de tratamento. As células foram tratadas com a Digoxina nas
concentragdes de 10 uM, 5 uM, 1 uM, 0.1 uM e 0.01 pM. Os dados numéricos foram apresentados
em média + d.p.m e analisados empregando-se a analise de varidncia (ANOVA) one-way, seguido de
pos-teste de Tukey. *(p<0,05) significativo em relagao ao grupo controle.

5.3 Efeito das moléculas em modelo de infeccao in vitro com

Mycobacterium smegmatis utilizando células RAW 264.7

5.3.3 Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)

Os resultados expressos neste grafico sugerem que os tratamentos da BD-15
e digoxina a 10 yM no intervalo de 24 horas reduziram o numero de Unidades
Formadoras de Colbénia (UFC) por pogo comparado ao controle. De acordo com
esses dados, pode-se sugerir que as moléculas BD-15 e digoxina reduzem a
sobrevivéncia bacteriana nos macrofagos, que esta diretamente associado a

reducao de infecgao nessas células.
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Figura 11: Analise das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) com as moléculas digoxina e BD-15
nas concentragdes de 10 yM e 1 uM.
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Figura 12: Analise das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) com as moléculas digoxina e BD-15
nas concentragdes de 0.1 uM e 0.01 yM.
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Os graficos apresentam as Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) diante das moléculas digoxina e
BD-15 apos tratamento com a concentragdo de 10 uM, 1 uM, 0.1 uM e 0.01 uM durante 24 horas.
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5.4 Avaliacdao da producao de citocinas inflamatérias sobre os

esteroides no processo de infeccao micobacteriana in vitro

5.4.4 Analise de citocinas

No ensaio relacionado a IL-1p e TNF-a, observou-se que o tratamento com
BD-15 e com digoxina, ambas na concentracdo de 10 uM durante um periodo de 24
horas, reduziu a produgdo dessas citocinas quando comparado ao grupo controle
infectado. No que diz respeito a IL-10, a molécula BD-15 levou a um aumento

expressivo na produgao dessa citocina em comparagao com o grupo controle.

Figura 13: Efeito da BD-15 e Digoxina sobre os niveis da citocina pré-inflamatéria IL-13
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Figura 14: Efeito da BD-15 e Digoxina sobre os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10
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Figura 15: Efeito da BD-15 e Digoxina sobre os niveis da citocina pré-inflamatérias TNF-a
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Os graficos (Figura 12,13,14 e 15) representam o efeito da BD-15 e Digoxina nos niveis de produgao
das citocinas pré-inflamatérias IL-1p, IL-10 e TNF-a. As células foram tratadas na concentragéo de 10
MM por 24 horas. Apés esse periodo de incubagao, os sobrenadantes foram coletados e realizado o
ensaio imunoenzimatico (ELISA sanduiche). Os dados numéricos foram apresentados em média +
d.p.m e analisados empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pos-teste de
Tukey. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou, pela primeira vez, o papel das moléculas BD-8,
BD-15 e Digoxina no processo de infecgao in vitro por Mycobacterium smegmatis.
Neste contexto, foi demonstrado que as moléculas BD-15 e Digoxina possuem
atividade imunomoduladora, sendo capaz de modular diversos parametros, incluindo
Concentragao Inibitéria Minima (MIC), viabilidade celular, Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) e a sintese de citocinas pro e anti-inflamatérias.

A Concentracao Inibitéria Minima (MIC) € um teste fundamental que avalia a
atividade antibacteriana de moléculas ou compostos especificos. Nas Tabelas 1 e 2,
foram apresentados os valores das MICs para os agentes antituberculosos utilizados
como controles no experimento. As MICs em relagéo as cepas de Mycobacterium
smegmatis MC2155 foram determinadas com base em dois experimentos
independentes. Em todas as analises, foram incorporados controles positivos de
tratamento, bem como verificagdes de esterilidade do meio e de crescimento
microbiano.

Os antituberculosos utilizados como controle positivo neste estudo exibiram
MICs consistentes com os valores descritos na literatura, conforme o estudo de
HEIRINCHS et al. (2018), que avaliou a susceptibilidade in vitro de 16 farmacos
antituberculosos contra cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Ra e H37Rwv.
Adicionalmente, os valores de MIC encontrados neste estudo mostraram-se muito
semelhantes aos resultados reportados por TONELLI et al. (2014) e SIENAWSKA et
al. (2018), nos quais antituberculosos foram utilizados como controles positivos em
ensaios experimentais.

A utilizagdo da cepa M. smegmatis proporciona um modelo preliminar eficaz
para a avaliacdo da atividade de farmacos contra espécies de Mycobacterium
(PAVIC et al., 2018). Nesse contexto, estudos como o de CHATURVEDI et al. (2007)
demonstraram que cepas de M. smegmatis podem servir como um modelo
especifico e mais rigoroso para a triagem de moléculas contra cepas de tuberculose
multirresistente (MDR-TB).

Observou-se que, nas moléculas avaliadas, nao houve crescimento
bacteriano, indicando que, nas concentragdes testadas, as moléculas nao interferem
no crescimento de Mycobacterium smegmatis. Este trabalho faz parte de um projeto

que visa investigar os efeitos bioldgicos desses compostos, contribuindo para a
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descoberta de novos farmacos com menor toxicidade que poderdao ser utilizados
para o tratamento de infec¢ao micobacteriana.

As moléculas BD-8, BD-15 e Digoxina foram selecionadas para uma
investigacao adicional de possiveis efeitos citotoxicos in vitro em células de
macroéfagos murinos, utilizando o ensaio de brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). Foram empregadas células RAW
264.7 nesses experimentos. A viabilidade celular foi avaliada apds a exposi¢ao das
linhagens celulares aos compostos, e o0s resultados foram expressos como
porcentagens de viabilidade celular (Figura 7,8 e 9).

As moléculas BD-8, BD-15 e Digoxina ndo apresentaram citotoxicidade no
periodo de 24 horas na linhagem celular testada (RAW), conforme ilustrado nas
Figuras 7, 8 e 9. No periodo de 48 horas, observou-se uma reducao da viabilidade
celular para a BD-8 e para a Digoxina, ambas nas concentragdes de 10 yM e 5 yM
(Figuras 7 e 9). Em relacdo a BD-15, ndo houve reducéo da viabilidade neste tempo
em nenhuma concentragdo testada (Figura 8). No periodo de 72 horas, a BD-8
demonstrou redugdo da viabilidade celular nas concentragbes de 10 yM, 5 uM e 1
WM (Figura 7). Para a BD-15, ndo houve reducéo da viabilidade celular neste tempo,
enquanto para a Digoxina observou-se redugdo da viabilidade celular nas
concentragbes de 10 uM e 1 uM (Figuras 8 e 9). Esses dados indicam que, para a
linhagem testada, a BD-8 é mais citotéxica do que a BD-15, que por sua vez nao
apresentou toxicidade em nenhum dos tempos e concentragdes testadas. Assim, a
BD-15 foi selecionada para prosseguir com o0s ensaios. Apesar da indugdo de
toxicidade da molécula Digoxina em algumas situag¢des, sua utilizagdo foi mantida
por ser a molécula precursora dos esteroides sintéticos utilizados neste trabalho.

A incubacéo in vitro dos compostos nas concentracdes de 0,1 uM e 0,01 uM
nao resultou em alteragdes significativas na viabilidade celular das linhas testadas.
Estes resultados indicam que os compostos possuem uma toxicidade
aparentemente baixa para as células e demonstram seletividade para
Mycobacterium smegmatis nas concentragdes avaliadas. As caracteristicas
favoraveis observadas motivaram a exploragcdo da atividade intracelular dos
compostos em um modelo de macréfago infectado por Mycobacterium smegmatis
(SIDRONIO et al., 2021).

Inicialmente, as células foram incubadas por 24 horas para garantir uma

adesdo celular adequada. Subsequentemente, com base no clone de
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Mycobacterium smegmatis preparado, uma suspenséo bacteriana que foi adicionada
as células RAW 264.7. Através da analise das moléculas BD-15 e Digoxina,
observou-se uma redugao nas Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

As culturas bacterianas tratadas com BD-15 e Digoxina apresentaram
contagens bacterianas significativamente menores em comparagéo ao controle sem
tratamento (p < 0,05), indicando que essas substancias possuem um efeito sobre a
Mycobacterium smegmatis. Uma possivel explicagao para essa observagao é que os
macrofagos podem ter acumulado as moléculas, particularmente nos
compartimentos que abrigam a M. smegmatis. Alternativamente, as drogas podem
ter potencializado o controle da M. smegmatis pelos macréfagos.

Embora a tuberculose (TB) e outras doengas infecciosas sejam
tradicionalmente tratadas com agentes que comprometem diretamente a fisiologia do
patogeno, ha um interesse crescente na terapia direcionada ao hospedeiro, que visa
o controle de patdégenos pela potencializagdo das respostas imunoldégicas do
hospedeiro (TOBIN, 2015).

Nesse contexto, outras estratégias terapéuticas promissoras direcionadas ao
hospedeiro para o tratamento da TB incluem a terapia com citocinas e vacinas
terapéuticas (TOBIN, 2015). Dessa forma, é importante explorar novas abordagens e
compreender os mecanismos de acao de diferentes compostos terapéuticos atuais.

Ainda ndo se conhecem os efeitos dos esteroides cardiotdnicos em infecgdes
por Mycobacterium smegmatis. No entanto, nosso grupo de pesquisa tem se
dedicado a elucidar aspectos fundamentais do papel de esteroides cardiotonicos
sintéticos e enddgenos, fornecendo novos dados significativos em relacdo a
processos inflamatérios e infecciosos (FERREIRA et al. 2024 no prelo; CARVALHO
et al., 2022; 2024 no prelo)

Em trabalhos anteriores, foi observado que a injegdo com zimosan, que
trata-se de uma particula fungica, estimulou a produgcdo das citocinas
pré-inflamatérias IL-6, IL-1B8 e TNF-a. O tratamento com marinobufagina demonstrou
eficacia significativa na redugéo dos niveis de IL-13 e IL-6 presentes no exsudato
peritoneal. Esse resultado encontra respaldo no estudo de LEITE et al. (2015), que
documentou a capacidade da ouabaina em diminuir especificamente os niveis de
IL-18. Contudo, é importante destacar que, ao contrario da ouabaina, a
marinobufagina ndo apenas reduziu IL-1B, mas também influenciou os niveis de

IL-6. Entretanto, o esteroide investigado por LEITE et al. (2015) apresentou uma
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reducdo nos niveis de TNF-a sem exercer impacto significativo sobre os niveis de
IL-6, sugerindo uma diferengca nos mecanismos de ag¢ao entre esses compostos.

No modelo de lesdo pulmonar aguda induzido por LPS em modelo in vitro, a
ouabaina foi capaz de reduzir o nivel das trés citocinas pré-inflamatérias (IL-1p3, IL-6
e TNF-a) (SILVA, 2016; SHAH et al.,, 2011). Ha dados ainda de modulacdo de
citocinas por esterdides cardiotbnicos no modelo de infecgdo por Leishmania
amazonensis (JACOB et al., 2013) e por zika virus (CARVALHO et al., 2022; 2024
no prelo).

A luz desses dados, no modelo in vitro de infeccdo analisado neste trabalho, a
BD-15 demonstrou um potencial anti-inflamatoério significativo, modulando as
citocinas IL-1B3, TNF-a e IL-10, enquanto a Digoxina modulou apenas as citocinas
IL-18 e TNF-a.

O ensaio de ELISA realizado nesta pesquisa revelou diferengas
estatisticamente significativas nas concentragdes das citocinas IL-10, IL-13 e TNF-a
em resposta as moléculas Digoxina e BD-15. No que concerne a dosagem de IL-10,
o tratamento com digoxina ndo promoveu alteragdes estatisticamente relevantes,
registrando um aumento marginal de 2% em relagao ao controle infectado. Por outro
lado, o tratamento com a BD-15 resultou em um incremento substancial de 19% na
producao de IL-10, também em comparacdo ao controle infectado. Quanto aos
niveis de IL-1B, observou-se uma redugao de 58% com o tratamento da digoxina e
da BD-15, ambos comparados ao controle infectado, sugerindo uma modulagao
inflamatdria diferenciada pelas duas moléculas. No tocante a producdo de TNF-a, o
tratamento com a digoxina induziu um aumento de 41%, enquanto o tratamento com
a BD-15 culminou em um incremento de 42%, evidenciando respostas
pré-inflamatérias significativas em relagao ao controle infectado.

O efeito mais notavel observado foi na IL-10, onde a molécula BD-15
provocou um aumento significativo em sua expressao, sublinhando o papel crucial
da IL-10 como mediadora da resposta anti-inflamatéria. Este achado é
particularmente relevante, uma vez que evidencia a influéncia dos esteroides
cardiotdnicos na regulacdo da produgéo de IL-10, sugerindo uma potencial ligagao
entre esses compostos e a modulagao da resposta imunoldgica.

Estudos recentes corroboram essa observagao, demonstrando que esteroides
como a ouabaina e a digoxina podem induzir a producédo de IL-10. Por exemplo,

LEITE et al. (2015) mostraram que a ouabaina é capaz de aumentar a produgéo de
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IL-10 em modelos experimentais, contribuindo significativamente para a reducéo da
inflamacdo. De maneira semelhante, pesquisas indicam que a digoxina também
pode elevar a produgdo de IL-10, o que pode explicar parte de seus efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatérios (VASCONCELOS et al., 2011) .

A regulacdo negativa da resposta imune mediada por IL-10 & crucial para
mitigar os efeitos nocivos de uma inflamacéao crénica ou excessiva, que pode causar
danos aos tecidos e contribuir para o desenvolvimento de doengas autoimunes.
Além disso, a IL-10 desempenha um papel essencial na resolugdo da inflamacao,
com efeito anti-inflamatério, promovendo a reparagao tecidual e restaurando a
homeostase do sistema imunoldgico (COUPER, BLOUNT, & RILEY, 2008; O'GARRA
& VIEIRA, 2007; SABAT et al., 2010; SARAIVA & O'GARRA, 2010).

A capacidade dos esteroides cardiotdnicos de modular a produg¢ao de IL-10
nao apenas revela um potencial terapéutico significativo no tratamento de doencgas
inflamatérias e infecciosas, mas também abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes e com menor toxicidade no manejo de
condigdes inflamatérias e autoimunes (JACOB et al., 2013; CARVALHO et al., 2022)

Esse avango no entendimento dos mecanismos de acdo dos esteroides
cardiotbnicos aprofunda a compreensao de como esses compostos podem contribuir
para a homeostase imunoldgica, posicionando-os como candidatos promissores no
campo das terapias imunomoduladoras (LEITE et al., 2015; VASCONCELOS et al.,
2011; JACOB et al., 2013; CARVALHO et al., 2022) .

Nesse contexto, os achados sugerem que, embora as alteracées em IL-13 e
TNF-a sejam relevantes, a modulacéo de IL-10 pela BD-15 pode ter implicagdes
cruciais na regulagao da inflamacgéo. As diferencas observadas entre as respostas
das citocinas indicam a necessidade de investigacbes mais aprofundadas para
elucidar os mecanismos de agao subjacentes.

Este trabalho, ao revelar pela primeira vez o papel dos esteroides
cardiotdbnicos em um modelo de infecgdo por Mycobacterium smegmatis in vitro,
contribui de maneira significativa para o entendimento abrangente da fungcao desses
compostos no contexto de infecgdes micobacterianas. Esse conhecimento pode
fornecer uma base sdélida para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
direcionadas a modulagdo da resposta inflamatéria, com potenciais aplicagdes

clinicas no tratamento de infecgbes e doencas inflamatdérias crbnicas.
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7. CONCLUSAO

Figura 16: Esquema representativo da conclusdo da presente pesquisa.

'S
R

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2024.

A ilustracdo apresentada na Figura 16 sintetiza de forma esquematica os resultados obtidos nesta
pesquisa, evidenciando a atividade das moléculas Digoxina e BD-15 contra Mycobacterium
smegmatis. Os dados demonstram claramente como essas moléculas influenciam a viabilidade
bacteriana, revelando diferencas significativas em sua eficacia. Dessa forma, a BD-15 nao afetou a
viabilidade celular, porém reduziu a contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) nos
macrofagos infectados. Além disso, a BD-15 foi eficaz na diminuigdo das citocinas inflamatérias,
como IL-1B e TNF-a, enquanto promoveu um aumento nos niveis de IL-10. Adicionalmente, a
Digoxina também reduziu a contagem de UFC e as citocinas inflamatdrias, mas nao exerceu efeito
significativo na modulagao dos niveis de IL-10.
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