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RESUMO

A ouabaina é uma substancia classificada quimicamente como um glicosideo
cardioténico, um inibidor classico da Na*/ K" ATPase. Foi originalmente extraida de
vegetais e em 1991 foi identificada a sua producdo enddégena, desde entdo suas
acOes fisioldgicas sdo alvos de muitos estudos cientificos. Trabalhos do nosso grupo
mostraram que a ouabaina é capaz de interferir em diversos aspectos relacionados
ao sistema imune e ao processo inflamatério. A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma
sindrome clinica caracterizada por infiltrado pulmonar bilateral e hipoxemia de
origem néo cardiaca e tem como umas das principais caracteristicas o recrutamento
de neutrofilos para o pulmao. Além disso, ndo existe tratamento terapéutico para
LPA em si. Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da ouabaina
na migracdo de células e na producgéo de citocinas inflamatorias frente a um modelo
murino de lesdo pulmonar aguda induzida pelo LPS. Para isto, foram utilizados
camundongos BALB/c machos tratados via intraperitoneal com ouabaina na dose de
0,56 mg/Kg por trés dias consecutivos, 1h apds o ultimo tratamento os animais
foram desafiados via intranasal com LPS (2,5 mg/Kg); Posteriormente, os animais
foram eutanasiados e as amostras biologicas coletadas e o0s parametros
inflamatorios: migracdo celular, producédo de citocinas e expressao de TLR4 foram
analisados. Os dados foram analisados pelo software Graphpad Prism e foi
observado que o tratamento com a ouabaina diminuiu a migracdo de leucécitos
totais para o sitio inflamado (49%), evento este, associado a diminuicdo da migracéo
de neutrofilos (70%) de forma especifica e independente da migracdo de
macréfagos. Ouabaina também diminuiu a producéo das citocinas inflamatoria IL-6
(47%) e TNF-a (14%). Efeitos aparentemente independentes da acdo da ouabaina
na expressao do TLR4, pois este receptor ndo foi afetado pela ouabaina. Portanto,
podemos concluir que ouabaina modula negativamente processos de migracao
celular e a producdo de citocinas inflamatorias durante a LPA independente de
TLRA4.

Palavras chaves : ouabaina, lesdo pulmonar aguda, LPS.



ABSTRACT

Ouabain is a substance chemically classified as a cardiotonic glycoside, a classic Na
*IK * ATPase inhibitor. It was originally extracted from plants and in 1991 its
endogenous production was identified, since then its physiological actions have been
the targets of many scientific studies. Work from our group showed that ouabain is
able to interfere in several aspects related to the immune system and the
inflammatory process. Acute lung injury (ALI) is a clinical syndrome characterized by
pulmonary infiltrates and hypoxemia of non-cardiac origin and has as its main
attraction the recruitment of neutrophils into the lungs. In addition, there is no
therapeutic treatment for ALI. According to these aspects, the objective of this study
was to evaluate the effect of ouabain on cell migration and on the production of
inflammatory cytokines against a murine model of acute lung injury induced by LPS.
For this, male BALB/c mice treated intraperitoneally with ouabain at 0.56 mg / kg for
three consecutive days were used, and 1 h the last day of treatment of the animals
were intranasally ingested with LPS (2.5 mg / kg ); Subsequently, the animals were
euthanized and their biological samples were collected and the inflammatory
parameters: cell migration, cytokine production and TLR4 expression were analyzed.
The data were analyzed by the software GraphPad Prism and it was observed that
the treatment with ouabain decreased the migration of total leukocytes to the
inflamed site (49%), an event associated with decreased neutrophil migration (70%)
specifically and independent of macrophage migration. Ouabain also decreased the
production of inflammatory cytokines IL-6 (47%) and TNF-a (14%). Apparently
independent effects of ouabain on TLR4 expression, as this receptor were not
affected by ouabain. Therefore, we can conclude that ouabain negatively modulates
cell migration processes and the production of inflammatory cytokines during TLR4-

independent ALI.

Keywords: ouabain, acute lung injury, LPS.
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1 Introducéo
1.1 Ouabaina

A ouabaina é uma substancia classificada quimicamente como um glicosideo
cardiotdnico, sua estrutura € formada por uma ouabagenina (por¢céo esteroidal), uma
ramnose (por¢ao glicosidica) e uma lactona (ROBBERS et al., 1997) (Fig.1). Sabe-
se que a ouabaina assim como os demais glicosideos cardiacos inibe a bomba
Na'/ K" ATPase. Essa molécula vem sendo bastante estudada, e é alvo de diversas
pesquisas de onde surgiram inUmeras constatacdes sobre suas a¢des no organismo
(BAGROV e SHAPIRO, 2008; GROSS e HARRINGTON, 2016).

Figura 1 - Estrutura quimica da ouaba

HO

HO OH

Fonte: Leite et al. (2015).

Esse glicosideo foi originalmente extraido de vegetais, especificamente da
semente madura de Strophanthus gratus e Strophanthus kombé e das cascas de
Acokanthera ouabaio, plantas digitadlicas da familia Apocynaceae (BLAUSTEN,
1993). Por muito tempo a oubaina foi usada para tratar a insuficiéncia cardiaca
congestiva com base no seu efeito ionotropico positivo no musculo cardiaco
(SCHONER et al., 2002).

Em 1991, a ouabaina foi identificada como um hormonio enddégeno, sendo

produzida naturalmente por mamiferos. A partir dessa constatacédo foi observado
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também que a ouabaina endogena é biologicamente e imunologicamente

semelhante a ouabaina extraida de vegetais (HAMLYN et al., 1991).

A ouabaina enddgena parece ser sintetizada na zona glomerulosa e
fasciculada do cortex da glandula supra-renal, no hipotalamo e na pituitaria. A partir
dai, a ouabaina é liberada na circulacdo apls estimulacdo do hormdnio
adrenocorticotréfico (LEWIS et al., 2014 ), epinefrina (SCHONER e SCHEINER-
BOBIS, 2005 ), angiotensina Il (LAREDO et al., 1997 ) e agonistas do receptor a1-
adrenérgico (SCHONER, 2002 ; SCHONER E SCHEINER-BOBIS, 2007).

O papel fisiologico da ouabaina no sistema renal e cardiovascular ja esta
bem estabelecido e se relaciona a natriurese e ao controle do ténus da vascular
(NESHER et al., 2009 ). A concentracdo da ouabaina encontrada na circulacédo pode
variar de 0,5 a 2,0 nM (DVELA-LEVITTM et al., 2015) e diversas pesquisas mostram
que os niveis dessas substancias podem ser alterados, variando tanto em situacdes

fisioldgicas como nas patolégicas (SIMONIN et al., 2015).

Pacientes hipertensos e individuos apOs atividade fisica apresentaram
niveis elevados de ouabaina na corrente sanguinea (SCHONER, 2000). Além disso,
diversos estudos mostraram que 0s niveis circulantes desse horménio podem ser
modulados por condi¢cdes de estresse (HAMLYN et al., 1991). Adicionalmente, a
ouabaina também é capaz de aumentar a atividade de neurdnios simpaticos em
ratos, sendo assim considerado uma substancia capaz modular o sistema nervoso
central (DE WARDENER, 2001).

A ouabaina possui ainda atividade antiproliferativa e efeitos
antimetastatico em células cancerigenas (PEZZANI et al., 2014; SHIH et al., 2017).
Estudos relatam que a ouabaina induziu a morte celular no cancer cervical humano
HelLa e células HepG2 do cancro do figado (OZDEMIR et al., 2016). Além disso, foi
observado também que em concentragdes fisiologicas, esse glicosideo é capaz de
inibir as atividades migratorias do cancer de pulmdo humano nas células H292
(PONGRAKHANANON et al., 2013).

Um estudo recente utilizando cerebelo de rato mostrou que doses pequenas
de ouabaina podem reduzir o estresse oxidativo induzido por lipopolissacarideos
(LPS) nesse tecido, o que € promissor, tendo em vista que 0 estresse oxidativo que

€ um fator chave na neurodegeneracdo caracteristica de algumas doencas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B59
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B80
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neurolégicas como a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, dentre outras
(GARCIA et al., 2018).

Nesse contexto, a ouabaina € um glicosideo cardiotbnico endégeno capaz
de interferir em diversos mecanismos fisiologicos e patologicos mantendo e
regulando a homeostase do organismo (BAGROV; SHAPIRO, 2008).

1.2 Ouabaina e o sistema imunoldgico

Ja é estabelecido na literatura que a ouabaina € capaz de modular muitos
aspectos do sistema imunologico, sendo considerada uma molécula
imunomoduladora (CAVALCANTE-SILVA, 2017). A primeira evidéncia da acdo
imunomoduladora de ouabaina foi a sua capacidade de inibir a proliferacdo de
células linfoides induzida pelo mitdégeno fito-hemaglutinina (QUASTEL et al.,1968).
No entanto, foi visto que a ouabaina inibe a proliferagdo de células induzida por
outros estimulos, como éster de forbol, ionéforo de célcio e a interleucina 2 (IL-2)
(SZAMEL et al., 1981; DE MORAES et al., 1998; OLEJ et al., 1994; OLEJ et al.,
1998).

Em timdcitos, precursores dos linfécitos T, a ouabaina aumenta a expresséo
de CD69 (RODRIGUES-MASCARENHAS et al, 2003). Além disso, em
experimentos de associacdo de ouabaina com corticoides foi visto que tanto in vitro
como in vivo a ouabaina atua de forma sinérgica com corticoides (MANN et. al.,
2001). Ainda in vitro, experimento usando timdcitos foi observado que altas
concentracbes de ouabaina ocasionam a despolarizacdo da membrana plasmatica
dessas células (MANN et al., 2001). Adicionalmente, em macréfagos a oubaina
regula negativamente a expressdo de CD14 (mCD14), uma molécula de superficie
envolvida na fagocitose (VALENTE et al., 2009).

Foi visto que macrofagos tratados com ouabaina tiveram seus padrdes de
secrecdo de citocinas alteradas, a exemplo do aumento da producdo de IL-18
(DORNAND et al.,, 1984), IL-1a (MATSUMORI et al., 2000) e TNF-a (FOEY;
CRAWFORD; HALL; MATSUMORI, 1997). E quando essas células foram
estimuladas com LPS, tanto in vitro como in vivo, a ouabaina mostrou-se capaz de
suprimir a producédo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 e TNF-a (FOEY,
CRAWFORD; HALL, 1997; MATSUMORI, 1997).
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In vivo, a ouabaina reduz as células B na medula 6ssea, no baco e sangue
periférico (DE PAIVA et al., 2011). Foi observado também que as células natural
killer (NK) ndo tem sua atividade citotoxica afetada pela ouabaina, nem na presenca
nem na auséncia de agente estimuladores (DE MORAES et al., 1989).No entanto, a
ouabaina tem a capacidade de inibir a geracdo de células assassinas ativadas por
linfocinas (LAK) quando induzida por interleucina 2 (IL-2) (OLEJ et al., 1994 ).

Dados do nosso grupo demonstraram que a ouabaina apresenta uma
atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora inibindo eventos moleculares na
inflamacéo aguda, induzida por distintos agentes flogisticos, a exemplo do zimosan,
carragenina e do composto 48/80 (DE VASCONCELOS et al.,, 2011). Além da
regulacdo negativa da resposta inflamatéria desencadeada pela (L.) amazonensis
em camundongos (JACOB et al., 2013). In vivo, no modelo de inflamacao pulmonar
cronica (asma alérgica) a ouabaina foi capaz de reduzir a migracdo de células para
o sitio inflamado, além de atenuar citocinas caracteristicas do fenétipo Th2, a IL-4 e
IL-13 e reduziu também a IgE-OVA (GALVAO et al., 2017). Em outros modelos,
ouabaina foi capaz de diminuir in vitro e in vivo a producdo de citocinas proé-
inflamatérias como: TNF-a e IL-6 (LEITE et al., 2015).

Esse glicosideo também é capaz de induzir a ativagdo de varias cascatas
de transducédo de sinal que sdo independentes das mudancgas nas concentracoes
intracelulares de sodio e potassio envolvendo as proteinas ativadas Ras/Raf/ MAP
quinase, e proteina quinase C. Em timécitos murinos, a ouabaina diminui 0s niveis
da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (MAPK p38) e o fator nuclear de
células T ativadas (NFATcl) (SZAMEL; SCHNEIDER; RESCH, 1981; VALENTE et
al., 2009).

1.3 Lesao pulmonar aguda (LPA)

As doencgas pulmonares sao cada vez mais frequentes em todo o mundo.
Esse tipo de patologia altera a funcao do pulméo prejudicando as trocas gasosas e
gerando uma diminuigdo na qualidade de vida das pessoas. Estimativas do Instituto
de Meétricas e Avaliacdo da Saude (IHME) indicam que aproximadamente 7,5
milhdes de pessoas morrem de doencgas pulmonares a cada ano, representando
13,5% das mortes por todas as causas (NAGHAVI et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686084/#B83
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Dentre as doencas pulmonares a lesdo pulmonar aguda (LPA) € uma
sindrome clinica caracterizada por um infiltrado pulmonar bilateral e hipoxemia de
origem ndo cardiaca. Quando a hipoxemia é grave, a condicdo evolui para a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (RUBENFELD et al., 2005 e
DOWDY et al.,2006). A gravidade da hipoxemia diferencia o LPA da SDRA, a
“American European Consensus Conference” definiu pacientes com LPA aqueles
que apresentam a relacdo entre a PaO, (pressao arterial parcial de oxigénio) e a
FIO, (fracdo inspirada de oxigénio) menor ou igual 300, e pacientes que evoluiram
para a SDRA apresentam a relagdo PaO,/ FIO, menor ou igual a 200 (PARKET et
al, 2011).

Em 1967, Ashbaugh e colaboradores publicaram uma descricdo de 12
pacientes com achados clinicos, fisiologicos, radiograficos e patolégicos similares, o
que veio a ser a primeira descricdo da LPA. Esses pacientes apresentavam
desconforto respiratério agudo, cianose refrataria a oxigenoterapia, diminuicdo da
complacéncia pulmonar e infiltrados pulmonares difusos na radiografia de torax
(ASHBAUGH et al., 1967).

E relatado que a LPA é mais comum do que SDRA com taxas relatadas de
até 25 casos por 100.000 habitantes por ano. (QUARTIN et al., 2009 e GOSS et al.,
2003). As investigacdes epidemiologicas da LPA sdo focadas em sua grande
maioria em pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI), no entanto alguns
estudos sugerem que cerca de 9% dos pacientes em unidades de isolamento
respiratério preenchem os critérios para LPA em algum momento durante sua
admissao (QUARTIN et al., 2009).

Pesquisas vém demonstrando que fatores genéticos, demogréficos, idade e
fatores sociais como tabagismo e abuso de &lcool sdo condi¢cdes de risco para o
aparecimento e desenvolvimento de LPA (LEWANDOWSKI et al., 2006;
RUBENFELD et al., 2005).

A lesdo pulmonar aguda ocorre quando ha um processo inflamatdrio
exacerbado no espacgo alveolar que causa a ruptura das barreiras endoteliais e
epiteliais do pulméo (WARE et al., 2000). As caracteristicas celulares do LPA
incluem perda da integridade da membrana alvéolo-capilar, migracdo excessiva de

neutrofilos e liberagdo de mediadores citotoxicos pro-inflamatorio (MATTHAY et al.,
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2005). Pacientes com LPA geralmente apresentam dispneia grave, taquipneia e
hipoxemia resistente, além das caracteristicas clinicas da leséo inicial (por exemplo,

perfuracdo do intestino e sindrome da sepse).

A experimentacdo com animais mesmo que limitada em sua capacidade de
mimetizar a LPA, é indispensavel para melhor entendimento dos mecanismo
fisiopatolégicos e desenvolvimento de novas terapias (MATTHAY et al., 2012). E
nesse estudo para mimetizar a LPA foi utilizada a administracdo de endotoxinas,
como o lipopolissacarideos (LPS) presente na parede de bactérias gram-negativas,
qgque vem sendo bastante utilizada por diversos grupos de pesquisa (MATUTE-
BELLO et al., 2008). O LPS tem a capacidade de ativar o sistema imunolégico e com
isso ele induz uma variedade de respostas imunolégicas como, por exemplo, a

inflamac&o, producao de anticorpos e choque térmico (MIKUNI et al., 2000).

1.4 Imunologia da LPA

A LPA tem como umas das principais caracteristicas o recrutamento de
neutréfilos para o pulmdo. O acumulo de neutréfilos ativados nos pulmdes € um
passo inicial no processo inflamatério pulmonar que leva ao LPA. Diversos modelos
experimentais mostraram que a gravidade da LPA esta diretamente relacionada a
presenca e a proporcado de neutréfilos (BAUMANN et al., 2008). Juntamente com a
ativacdo e recrutamento desses neutréfilos ocorre a liberacdo de quimiocinas
alveolares e sistémicas (por exemplo, CXCL-8, ENA-78) (O’KANE et al., 2009),
citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral), reagentes de fase aguda (por exemplo, proteina C-reativa,
lipocalina) e enzimas de remodelacdo da matriz (por exemplo, MMP-9) (NATHANI et
al., 2008; WARE et al., 2000).

A perda da integridade da membrana alvéolo-capilar € uma caracteristica
celular da LPA j4 que durante a LPA a inflamacdo neutrofilica exacerbada causa
danos na barreira alvéolo-capilar o que leva ao desenvolvimento do edema
pulmonar ndo cardiogénico causando prejuizo na troca gasosa, levando o paciente a

ter dificuldade processo respiratorio (WARE et al., 2000).

Na patogénese da LPA os neutréfilos aderem ao endotélio capilar e

lesionam o intersticio no espaco alveolar, que passa a ser preenchido com fluido de
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edema rico em proteinas. Os neutrdéfilos liberam oxidantes, proteases, leucotrienos e
outras substancias inflamatérias (MORAES et al., 2006). As proteases danificam a
matriz extracelular do pulméo para facilitar a migracéo de neutrofilos do capilar para
0 espaco alveolar (PITTET et al., 1997).

A persisténcia elevada de neutrofilos no fluido do lavado broncoalveolar
(BALF) apds a primeira semana de LPA estid diretamente associada com
mortalidade (GOODMAN et al., 2003). Em diversos modelos experimentais,
deplecdo de neutrdfilos ou bloqueio de seu recrutamento atenua a lesdo pulmonar
(Martin et al., 1989).

Além dos neutréfilos os macrofagos também desempenham um papel
importante na LPA, e sdo células essenciais para a imunidade inata e
desempenham funcdo de destaque no pulmao e nos espacos alveolares. Diversos
estudos apoiam a importancia dos macrofagos em iniciar e manter a resposta
inflamatéria, tendo papel crucial na iniciacdo e desenvolvimento da LPA
(AGGARWAL et al., 2014). Os macréfagos alveolares secretam citocinas como
interleucina 1, IL-6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF-a), que atuam
localmente para estimular a quimiotaxia e ativar neutréfilos, consideradas

mediadores chaves no desenvolvimento da doenga (JOHNSON et al., 2010).

Os macrofagos alveolares estdo no centro do desenvolvimento da inflamacéao.
Macréfagos sao ativados via familias de receptores de reconhecimento de padrdes
relacionados, incluindo TLRs e receptores semelhantes a dominios de
oligomerizacdo de ligacdo de nuclettidos (HANSEN et al.,, 2011). Os TLRs séo
receptores que estdo presentes em células imunes, como as dos macrofagos e
neutréfilos, e em células ndo imunes, que sdo capazes de reconhecer padrbes
moleculares presentes em patdégenos microbianos ndo conservados em eucariotos e
ativam o sistema imune, montando a resposta inata e organizando a resposta
adaptativa (KAWAI e AKIRA, 2010; MEDZHITOV, 2001). Esses receptores
reconhecem uma variedade de PAMPs a exemplos de RNA e DNA viral, B-glucana
de fungos e LPS bacteriano (RIFKIN et al., 2005) e ativam as células que 0s
expressam, dando inicio ao processo inflamatério. Esses receptores de
reconhecimento sdo muito importantes e na LPA vale destacar os do tipo toll

(TLRS), especificamente os TLR4 e TLR2 que desempenham um papel importante
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no desenvolvimento da LPA apds a ativacdo de macrofagos alveolares (FAN et al.,
2006).

Evidéncias de varios estudos indicam que as citocinas TNF-a e IL-6
desempenham um papel importante na mediacdo, amplificacdo e perpetuacdo da
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS. As citocinas que aparecem primeiro na
resposta inflamatéria aguda séo o TNF-a e a IL-13 e na LPA seus papeis ja sdo bem
conhecidos (GOODMAN et al.,2003). Embora TNF-a participe tanto da resposta
inflamatoria inicial como na tardia, € uma citocina extremamente importante no
desenvolvimento da LPA (ISOWA et al.,, 1999; MCRITCHIE et al., 2000). A IL-6
quando liberada, aumenta os sinais pro-inflamatoérios iniciais no espago alveolar
(FIELDING, 2008).

A interleucina-8 (IL-8) também esta envolvida na patogénese da LPA, varios
estudos relatam a presenca de IL-8 no BALF de LPA, a IL-8 € uma citocina
quimiotatica que recruta os neutrdfilos direcionando a migracdo dessas células para

o pulméo, favorecendo sua ativacdo (GOODMAN et al., 2003).

A LPA é uma sindrome comum e pouco reconhecida, apesar do avanco na
sua identificacdo e manejo com o paciente, a mortalidade ainda € muito alta. Além
disso, ndo existe tratamento terapéutico licenciado para LPA em si. Nesse contexto,
fazem se necessarias pesquisas para o melhor entendimento e reconhecimento
dessa patologia. Considerando os efeitos anti-inflamatérios da ouabaina descritos
pelo nosso grupo (CALVACANTE et al.,, 2017), este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da ouabaina na migracdo de células e na producdo de citocinas
inflamatorias frente ao modelo murino de lesdo pulmonar aguda induzida pelo LPS.
Dessa forma sera possivel contribuir para um melhor entendimento tanto da leséo

pulmonar aguda como dos efeitos da ouabaina no sistema imunolégico.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Esse estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito da ouabaina na
migracdo de células e producdo de citocinas inflamatérias frente a um modelo
murino de leséo pulmonar aguda induzida pelo LPS.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a acdo de ouabaina na migracdo de leucécitos totais e diferenciais

(macréfagos e neutrdéfilos) no BALF dos animais com LPA experimental;

o Avaliar a acdo de ouabaina na producao das citocinas pré inflamatorias TNF-

a e IL-6 na regido bronco-alveolar dos animais com LPA experimental,

o Avaliar a acdo de ouabaina na expressao do TLR4 nas células presentes no

fluido do lavado bronco-alveolar dos animais com LPA experimental;
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3 Metodologia

3.1 Animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem
BALB/c machos com idade entre 6-8 semanas. Estes foram mantidos em gaiolas de
polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12
horas com livre acesso a agua filtrada e a uma dieta controlada, a base de racao do
tipo pellets (PURINA) durante todo o periodo de experimentagdo. Foram divididos
em grupos e cada grupo experimental foi composto por 6 animais. Todos os
procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as orientagdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), além de
observar as exigéncias dispostas na Lei n°11794/2008. A eutanasia e a anestesia
foram realizadas pela administracdo intra-muscular (i.m.) de solucdo anestésica
contendo 29 mg/mL de cetamina e 1,91 mg/mL de xilasina em solucéo salina (NacCl
0,9%).

Os animais utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo biotério Prof. Dr.
Thomas George do IPeFarM/UFPB. Os procedimentos experimentais desse trabalho
foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA/UFPB).
sob a certiddo n°® 094/2016 (ANEXO 1).

3.2 Preparacédo da ouabaina

Em todos os experimentos a ouabaina foi preparada na dose de 0,56 mg/Kg.
Para tanto, uma solucdo mée de ouabaina foi preparada na concentracdo de 1
mg/mL em salina estéril, imediatamente antes do uso. A dose utilizada foi baseada
em estudos anteriores (DE VASCONCELOS et al., 2011; JACOB et al., 2013; LEITE
et al., 2015; DA SILVA, et al., 2016).

3.3 Protocolo experimental de LPA induzida por LPS
Para mimetizar a lesdo pulmonar aguda, os animais foram previamente

anestesiados como descrito anteriormente e receberam por instilagdo nasal, 40 pL

de uma solucéo contendo LPS (LPS de Escherichia coli - Sigma-Aldrich®) na dose
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de 2,5 mg/Kg diluido em salina estéril e preparado imediatamente antes do uso
(OLIVEIRA, 2014). O grupo controle recebeu a mesma quantidade do veiculo estéril
via intranasal. Os animais foram mantidos em condi¢cdes normais e 24 horas apos o
desafio foram eutanasiados por overdose anestésica e o material biologico foi entéo
coletado. Coletou-se o fluido do lavado broncoalveolar (BALF), para quantificagéo de
citocinas e determinacdo do influxo de proteinas (sobrenadante), contagem de

células e marcacao celular (pellet).

3.4 Grupos experimentais e tratamento dos animais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (BASAL, LPS, OUA,
OUA+LPS e DEXA+LPS) todos constituidos por 6 animais. O grupo BASAL
representa animais saudaveis (ndo desafiados com LPS), que expressam 0s niveis
imunoldgicos basais; o grupo LPS (desafiados com LPS), representa animais
doentes, que apresentam alteracdes imunolégicas devido a um quadro patologico de
inflamacdo pulmonar aguda; o grupo OUA representa animais saudaveis tratados
com ouabaina; o grupo OUA+LPS representa os animais tratados com ouabaina e
desafiados com LPS; por fim o grupo DEXA+LPS representa 0os animais tratados
com dexamentasona (DECADRON®) e desafiados com LPS. Os animais foram
tratados com ouabaina (0,56 mg/Kg) via intraperitoneal por trés dias consecutivos
antes do desafio ou tratados com dexametasona (2 mg/Kg) um unico dia antes do
desafio, o grupo BASAL recebeu apenas o veiculo (salina estéril) durante os
tratamentos. Apos 1 hora do Ultimo tratamento com ouabaina e do tratamento com
dexametasona os animais dos grupos LPS, LPS+OUA e LPS+DEXA foram
desafiados com LPS. Para tanto, esses animais receberam via instilacdo nasal (i.n.)
40 pL de uma solucédo de LPS na dose de 2,5 mg/Kg que foi gotejada nas narinas
ate total absorcdo (OLIVEIRA, 2014). O esquema dos tratamentos e do protocolo de
LPA podem ser visualizados na tabela 1 e na figura 2.
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Tabela 1 - Esquema dos tratamentos na leséo pulmonar aguda induzida por LPS.

GRUPOS TRATAMENTOS DESAFIO

BASAL - Salina (i.n.)

OUA Ouabaina 0,56 mg/kg (i.p.) Salina (i.n.)
LPS - LPS 2,5 mg/kg (i.n.)
LPS+OUA Ouabaina 0,56 mg/kg (i.p.) LPS 2,5 mg/kg (i.n.)
LPS+DEXA | Dexametasona 2,00 mg/kg (i.p.) | LPS 2,5 mg/kg (i.n.)

Figura 2. — Esquema representativo do protocolo experimental de lesdo pulmonar

aguda induzida por LPS

Ouabaina 0,56 mg/Kg BALF‘»T ‘;;é(\/;; 7\
(dias1,2e3)ou :
Dexametasona 2 | ’

mg/Kg (dia 3) | Histologia
4

Células totais;
Células diferenciais;
Citocinas;
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3.5 Obtencéo do lavado broncoalveolar e determinacdo da migracdo de
leucdcitos totais e diferenciais

Para quantificacdo do numero total das células e do numero de células
diferenciais, 24 horas apo0s o desafio com LPS, os animais foram eutanasiados, em
seguida a traqueia foi exposta com auxilio de pin¢ca e tesoura cirdrgica, para maior
visualizagao dessa estrutura os lobos da glandula tireoide foram retirados e entéo foi
inserido um cateter periférico 1V-18G de poliuretano (Descarpack) para a coleta do
BALF. No cateter foi conectada uma seringa contendo 1 mL de HBSS-/- gelado, este
foi administrado na traqueia e direcionado para o pulmao. Inicialmente foi injetado
apenas 0,5 mL de HBSS-/- gelado, aguardou-se um tempo de 10 segundos e entdo
foi aspirado o mesmo volume, finalizando a primeira lavagem, em seguida foi
injetado todo o volume de HBSS-/- gelado contido na seringa de 1 mL, ap6s 10
segundos foi aspirado, sendo realizado a segunda lavagem, o BALF coletado foi
transferido para um tubo tipo eppendorf e armazenado no gelo, para preservar a
viabilidade celular. Em seguida uma nova seringa foi conectada ao cateter e foi
injetado mais 0,5 mL de HBSS-/- gelado, repetindo a espera de 10 segundos e
aspirando todo o BALF contido no pulméo, realizando assim trés lavagens, o BALF
foi transferido para o0 mesmo tubo eppendorf, totalizando o BALF com 1,5 mL de
HBSS-/- gelado.

Uma aliquota do BALF (10 pL) foi retirada e adicionada, na proporgao 1:4, a
30 L de solucao de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), que lisa as hemacias e cora
os leucdcitos do BALF. Foi entédo retirado uma aliquota de 10 pL e levada a camara
hemocitométrica (Neubauer), sendo realizada a contagem das células totais no
microscopio Optico (40 X - BX40, OLYMPUS) . A equacédo 1 demonstra o calculo que
baseia os resultados das células totais, onde: C; € o numero de Células Totais do
BALF, C-y € o numero de Campos da Camara Hemocitométrica (CH), C. € o nUmero

de Células Contadas na CH, e F, é o Fator de Diluicdo do BALF.

Equagdo 1. Cp=—%. F, = %-4. 10*

CcH

ApoOs a contagem das células totais, o BALF foi centrifugado (centrifuga
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CR422, JONAM) em 1000 RPM a 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
retirados e congelados a -20°C para posterior dosagem de citocinas.

As células do BALF foram ressuspensas em 500uL de HBSS-/- gelado e
homogeneizado, em seguida foi retirado 200 pL da suspensado celular que foi
posteriomente centrifugado na citospin (FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil Mod 2400).
As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo método pandético (Kit Pandtico,
Renylab), o qual se baseia em trés passos principais: a fixacdo das células na
lamina por acdo de um fixador, um corante basico cora de azuis estruturas acidas
como 0 nucleo das células, e um corante &cido cora de rosa estruturas celulares
basicas como o citoplasma, entdo esses contrastes de coloracdo celular
proporcionam uma visualizacdo e contagem diferencial de células realizada por

microscopia optica.

3.6 Quantificacdo das citocina IL-6 e TNF-a no BALF

Na guantificagdo das citocinas IL-6 e TNF-a foi utilizado o sobrenadante do
BALF armazenado a -20°C. Foi realizado Teste Imunoenzimatico de ELISA direto ou
sanduiche, que tem como base as interacbes antigeno-anticorpo. Os experimentos
foram realizados de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante de
cada citocina (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

Placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com o anticorpo
de captura especifico para cada citocina, e incubadas por 18 h a 4 °C. Apds este
periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) e
os sitios inespecificos foram bloqueados com a solu¢ao de bloqueio (PBS contendo
10 % de SFB) por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas e foram
adicionadas tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracdes
das citocinas recombinantes para a realizagao da curva. As placas foram novamente
incubadas por 18 horas a 4°C. Depois da incubacéo, as placas foram lavadas e o
complexo detector formado pelo anticorpo de deteccéo biotinilado foi adicionado as
placas e incubadas novamente por uma hora. Posteriormente, foram novamente
lavadas e o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As
placas foram incubadas por meia hora a temperatura ambiente. Apds lavagens

adicionais, a reacao foi revelada pela adicdo da solucdo substrato contendo
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tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio (H.O,) e apds 15 minutos, a
reacdo foi interrompida com &cido sulfurico e a leitura realizada em leitor de
microplaca (MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN 2529 Molecular
Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das

curvas-padréo.

3.7 Avaliacdo da expressao do TLR4

Para a realizacdo da avaliacao da expressao do TLR4 foi feito citometria de
fluxo,as células que foram obtidas do fluido do lavado broncoalveolar foram
ajustadas na concentracdo de 2,5x10° células/tubo de citdmetro. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS acrescido de soro fetal bovino (2%) por 12 minutos
para bloqueio das ligacBes inespecificas. Posteriormente, as células foram
incubadas, mediante as instru¢des do fabricante, com o anticorpo anti-TLR4. Apds a
incubacéo, as células foram lavadas e suspensas em PBS para leitura no citbmetro.
A medida da fluorescéncia foi realizada em citbmetro de fluxo, BD FACSCaliburTM
com 4 cores, equipado com laser de ions de argdnio de 15 mW em 488 nm e com
laser diodo em 635 nm, resfriados a ar. A fluorescéncia foi detectada apos
passagem em filtro de 585 nm (FL2) e a populacdo de neutrdfilos foi selecionada
para a geracdo do histograma para a expressao do TLR4 (figura 3). Os resultados

obtidos foram analisados empregando-se o software Flowjo.

Figura 3 - Esquema de citometria de fluxo para analise da expresséo do receptor
TLR4

Neutrdfilos
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3.8 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram expressos como média * erro padrao da média
(e.p.m) e analisados empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one way
seguido do poés-teste de Dunnet, descartando-se a hipotese nula quando p < 0,05.
Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.0 (San
Diego, CA, USA).
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4 Resultados
4.1 Efeito da ouabaina no nimero de células totais e diferenciais do BALF de

camundongos com LPA experimental

Nesse primeiro resultado foi visto que o grupo desafiado com LPS teve um
aumento representativo (p<0,0001) nos numeros de leucécitos totais comparados
com o grupo dos animais que nao foram desafiados, o grupo BASAL, comprovando
assim que o LPS foi capaz de induzir a migracao das células para o sitio inflamado.
O grupo pré-tratado com a ouabaina apresentou uma reducdo de 48,84% na
migracdo de leucdcitos na migracao induzida pelo LPS (Grafico 1 A). E o grupo
tratado com a droga padrdo dexametasona teve uma reducdo de 54,05% na
migracdo. O grupo tratado com ouabaina que n&o sofreu o desafio com LPS (grupo
OUA) apresentou resultados semelhantes ao grupo BASAL, mostrando que a
ouabaina sozinha sem o estimulo inflamatério ndo é capaz de alterar a migracéo de

células (Gréafico 1 A).

Foi feito a andlise diferencial das células e foi visto que o aumento dos
leucécitos no BALF dos animais que foram desafiados com LPS esta relacionado a
migracdo de macrofagos (p<0,05) e de neutréfilos (p<0,0001). O grupo tratado com
ouabaina foi capaz de diminuir a migracdo de neutréfilos em 70,7 % (p<0,0001) no
BALF dos animais (Grafico 1 B), e ndo foi capaz de alterar a migracdo de
macréfagos (Grafico 1 C). Diferentemente, o grupo tratado com a dexametasona
diminuiu tanto a migracdo de neutrofilos como a de macréfagos, agindo de forma
inespecifica. E o grupo OUA, que foi tratado com ouabaina e néo foi desafiado com

LPS apresentou niveis de macréfagos e neutréfilos iguais aos do grupo BASAL.
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Gréfico 1 - Efeito do tratamento com ouabaina na migracdo de leucdcitos totais e

diferenciais para o espago broncoalveolar na lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.
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Os valores representam a média + erro padrédo da média. ANOVA one way/teste de Dunnet
foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo Basal, e “p< 0.05; p < 0.001 e *p < 0.0001 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo LPS (A) efeito do tratamento
com ouabaina na migracdo de leucdcitos totais para a regidobroncoalveolar. (B) efeito do
tratamento com ouabaina na migracao de neutréfilos. (C) efeito do tratamento com ouabaina

na migracao de macrofagos para a regido broncoalveolar.
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4.2 Efeito da ouabaina na producéao das citocinas TNF-a e IL-6

Neste resultado, o grupo que foi desafiado com LPS teve o numero de
citocinas pro-inflamatérias aumentadas TNF-a e IL-6 no BALF quando comparado
com o grupo BASAL. O grupo que foi tratado com a ouabaina apresentou uma
diminuicdo na produgéo das citocinas, o TNF-a sofreu redugéo de 14,80% e a IL-6
de 47,07% (gréafico 3 A e B).

Grafico 2 - Efeito do tratamento com ouabaina na produgéo das citocinas pré-inflamatorias
TNF-a e IL-6
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Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA one way/teste de Dunnet
foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo Basal, e “p< 0.05; #p < 0.001 e *p < 0.0001 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo LPS. (A) efeito do tratamento
com ouabaina na producdo de TNF-a. (B) efeito do tratamento com ouabaina na producao
de IL-6.

0
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4.3 Efeito do tratamento da ouabaina na expressédo do TLR4

No intuito de entender o mecanismo de a¢do da ouabaina, como ela consegue
diminuir a resposta inflamatdria na LPA induzida por LPS, foi feito a avaliacdo da
expressao do receptor Tool-like por citometria de fluxo A figura 4 ilustra o histograma
representativo utilizado para analisar a porcentagem da populacdo de neutrdéfilos
positivas para a expressao do TLR4. Os resultados representam a porcentagem de
fluorescéncia da populacédo de células dos animais tratados com ouabaina ou com
dexametasona em relacdo as células dos animais nao tratados. As porcentagens
obtidas foram determinadas e como podemos observar no grafico 3, o tratamento
com ouabaina na dose de 0,56 mg/kg por 3 dias consecutivos ou com a droga
padrdo dexametasona (2 mg/Kg dose Unica) ndo alteraram a expressdo deste
receptor, indicando que o efeito de ouabaina é independente da regulacdo negativa
do TLRA4.

Figura 4 - Histograma representativo para a expressao do TLR4
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O histograma representa o numero de eventos em fungéo da fluorescéncia do TLR4, as
células analisadas sdo os neutréfilos. A regido preenchida em cinza representa a
autofluorescéncia das células; a regido em azul representa as células dos animais
desafiados com LPS; a regido amarela representa as células dos animais tratados por trés
dias consecutivos com 0,56 mg/Kg de ouabaina e desafiados com LPS; a regido verde
representa as células dos animais tratados com dexametasona e desafiados com LPS. O
histograma corresponde a um experimento representativo.
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Gréfico 3 - Efeito do tratamento com ouabaina na expressédo do TLR4
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Os valores representam a média £ erro padrao da média. ANOVA one way/teste de Dunnet
foram aplicados. N&o foi observada diferenga estatistica entre os grupos. O tratamento com
ouabaina na dose de 0,56 mg/kg por 3 dias consecutivos ou com a droga padréo
dexametasona (2 mg/Kg dose Unica) nao alteraram a expressao deste receptor.
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5 Discussao

De acordo com os resultados observados o presente trabalho mostrou que a
ouabaina é capaz de modular negativamente o processo de migracdo celular na
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

O animais foram pré-tratados trés dias consecutivos utilizando a dose de
0,56 mg/Kg, estudos anteriores do nosso grupo observaram que esta dose
apresenta atividade anti-inflamatéria em diversos modelos de inflamacdo (DE
VASCONCELOS et al., 2011; LEITE et al., 2015).

No modelo experimental de leishmaniose experimental in vivo, a ouabaina
interfere na resposta inflamatéria desencadeada pela Leishmania (L.) amazonenses,
principalmente nos em eventos iniciais, como migracdo de neutrofilos e producéo
das citocinas TNF-a e INF-y (JACOB et al., 2012).

A lesédo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome clinica caracterizada por
resposta inflamatdria exacerbada nos pulmdes, o que pode levar a um rompimento
da parede alvéolo-capilar provocando graves consequéncias para as trocas gasosas
(WARE, 2000). O recrutamento de neutrdfilos (leucocitos polimorfonucleares) no
pulmdo é um evento chave para o desenvolvimento da LPA (ABRAHAM et al.,
2000). Os neutrdfilos quando sao ativados podem liberar metabolitos potencialmente
prejudiciais, incluindo enzimas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, citocinas
e fatores de crescimento (MORAES et al., 2006)

Diante disso, analisamos se a ouabaina seria capaz de diminuir o
recrutamento de neutrdéfilos para regido broncoalveolar durante a LPA e observou-se
gue o tratamento com esse glicosideo diminuiu a migracao dessas células (Grafico 1
B), corroborando nossos achados com os dados ja publicados na literatura pelo
nosso grupo (LEITE et al.,2015), que ja relatam que a ouabaina reduz migracao de
leucdcitos, principalmente de neutréfilos induzida por estimulos inflamatérios a
exemplo do zimosan) e no modelo de inflamag&o pulmonar crénica (asma alérgica)
(GALVAO et al., 2017).

No espaco alveolar, o recrutamento e 0 acimulo de neutréfilos assim como
a proporcgdo destes estédo diretamente relacionados a gravidade da doenca (O’KANE
et al., 2009; NATHANI et al., 2008; WARE et al., 2000), com isso a inibicdo da
migracao dessas células € essencial para a resolucéo e controle da LPA (ABRAHAM
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et al., 2000), o que engrandece a importancia do resultado obtido.O grupo desafiado
com LPS teve um aumento no numero de células totais e na migracédo de leucécitos
mostrando a efetividade do lipossacarideo, jA que este induziu a extensa migracao

de neutrofilos para o sitio inflamado.

Foi analisado também se ouabaina seria capaz de diminuir a migracao de
macrofagos ja que estes também desempenham um papel importante no
desenvolvimento da LPA (AGGARWAL et al., 2014). No entanto, nesse estudo a
ouabaina nado foi capaz de reduzir a migracdo desses mononucleares,
diferentemente da dexametasona que diminuiu também a migracdo dessas células
(Grafico 1 B). Com isso, podemos deduzir que a a¢cao da ouabaina no processo de
migracdo de leucocitos durante a LPA € especifica para neutrdéfilos, ao contrario da
dexametasona que é capaz de reduzir neutrofilos e macrofagos agindo de maneira
inespecifica. O tratamento com a dexametasona, uma droga padrdo, ja usada no
mercado farmacéutico com atividades anti-inflamatérias foi feito a fim de comparar
seus efeitos com os efeitos da ouabaina. Observamos que tanto a ouabaina quanto
a dexametasona foram capazes de reduzir a migracdo de neutréfilos, embora de

formas diferentes.

A resposta inflamatoria na LPA € iniciada, amplificada e modulada por uma
complexa rede de citocinas e outras moléculas proé-inflamatérias (GOODMAN et al.,
2003). A lesdo causa a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucinas IL-1B, IL-6 e IL-8 (MILLER et al., 1996).
Diante disto, analisamos a producédo de duas citocinas importantes na patogénese
da LPA: IL-6 e TNF-a.

O fator de necrose tumoral é considerado uma das principais citocinas
inflamatorias e imunologicas (CARSWELL, 1975). Estudos demonstram que no
BALF de pacientes com LPA o TNF-a é encontrado em alta concentracéo (ISOWA et
al., 1999; MCRITCHIE et al., 2000). O LPS € um estimulo para a producéo do TNF-a
e durante a LPA esta citocina é sintetizada localmente no pulméo (BROIDE et al.,
1992), age localmente em outras células, incluindo macrofagos, células endoteliais,
fibroblastos e células epiteliais para estimular a producdo de outras citocinas
importante para o desenvolvimento da LPA (MILLER et al., 1996). Estudos relatam

também que niveis persistentemente elevados de IL-6 em pacientes com LPA séo
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fortes indicativos de predisposicéo a mortalidade (MEDURI et al., 1995; MARSHALL
et al, 2002).

O grupo tratado com LPS teve aumento significativo na producédo das
citocinas IL-6 e TNF-a, comprovando a eficiencia do modelo experimental em
mimetizar as acdes celulares da LPA. O tratamento com ouabaina foi capaz de
diminuir a producéo dessas citocinas (Grafico 2 A e B). Até entdo, ndo havia relatos
sobre esse efeito modulador da ouabaina na LPA, embora ja existam diversos
estudos mostrando a atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora da ouabaina em
outros modelos experimentais. Em outros trabalhos a ouabaina foi capaz de reduzir
a inflamagéo induzida por zimosan, inibindo a atividade do NF-kB, um fator de
transcricdo importante para producdo de mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-
18 (LEITE et al.,, 2015). Além da regulacdo negativa da resposta inflamatoria
desencadeada pela (L.) amazonensis em camundongos (JACOB et al., 2013), na
asma alérgica, a ouabaina reduziu a producdo de citocinas como IL-4 e IL-13
(GALVAO et al., 2016).

Outro fato importante sobre a LPA €& participacdo de receptores de
reconhecimento padrdo. Nessa patologia vale destacar os do tipo toll (TLRS). Esses
receptores estdo presentes em algumas células imunes e sao responsaveis por
desencadear diversas cascatas de sinalizacdo que podem estimular a producao do
NF-kB e mediadores pré inflamatorios (KAWAI e AKIRA, 2010; MEDZHITOV, 2001).

Ja se sabe que o LPS molécula utilizada nesse estudo para induzir a LPA
atua via receptor Toll-like 4 (TLR4), desencadeando uma forte reacdo imunolégica
que culmina com processo inflamatério exacerbado (MORRIS e LI, 2012).Por isso,
para sabermos se o receptor TLR4 estava envolvido no mecanismo modulador da

ouabaina durante a LPA analisamos a expressao deste receptor.

Nos resultados (grafico 3) foi observado que tanto o tratamento com
ouabaina como o tratamento com a droga padrdo dexametasona néo foram capaz
de alterar a expressao do TLR4, o que mostra que o efeito da ouabaina na migracéo
celular e producéo de citocinas inflamatorias na LPA induzida por LPS parece ser

independente da acéo desse glicosideo na expressao desse receptor.

Diante disso, nossos achados atrelados aos dados publicados na literatura

nos levam a sugerir que a ouabaina modula negativamente o processo inflamatorio
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durante a LPA induzida por LPS, diminuindo a migracdo de células e a producéo de
citocinas inflamatorias. Efeitos aparentemente independentes da acdo da ouabaina

na expressao do TLR4.
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5 Conclusbes

A andlise dos resultados deste trabalho permitir concluir que a ouabaina:

o O pré-tratamento com a ouabaina modula negativamente 0 processo
inflamatorio na lesdo pulmonar aguda

. A ouabaina diminuiu a migragé@o de neutrofilos

o Diminuiu a producéo de citocinas pro-inflamatorios: IL-6 e TNF-a

o O mecanismo de acao da ouabaina na LPA independe do receptor TLR-4
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7 ANEXOS
7.1ANEXO | - Certiddo do CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS [CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulade “Efeito imunomodulador de owabaina em modelo
experimental de sepse e em macrofagos peritoneais murinos”, protocolo n? 0942016 sob
a responsabilidade da pesquisadora Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas — que envolve a
producdo, manutencao efou a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n2 11.754, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de controle da
Experimentagdo Animal [CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigénda do Projeto 2017 - 2021
Espécie/linhagem Mus musculos [ BalbjC
Nimero de animais 228
Idade/Peso 25-30 g / 6-B semanas
Sexo Machos
Crigem Biotério Thomas George - UFPB

Prof. Dr. Ricardo Romdo Guerra
CEUA-UFPB
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