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RESUMO

Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 10.000 substancias do metabolismo
secundario de invertebrados e microorganismos marinhos. Dentre os organismos marinhos
estudados do ponto de vista quimico e farmacoldgico, destacam-se, as esponjas, as ascidias,
os briozoarios e os octocorais. No entanto, pouco se sabe quanto ao potencial
imunomodulador de compostos isolados de microrganismos marinhos, em especial daqueles
isolados da costa brasileira.

A propriedade anti-inflamatoria de diferentes extratos brutos foi inicialmente avaliada
pelo potencial destes compostos quanto a inibi¢do da producdo de o6xido nitrico (NO) em
linhagem de macrofagos, RAW 264.7. Posteriormente as amostras que se mostraram
promissoras foram também avaliadas em relagdo ao potencial imunomodulador quanto a
expressdo de moléculas de superficie relacionadas migragdo (Mac-1 ou CD11b) e ativagdo
celular (CD80 e CD86) em linhagens de macrofagos estimulados com LPS. Nossos resultados
mostram que dentre as 289 amostras testadas apenas o extrato DLM33 e as substancias
Ma(M3%)J-MeOH e Dr(M3%)6-MeOH/H,0O foram inicialmente considerados promissores
quanto capacidade de inibir a sintese de NO por macrofagos. O extrato DLM33 foi capaz de
de modular apenas a porcentagem de macréfagos positivos para CD80 na presenca de LPS.
No entanto, a substancia Dr(M3%)6-MeOH/H,O ndo se mostrou eficiente quanto a
modulagdo da expressio de moléculas de superficie Mac-1, CD80 e CD86.
Surpreendentemente, a substancia Ma(M3%)J-MeOH apresentou um potencial
imunoestimulador quanto a expressdao de Mac-1+/CD80+, mas nao de CD86, em macrdofagos
sugerindo um possivel efeito adjuvante desta substancia. O efeito imunoestimulador da
substancia Ma(M3%)J-MeOH sera futuramente investigado utilizando diferentes abordagens
in vitro e in vivo para validar os resultados obtidos, assim como determinar os mecanismos
pelos quais essa substancia exerce o efeito adjuvante em células da resposta imune inata.
Palavras-chave: Microrganismos marinhos, Oxido nitrico, Moléculas de superficie, Anti-

inflamatdrio, Macrofagos.
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1. Introducgdo

Potencial anti-inflamatério de substancias isoladas de organismos marinhos
Atualmente estima-se que a diversidade biologica de ecossistemas marinhos seja
superior aos organismos das florestas tropicais e apenas uma pequena porcentagem da
microfauna e microflora dos oceanos foi cultivado ou identificado. No entanto, acredita-se
que a diversidade de metabolitos secundarios sintetizada por estes microrganismos seja uma
das mais ricas dentro desse ecossistema [1]. Esses metabdlitos secundarios biologicamente
ativos exercem um papel chave nos mecanismo de defesa contra os agentes agressores do
habitat marinho [1, 2]. No entanto, estes mesmos metabolitos sdo hoje descritos como uma
rica fonte de drogas com diferentes potenciais farmacologicos oriundos desta imensa e

desconhecida microfauna e microflora marinha.

Séo conhecidos mais de 22.000 produtos naturais de origem marinha e, somente no
ano de 2010, foram isolados 1003 novos compostos com diversas atividades biologicas [3].
Na tabela 1 abaixo, ndés podemos observar varios compostos de origem marinha com
diferentes efeitos anti-inflamatérios, como inibicdo da sintese de 6xido nitrico (NO), da
expressao da enzima COX-2 (cliclo-oxigenase 2), de sintese de citocinas inflamatérias (TNF-

a e IL-1) e de fatores de transcrigdes como AP-1 e NFkB [4].



10

lados de organismos marinhos que mostram-se

anclias puras 1s0

As linhas pontilhadas em vermelho realgam os estudos referentes aos

promissoras quanto ao potencial anti-inflamatdrio ou imunoestimulador em células do

Tabela 1.
compostos ou subst
istema imune.
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No Brasil, apesar da investigacdo do ambiente marinho como fonte de produtos
naturais ser ainda incipiente, alguns grupos de pesquisa buscam na biodiversidade brasileira a
descoberta de novos produtos de origem nacional que poderdo ser utilizados no tratamento de
tumores, processos inflamatorios, atividades microbicidas entre mecanismos de agdo. O grupo
do Prof. Roberto G. Berlinck, colaborador principal deste projeto, ¢ um dos pioneiros quanto
ao estudo de quimica de microrganismos marinhos. Menezes et al. ,2009, colaboradora do
projeto coordenado pelo Prof. Roberto G. Berlinck, investigou a presenca de bactérias e
fungos isolados a partir de invertebrados marinhos obtidos do litoral norte do estado de Séo
Paulo. Dentre os compostos com aplicagdo farmacologica isoladas de membros do grupo
actinomicetos (em geral do género Streptomyces) destacam-se potentes drogas antitumorais
com ag¢do anti-neoplasica, como antraciclinas, bleomicina, actinomicina D, acido aureolico e
pentostatina, entre outras [5, 6]. No entanto, pouco se tem descrito sobre o potencial
imunomodulador (anti-inflamatério e imunoestimulador) de compostos isolados de
actinomicetos e outros microrganismos marinhos. Strangman et al.,2009 recentemente
descreveram um estudo no qual foram avaliados 2.500 extratos microbianos marinhos
isolados de Streptomyces sp quanto a capacidade de modular a sintese de citocinas associadas
a um padrdo de resposta TH2, diretamente envolvidas na patologia da asma. Neste estudo
foram isolados dez novos “9-membered bis-lactones”, “splenocins”, com potente atividade
supressora quanto a sintese IL-5, IL-13, TNF-a e IL-1p por células do bago estimuladas com
OVA. Os resultados obtidos demonstram que estes compostos sdo tdo eficientes quanto

dexametasona quanto a capacidade de inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios [7].
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Moléculas de superficie e ativacdo de macréfagos

Os macrofagos sdo células residentes distribuidas por diferentes tecidos, sdo
consideradas as primeiras células de defesa contra agentes agressores ¢ desempenham um
papel fundamental no desenvolvimento do processo inflamatorio. Esses fagdcitos possuem
uma diversidade de receptores de superficie celular que permitem a interagdo de patdgenos e
ou seus componentes. Dentre estes receptores os denominados receptores de reconhecimento
de padrdes (RRP), tais como os TLRs (do inglés Toll like receptor), interagem com
componentes derivados de patéogenos denominados PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) presentes em bactérias, virus, parasitas e fungos e desempenham um papel chave na
ativagdo destas células. Lipopolissacaridios (LPS) presentes em bactérias Gram-negativas
interagem com TLRs através do complexo CD14/LBP/TLR4 resultando na ativacdo de uma
complexa cascata bioquimica. Essa interacdo promove o recrutamento de proteinas kinases
como MyD88 e IRAK que culmina da ativagdo NFxB e AP-1 levando a sintese de diferentes
mediadores soluveis como citocinas, quimiocinas, metabolitos do acido araquidonico (AA) e
expressao de moléculas de superficie envolvidas na ativagdo e recrutamento celular[8-13].
Além disso, as cascatas bioquimicas desencadeadas através da interacdo com LPS podem
resultar no aumento da expressdo de moléculas de superficie, como Mac-1 (CD11b/CD18),
moléculas de histocompatibilidade (MHC I e II), CD80 ¢ CD86 que possuem um papel de
moléculas co-estimuladoras e, portanto desempenham um importante papel na ativacao de

macréofagos e de linfocitos T. [14, 15].

Mac-1 ¢ classificada como uma B2 integrina da superfamilia das imunoglobulinas,
sendo um receptor heterodimérico, possui um a cadeia a (CD11b) e uma cadeia f (CD18) e
expressa na superficie de macrofagos e outros leucocitos entre outros tipos celulares [16, 17].

A expressdo desta molécula na superficie celular permite a fagocitose de particulas
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opsonizadas com componentes do sistema complemento e interagdo com seus respectivos
ligantes, colaborando no recrutamento de células para o local afetado. Além disso, na
presenca de LPS ocorre o aumento da expressdo e a ativacdo de Mac-1 assim como a
expressao de genes que codificam as proteinas COX-2, IL-12 p35, e IL-12 p40 em linhagem

celular de macréfagos[18, 19].

Durante o processo de ativacdo de linfocitos T, além do primeiro sinal, TCR-MHC-II,
macréfagos e células dendriticas necessitam de um segundo sinal oriundo de moléculas co-
estimuladoras como, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) [20]. Alguns patogenos possuem a
capacidade de regular negativamente a expressao de MHC 1I, com a finalidade de fugir da
vigilancia imunolégica do hospedeiro [21, 22]. Liu et al, 2011 demonstraram que a
deficiéncia de MHC II atenua a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias por macrofagos e
células dendriticas estimulados com LPS através dos receptores TLR4, TLR3 ou TLR9[23].
A interagdo moléculas co-estimuladoras como CD80 associado ao terceiro sinal mediado por
citocinas, como IFN- vy e IL-12 ¢ imprescindivel para o direcionamento de um padrao de
resposta do tipo Thl, resultado na produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e IL-
2. A molécula co-estimuladora CD86 parece estar associada a producdo de citocinas
antiinflamatorias, como 1L-4, IL-10 e TGF-f relacionadas a um padrao de resposta Th2 [24].
Como macrofagos expressam CD80 constitutivamente e CD86 ¢ expressa num estado de
ativacdo celular, pode-se dizer que CD80 esta envolvida no estado inicial da inflamagao,
enquanto CD86 esta mais associada com modulagdo da resposta infamatéria [25]. Suas
fungdes podem ser antagonicas de acordo com o receptor associado nos linfocitos T. A
interacdo de CD80/CD86 a CD28 promove a ativacdo de células T; contudo, se ligados a

CTLA-4/CD152, podem regular negativamente a ativagdo destes linfocitos [26].

Mac-1, CD80 e CD86 sdo apenas alguns exemplos de moléculas presentes na

superficie de macrofagos envolvidas na ativagdo celular durante o processo inflamatorio.
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Portanto, o nosso modelo de estudo visa a avaliagdo da modulagdo da expressdo destas
moléculas em macréfagos ativados na presenga de um estimulo inflamatoério assim como as
vias de ativagdo intracelular, garantindo uma visao mais completa do processo inflamatoério,

além de serem possiveis alvos de farmacos com potenciais imunomodulador.

2. Objetivo
Determinar o potencial imunodulador de extratos, substancias puras e compostos isolados de

microrganismos marinhos em linhagens de macrofagos Raw 264.7.

2.1 Objetivos Especificos
Para avaliar o potencial imunomodulador de amostras oriundas de microrganismos

marinhos, utilizaremos as seguintes estratégias experimentais:

1. “Screning” de extratos com potencial anti-inflamatdrio a partir de quantificagdo de nitrito;

2. Avaliacdo da modulagdo da expressdo de moléculas na superficie de macrofagos (Mac-1,
MHC II, CD80 ¢ CD86) em substancias € compostos que mostraram-se promissores quanto

ao efeito anti-inflamatorio;
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Descrigédo do delineamento experimental

Estratégia experimental 1. Avaliacdo da citotoxicidade e quantificacdo de nitrito.

As amostras foram diluidas em DMSO e posteriormente foi feita uma dilui¢ao seriada
em meio DMEM incompleto (DMEM-I). Os compostos foram ressuspensos em DMEM-I,
nas concentragdes entre 50pug/mL e 1,56pug/mL com diluigdo em base dois e, em seguida, os
mesmos foram adicionados a cultura de macrofagos por 90 min. Apods esse periodo de
incubagdo, foi adicionado LPS (1pg/mL) a cultura e a mesma, incubada por um periodo de
24h. O sobrenadante de cultura foi coletado e armazenado a -20°C at¢ o momento da

quantificagdo de nitrito como descrito em material ¢ métodos. Vale ressaltar que apds a
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remog¢ao do sobrenadante de cultura foi realizado o ensaio de citotoxicidade para eliminar
possiveis resultados “falsos positivos” resultante da estimulagdo pelo LPS e tratamento com
os respectivos compostos e substancias puras. Todas as amostras que apresentaram
citotoxidade superior a 95% foram descartadas nos experimentos de expressdo de moléculas
de superficie (dados ndo mostrados). Para avaliar a atividade citotoxica dos respectivos
compostos foi utilizado o método colorimétrico de citotoxicidade pelo 3-(4,5-Dimetil tiazol 2-
il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium-MTT como descrito previamente por Mosmann

(1983) [27].

Estratégia experimental 2. Avaliacdo da modulacdo da expressdo de moléculas na

superficie de macréfagos (Mac-1, CD80 e CD86).

1 x 10° células foram distribuidas em placas de cultura de seis pogos e as mesmas
submetidas ao protocolo descrito previamente. Apds os periodos de incubagdo, as células
foram coletadas, transferidas para tubos de citometria para realizacdo do protocolo de
marcagdo das células com anticorpos especificos para moléculas de superficie como Mac-1,
além das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86. A descricdo da metodologia de

citometria de fluxo foi realizada conforme descrito em material e métodos.

3. Metodologia

3.1. Coleta de amostras para o isolamento de microrganismos

Todo o processo de produgdo dos extratos brutos, isolamento das fracdes e purificagdo dos
compostos isolados foi realizado no Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC) sobre a
coordenagdo do Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck e enviadas para realizagdo dos respectivos
testes in vitro para o Laboratorio de Imunologia FCFAR sob coordenagdo da Prof* Dr*

Alexandra Ivo de Medeiros.
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3.2. Manutencéo de linhagens celulares

A linhagem celular de macrofagos, RAW 264.7, derivada de camundongos Balb/c, foi
obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (oriunda da Colegdo Americana de Cultura de
Células (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). As células foram
armazenadas em nitrogénio liquido em solucdo de congelamento. As células foram
descongeladas e expandidas em frascos de cultura celular em 7,0 mL de meio DMEM
contendo 10% SBF (soro bovino fetal) e gentamicina (1:1000) em estufa incubadora (95%
umidade, 5% CO,, a 37°C). Depois de formada a monocamada celular, a mesma foi removida
por raspagem com suportes plasticos (rodos) apropriados e expandida em frascos com 20,0
mL do meio descrito acima para obter o nimero de células necessario para os ensaios de

citotoxicidade e atividade imunomoduladora.

3.3. Atividade Citotoxica

Para avaliar a atividade citotdxica dos respectivos compostos foi utilizado o método
colorimétrico de citotoxicidade pelo 3-(4,5-Dimetil tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolium-MTT conforme descrito previamente [27]. Os compostos que apresentaram

atividade citotdxica superior a 5% nao foram testados nos subseqiientes bioensaios.

3.4. Quantificacao de Nitrito (NO2)

A quantificacdo de oxido nitrico foi indiretamente avaliada através do acumulo de
nitrito. Para a dosagem de nitrito, 100 pL. do reagente de Greiss (solugdo estoque de NEED a
0,1% (Sigma, St. Louis, MO) e sulfanilamida a 1% em H3;PO4 5%) foram adicionados a 100
puL de sobrenadante de cultura. Para analise quantitativa dos compostos foram adicionadas
solugdes contendo nitrito em concentragdes entre 3 a 200 uM de nitrito de sédio, conforme

descrito previamente [28]. A densidade oOptica foi medida em leitor de microplacas com



18

absorbancia de 540 nm (Epoch, Biotek). A quantidade de nitrito dos compostos foi

correlacionada aos valores de absorbancia obtidos na curva padrao.

3.5. Citometria de Fluxo

A modulagdo da expressdo de moléculas na superficie de macrofagos como Mac-1,
CD80 e CD86, tratados ou nao com diferentes concentragdes dos compostos com resultados
mais promissores foi feita através do protocolo descrito previamente por Medeiros et al. [29].
Brevemente, a suspensio celular obtida foi ajustada para 1 x 10°células/mL e 100 pl de cada
amostra foi adicionada em tubos apropriados para citometria de fluxo. Em seguida, foi
adicionado anticorpo anti- CD16/CD32 para o bloqueio de ligagdes inespecificas da porgao
Fc do anticorpo. Apds a incubacdo de 40 minutos a 4°C foram adicionados anticorpos
especificos para as moléculas de interesse e assim como tubos contendo anticorpos com seus
respectivos isotipos controles. Apos 30 minutos de incubagdo a 4°C as células foram lavadas
com 2mL de solucao salina tamponada (PBS) acrescido 2 % de soro bovino fetal (SBF) e em

seguida fixadas com PBS contendo 1% de formaldeido.

Todas as amostras foram adquiridas utilizando o citometro de fluxo FACSCanto
(Becton and Dickinson, San Jose, CA) e as andlises foram realizadas utilizando o programa

FACS DIVA.

3.6. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média £+ EPM a partir de 3 ou mais
diferentes experimentos, e foram analisados no programa GraphPad Prism- Instat 4.
Diferencas estatisticas em todos os experimentos foram determinadas pelo uso do teste
ANOVA seguido de Bonferroni. Diferengas estatisticas foram indicadas para P < 0,05 ou

menor.
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4. Resultados

Screening in vitro de amostras isoladas de microrganismos marinhos com potencial anti-

inflamatorio e determinacéo da viabilidade celular.

Durante a primeira fase de desenvolvimento deste projeto foi realizado o “screening”
in vitro de extratos que apresentaram um potencial anti-inflamatorio através da quantificagao
de nitrito no sobrenadante de cultura de macrofagos tratados ou ndo com diferentes extratos
na presenca de LPS, como descrito na Tabela 2. Dentre os 298 compostos avaliados somente
tr€s amostras apresentaram-se promissoras quanto ao potencial anti-inflamatorio, o extrato
DLM33 e as substancias Ma(M3%)J-MeOH e Dr(M3%)6-MeOH/H,0. As concentragdes que
apresentaram uma viabilidade celular inferior a 95% foram descartadas em nossas analises
(Figura 1). Os resultados foram apresentados na forma de tabela com seus respectivos
codigos. As amostras que apresentaram potencial anti-inflamatoério foram realgadas em
amarelo e a curva dose-resposta da quantificagao de nitrito e viabilidade celular devidamente
representada em forma de graficos (Figura 1 e 2).

Nossos resultados demonstram que a incubagao de células RAW 264.7 na presenga de
LPS (1 pg/mL) resultou em um aumento estatisticamente significativo nos niveis de nitrito
quando comparado a células incubadas apenas com meio. Além disso, o tratamento das
células com o extrato DLM33 e com as substincias Ma(M3%)J-MeOH e Dr(M3%)6-
MeOH/H2O0 foi capaz de inibir de maneira concentragdo-dependente a producao de NO, por

macréfagos estimulados com LPS, como se segue nos graficos da Figura 2.



Tabela 2. “Screening” de extratos e substéncias puras oriundos de microorganismos

marinhos com potencial imunomodulador.

Ma-2(M3%)-H20/MeOH

Ma-E(GPY)-ExMeOH

Ma-1a(Tub)-ExMeOH

Ma-3(M3%)-H20/MeOH
Ma-5(M3%)-H20/MeOH
Ma-6(M3%)-H20/MeOH
Ma-7(M3%)-H20/MeOH
Ma-8(M3%)-H20/MeOH
Ma-9(M3%)-H20/MeOH
Ma-10(M3%)-H20/MeOH
Ma-A(M3%)-H20/MeOH
Ma-A1(M3%)-H20/MeOH
Ma-A3(M3%)-H20/MeOH
Ma-A4(M3%)-H20/MeOH
Ma-A6(M3%)-H20/MeOH
Ma-A7(M3%)-H20/MeOH
Ma-A8(M3%)-H20/MeOH
Ma-B(M3%)-H20M/eOH
Ma-C(M3%)-H20/MeOH
Ma-C1(M3%)-H20/MeOH
Ma-E(M3%)-H20/MeOH
Ma-F(M3%)-H20/MeOH
Ma-G(M3%)-H20/MeOH
Ma-G1(M3%)-H20/MeOH
Ma-H(M3%)-H20/MeOH
Ma-1(M3%)-H20/MeOH
Ma-11(M3%)-H20/MeOH
Ma-J(M3%)-H20/MeOH
Ma-K(M3%)-H20/MeOH
Ma-L(M3%)-H20/MeOH
Ma-M(M3%)-H20/MeOH
Ma-N(M3%)-H20/MeOH
Ma-0(M3%)-H20/MeOH
Ma-P(M3%)-H20/MeOH
Ma-Q(M3%)-H20/MeOH
Ma-R(M3%)-H20/MeOH
Ma-T(M3%)-H20/MeOH
Ma-U(M3%)-H20/MeOH
Ma-V(M3%)-H20/MeOH
Ma-X(M3%)-H20/MeOH
Ma-1(GPY)-ExMeOH
Ma-2(GPY)-ExMeOH
Ma-3(GPY)-ExMeOH
Ma-3a(GPY)-ExMeOH
Ma-A(GPY)-ExMeOH
Ma-B(GPY)-ExMeOH
Ma-C(GPY)-ExMeOH
Ma-D(GPY)-ExMeOH
Ma-D1(GPY)-ExMeOH
Ma-M(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-P(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-T(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-X(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-1(M2%)-ExMeOH-3
Ma-2(GPY)-ExMeOH-3
Ma-3(GPY)-ExMeOH-3

Ma-F(GPY)-ExMeOH
Ma-G(GPY)-ExMeOH
Ma-H(GPY)-ExMeOH
Ma-I(GPY)-ExMeOH
Ma-J(GPY)-ExMeOH
Ma-K(GPY)-ExMeOH
Ma-1(GPY)-H20/MeOH
Ma-2(GPY)-H20/MeOH
Ma-3(GPY)-H20/MeOH
Ma-3a(GPY)-H20/MeOH
Ma-C(GPY)-H20/MeOH
Ma-D(GPY)-H20/MeOH
Ma-E(GPY)-H20/MeOH
Ma-F(GPY)-H20/MeOH
Ma-H(GPY)-H20/MeOH
Ma-I(GPY)-H20/MeOH
Ma-K(GPY)-H20/MeOH
Ma-1(M2%)-ExMeOH
Ma-3(M2%)-ExMeOH
Ma-4(M2%)-ExMeOH
Ma-4a(M2%)-ExMeOH
Ma-A(M2%)-ExMeOH
Ma-B(M2%)-ExMeOH
Ma-C(M2%)-ExMeOH
Ma-D(M2%)-ExMeOH
Ma-E(M2%)-ExMeOH
Ma-F(M2%)-ExMeOH
Ma-G(M2%)-ExMeOH
Ma-H(M2%)-ExMeOH
Ma-1(M2%)-ExMeOH
Ma-J(M2%)-ExMeOH
Ma-K1(M2%)-ExMeOH
Ma-1(M2%)-H20/MeOH
Ma-3(M2%)-H20/MeOH
Ma-4(M2%)-H20/MeOH
Ma-4a(M2%)-H20/MeOH
Ma-A(M2%)-H20/MeOH
Ma-B(M2%)-H20/MeOH
Ma-C(M2%)-H20/MeOH
Ma-D(M2%)-H20/MeOH
Ma-F(M2%)-H20/MeOH
Ma-G(M2%)-H20/MeOH
Ma-H(M2%)-H20/MeOH
Ma-1(M2%)-H20/MeOH
Ma-J(M2%)-H20/MeOH
Ma-K1(M2%)-H20/MeOH
Ma-N(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-Q(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-U(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-1(GPY)-ExMeOH-3
Ma-1(M2%)-H20/MeOH-3
Ma-2(GPY)-ExMeOH-3
Ma-3(GPY)-H20/MeOH-3

Ma-A(Tub)-ExMeOH
Ma-A1(Tub)-ExMeOH
Ma-B(Tub)-ExMeOH
Ma-C(Tub)-ExMeOH
Ma-D(Tub)-ExMeOH
Ma-E(Tub)-ExMeOH
Ma-F(Tub)-ExMeOH
Ma-F1(Tub)-ExMeOH
Ma-G(Tub)-ExMeOH
Ma-H(Tub)-ExMeOH
Ma-H1(Tub)-ExMeOH
Ma-I(Tub)-ExMeOH
Ma-12(Tub)-ExMeOH
Ma-J(Tub)-ExMeOH
Ma-J1(Tub)-ExMeOH
Ma-J2(Tub)-ExMeOH
Ma-J3(Tub)-ExMeOH
Ma-K(Tub)-ExMeOH
Ma-K1(Tub)-ExMeOH
Ma-L(Tub)-ExMeOH
Ma-A1(Tub)-H20/MeOH
Ma-B(Tub)-H20/MeOH
Ma-C(Tub)-H20/MeOH
Ma-D(Tub)-H20/MeOH
Ma-E(Tub)-H20/MeOH
Ma-F(Tub)-H20/MeOH
Ma-F1(Tub)-H20/MeOH
Ma-G(Tub)-H20/MeOH
Ma-H(Tub)-H20/MeOH
Ma-H1(Tub)-H20/MeOH
Ma-I(Tub)-H20/MeOH
Ma-12(Tub)-H20/MeOH
Ma-J(Tub)-H20/MeOH
Ma-J1(Tub)-H20/MeOH
Ma-J3(Tub)-H20/MeOH
Ma-K(Tub)-H20/MeOH
Ma-K1(Tub)-H20/MeOH
Ma-L(Tub)-H20/MeOH
Ma-H(Tub)-MeOH
MA-K1(M2%)-ExMeOH-3
MA-K1(M2%)-H20/MeOH-3
MA-K1(Tub)-ExMeOH-3
MA-K1(Tub)-H20/MeOH-3
MA-L(M3%)-H20/MeOH-3
MA-L(Tub)-ExMeOH-3
MA-L(Tub)-H20/MeOH-3
Ma-0(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-R(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-V(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-1(GPY)-H20/MeOH-3
Ma-1A(Tub)-ExMeOH-3
Ma-2(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-3(M2%)-ExMeOH-3
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Ma-3a(GPY)-ExMeOH-3
Ma-4a(M2%)-ExMeOH-3
Ma-5(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-9(M3%)-H20/MeOH-3
Db(A)1

Db(A)2

Db(A)4

Db(A)5b

Db(A)5v

Db(A)5y

Db(c/b)1

Db(c/b)2

Db(c/b)3

Db(c/b)4

Db(c/b)5

Db(c/b)7

Db(c/b)8

Db(c/b)9
Db(c/b)11
Db(c/b)12
Db(c/b)13
Db(c/b)15
Db(c/b)17
Db(c/b)18
Db(c/b)19
Db(c/b)20
Db(c/b)22

Db(F)1

Db(F)2

Db(F)4

Db(F)6

Db(M2)1b
Db(M2)1c
Db(M2)2v
DLM3%14B
DLM3%15 A
DLM3%15B
DR(A)4R

DR(A)6

DR(M3%) 6 ~MeOH
Ma(M3%) J-MeOH

Ma-4(M2%)-ExMeOH-3
Ma-4a(M2%)-H20/MeOH-3
Ma-7(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-10(M3%)-H20/MeOH-3
DCela(BC)

DCe2(BC)

DCe2a(BC)

DCe3(BC)

DCe3a(BC)

DCe4(BC)

DCe6(BC)

DCe7(BC)

DCe3(Fub)

DCe6(Fub)

DCe7(Fub)

DCe7a(Fub)

DCe8(Fub)

DCe9(Fub)

DLM2%2B

DLM2%4B

DLM2%6B

DLM2%8B

DLM2%11B

DLM2%13B

DLM2%14B

DLM2%15B

DLM2%16B

DLM2%17B

DLM2%18B

DLM3%1B

DLM3%2B

DLM3%3B

DLM3%6B

DLM3%7B

DR(A)8

DR(F)1

DLM3%14B

DLM3%15 A
DLM3%15B

DR(M3%) 6-MeOH/H20
Ma(M3%) J-MeOH/H20

Ma-4(M2%)-H20/MeOH-3
Ma-5(M3%)-H20/MeOH-3
Ma-8(M3%)-H20/MeOH-3
DLM33

DR(F)2

DR(F)5R

DR(F)6R
DR(M2)4R
DR(M2)10
DR(M3)1
DR(M3)1R
DR(M3)6R
DCe4(ASW)
Db(M2)3
Db(M2)4
Db(M2)6
Db(M2)7
Db(M3)1
Db(M3)22
Db(M3)3
Db(M3)6
Db(M3)7
DCel(ASW)
DCe2(ASW)
DCe3(ASW)
DCe8(ASW)
DCe1(BC)
DLM3%8B
DLM3%9 A
DLM3%9B
DLM3%10B
DLM3%11B
DLM3%12B
DLM3%13B
DR(A)4R

DR(A)6

DR(A)8

DR(F)1

Ma(Tub) J-MeOH/H20
DR(A) 6- Ac. Etila
Ma(Tub) J-MeOH
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Figura 1. Viabilidade celular em células Raw 264.7 tratadas com compostos marinhos.
Células Raw 264.7 foram tratadas com 1,56 a 50ug/ml de (A) DLM33 (B) Dr(M3%)6-
MeOH/H20 e (C) Ma(M3%)J-MeOH durante 1h30 e estimulados com LPS por 24 h.
Avaliagao da citotoxicidade pelo métodos do MTT. Os dados estdo expressos como média (+
SEM) de testes quadruplicados. * P <0,05 vs controle (média) e # p <0,05 versus LPS foram
considerados estatisticamente significativos.Experimento representativo de 5 experimentos
independentes realizados em quadruplicatas.
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Figura 1. Quantificacdo da producdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas com
LPS. . Células Raw 264.7 tratadas com 1,56 a 50ug/ml de (A) DLM33 (B) Dr(M3%)6-
MeOH/H20 ¢ (C) Ma(M3%)J-MeOH durante 1h30 e estimulados com LPS por 24 h. A
quantificacdo de NO foi feita utilizando reagente de Griess. Os dados estdo expressos como
média (£ SEM) de testes quadruplicados. * P <0,05 vs controle (média) e # p <0,05 versus
LPS foram considerados estatisticamente significativos.
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Efeito imunomodulador DLM33, Ma(M3%)J-MeOH e Dr(M3%)6-MeOH/H20 quanto
a expressao de moléculas de superficie envolvidas no processo inflamatoério

O proximo passo durante o desenvolvimento deste projeto foi avaliar a modulagdo da
expressdo de moléculas como Mac-1, CD80 e CD86 em macrofagos da linhagem Raw 264.7
estimuladas com LPS e tratadas com os compostos considerados promissores.

Nossos resultados demonstram que apesar do potente efeito anti-inflamatorio
observado quanto a inibi¢ao da producao de nitrito pela substancia Dr(M3%)6-MeOH/H20, a
mesma ndo se mostrou eficiente quanto a modulag@o da expressao destas moléculas de adesao
e co-estimulagdo em Raw 264.7 estimuladas com LPS (Tabela 3). O pré-tratamento de
macrofagos com Dr(M3%)6-MeOH/H20 promoveu apenas uma modesta inibi¢do tanto na
porcentagem de células positivas quanto no nimero de moléculas (mediana) de Mac-1 ¢
CD80 expressos na superficie de macroéfagos estimulados com LPS.

Por outro lado, exceto na concentragdo de 50 ug/ml, o pré-tratamento de macrofagos
com extrato DLM33 foi capaz de inibir a porcentagem de células positivas para CD80 quando
comparado com células estimuladas com LPS. No entanto, o pré-tratamento de macréfagos
com o extrato DLM33 nao foi capaz de inibir a mediana (MIF) das moléculas Mac-1 ¢ CD80
quando comparado com LPS.

Além disso, supreendentemente, o pré-tratamento dos macrofagos com a substancia
Ma(M3%)J-MeOH, seguido da estimulacdo com LPS, resultou no aumento da porcentagem
de células duplo positivas (DP), Mac-1+/CD80+, quanto comparado com as células apenas
estimuladas com LPS (Figura 3). Estes resultados sugerem que apesar desta substancia ter
sido eficiente quanto a supressdo de nitrito em macrofagos estimuladas com LPS, o mesmo

composto parece ter um efeito imunoestimulador.
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No entanto, o pré-tratamento de macrofagos com Ma(M3%)J-MeOH nao foi capaz de

aumentar a porcentagem de células duplo positivas para Mac-1+/CD86+ na presenca de LPS

(Figura 4).

Tabela 3. Expressdo de moléculas de superficie Mac-1, CD80 e CD86 em macro6fagos

tratados com compostos isolados de microrganismos marinhos.

DLM33 m 50 ug/mL | 25 pg/mL | 12,5pg/mL | 6,25ug/mL

Mac-1 % 91,1% 74,7% 471,8% 4/67,0% 471,9% 4:70,2%

MIF Mac-1 1,556 1,105 41,057 41,047 4-1,086 4975
CD80 % 80,6% 85,2% 482,5% 4:29,9% 433,2% 4:21,4%
MIF CD80 1,781 1,220 11,188 11,846 12,056 11,687

Dr(M3%)6-

MeOH/H,0 LPS 50 pg/mL 12,5pg/mL | 6,25pg/mL

91,1% 98,8% 4/89,9% 482,2% 493,1% 493,1%

1,556 1,913 41,765 41,584 41,797 41,243

CD80 % 80,6% 80,4% 189,8% 191,9% 185,1% 468,1%
MIF CD80 1,781 2,230 41,896 41,672 41,984 41,642

Células RAW 264-7 foram tratadas com DLM33 ou Dr(M3%)6-MeOH/H,O, em diferentes
concentragdes (6,25 a 50ug/ml) e estimuladas com LPS (1ug/mL) por 18h. Apds esse periodo
as células foram avaliadas quanto a expressdo de moléculas de superficie como Mac-1/CD80.
Os valores foram expressos em porcentagem de células positivas e mediana da intensidade de
fluorescéncia (MIF). As flechas indicam o efeito de DLM33 ou Dr(M3%)6-MeOH/H,0
quanto a modulagdo negativa ou positiva da porcentagem ou MIF da expressdo de Mac-1 ¢
CD80 em macréfagos quando comparado aos valores obtidos pelo tratamento apenas com
LPS. Todas as amostras foram adquiridas utilizando a citometria de fluxo (FACSCanto) e as

analises foram realizadas utilizando o programa BD FACSDiva™ software.
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Figura 3. Potencial imunomodulador de Ma(M3%)J-MeOH na modulacgédo da expressao
de Mac-1 e CD80 em linhagem de macrofagos. Células RAW 264-7 foram tratadas com
Ma(M3%)J-MeOH, em diferentes concentragdes (6,25 a 50ug/ml) e estimuladas com LPS (1
pg/mL) por 18h. Apos esse periodo as células foram avaliadas quanto a expressdo de
moléculas de superficie como Mac-1 e CD80. Os resultados foram expressos como
porcentagem de células simples ou duplo positivas ¢ mediana da intensidade da fluorescéncia
(MIF), como demonstrado nos quadrantes acima. Todas as amostras foram adquiridas
utilizando o citometria de fluxo (FACSCanto) e as andlises foram realizadas utilizando o
programa BD FACSDiva™ software. DP: duplo positivas — CD11b+/CD80+.
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Figura 4. Potencial imunomodulador de Ma(M3%)J-MeOH na modulacdo da expressao
de Mac-1 e CD86 em linhagem de macro6fagos. Células RAW 264-7 foram pré-incubadas
com Ma(M3%)J-MeOH, em diferentes concentra¢des (6,25 a 50pg/ml) e estimuladas com
LPS (1 ug/mL) por 18h. Apds esse periodo as células foram avaliadas quanto a expressao de
moléculas de superficie como Mac-1 e CD86. Os resultados foram expressos em porcentagem
de células simples ou duplo positivas e mediana da intensidade da fluorescéncia (MIF) como
demonstrado nos quadrantes acima. Todas as amostras foram adquiridas utilizando o
citometria de fluxo FACSCanto e as analises foram realizadas utilizando o programa BD
FACSDiva™ software. DP: duplo positivas CD11b+/CD86+
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5. Discussao

O potencial imunomodulador dos compostos avaliados neste projeto foi determinado
utilizando ensaio in vitro através da quantificacao de nitrito no sobrenadante de cultura celular
e expressao de moléculas de superficie em linhagem de macréfagos, RAW 264-7. Nossos
resultados demonstram que o extrato DLM33 e as substancias Ma(M3%)J-MeOH e
Dr(M3%)6-MeOH/H20 foram capazes de inibir de maneira concentracdo-dependente a
producao de NO, por macrofagos estimulados com LPS. No entanto, quanto a modulagdo da
expressdao de moléculas de superficie, DLM33 foi capaz de inibir a porcentagem de células
positivas para CD80 e Ma(M3%)J-MeOH promoveu o aumento da porcentagem de células
duplo positivas, Mac-1+/CD80+, conferindo a essas substincias um relevante potencial
imunoestimulador em macréfagos.

O recrutamento de células inflamatorias para os locais da inflamagdo ¢ mediado por
moléculas de adesdo e quimioatraentes, tais como integrinas como CDI11b, selectinas e
quimiocinas [30]. A presenga de mediadores inflamatdérios no microambiente promove o
recrutamento de mondécitos para o local da inflamagdo, que diferenciam-se em macréfagos
capazes de exercer diversas fungdes efetoras na presenga de um agente agressor, dentre elas
fagocitose, destrui¢do de microrganismos e produ¢do de mediadores pro-inflamatérios, anti-
inflamatorios/pro-angiogénico. Macrofagos pro-inflamatorios, através da liberacdo de
citocinas, quimiocinas e expressao de moléculas de superficie, promovem o recrutamento e
ativacdo tanto de células da imunidade inata, como neutrofilos, células dendriticas e NK,
como de células da reposta imune adaptativa, como linfocitos T e B. Estes mediadores

influenciam na expressao de moléculas coestimuladoras em macrofagos e células dendriticas,
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como CD80 e CD86, que sdao imprescindiveis na ativagdo de células T. Por sua vez, a
expressao de CD11b em macréfagos ¢ importante ndo apenas no recrutamento e ativagao
celular, mas também na fagocitose de microrganismos. Desta forma, utilizamos como
estratégia experimental a analise da expressdo de moléculas de superficies que estdo
envolvidas tanto em processos de ativagao (CD80, CD86) e recrutamento celular (Mac-1),
para determinar o potencial imunomodulador das amostras DLM33, Ma(M3%)J-MeOH e
Dr(M3%)6-MeOH/H20 que previamente apresentaram potencial anti-inflamatorio quanto a
producdo de nitrito em macréfagos.

Os resultados apresentados demonstram que a substincia pura Dr(M3%)6-
MeOH/H20 nao foi capaz modular nem a porcentagem de células positivas tdo pouco o
numero de moléculas (mediana) de Mac-1 e CD80 expressos na superficie de macrofagos
estimulados com LPS. As modestas inibi¢cdes observadas in vitro, em que se t€ém variaveis
controladas, podem ndo ser reproduzidas em modelos in vivo. Assim, a substdncia pura
Dr(M3%)6-MeOH/H20 parece nao exerce um efeito biologico relevantes quanto ao potencial
anti-inflamatério desta substancia.

Por outro lado, o tratamento com o extrato DLM33 foi capaz de inibir a porcentagem
de células positivas para CD80 quando comparado com células estimuladas com LPS. Desta
forma, podemos sugerir que a inibigcdo da expressdo de CD80 pelo tratamento com DLM33
poderia inibir a ativagdo e subsequente diferenciacdo de linfocitos T refletindo diretamente na
producdo de citocinas inflamatdrias envolvidas nos processos inflamatoérios cronicos. No
entanto, esse mesmo tratamento nao foi capaz de inibir a mediana (MIF) das moléculas Mac-1
e CD80 quando comparado com LPS. Novos experimentos serdo futuramente conduzidos
para o entendimento do efeito deste composto na inibicdo de citocinas, PGE2 e vias de
sinalizagdo em macrofagos.

Seguindo o mesmo protocolo experimental, o tratamento da cultura celular com a

substancia pura Ma(M3%)J-MeOH demonstrou, de forma inesperada, um efeito
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imunoestimulador apesar desta substancia ter sido eficiente quanto a supressao de nitrito em
macréfagos estimuladas com LPS. Foi observado um aumento na porcentagem de células
duplo positivas (DP), Mac-1+/CD80+, quando comparado com as células apenas estimuladas
com LPS. Porém, o mesmo nao foi observado para células duplo positivas para Mac-
1+/CD86+ na presenca de LPS. A busca de novos compostos com potencial
imunoestimulador ¢ uma area de grande interesse nas empresas farmacéuticas devido ao
escasso numero moléculas com potencial adjuvante para vacinas. Apos 80 anos da descoberta
do Alumen este ainda ¢ o adjuvante utilizado na grande maioria das vacinas disponiveis no
mercado[32]. Novos experimentos serdo conduzidos utilizando diferentes abordagens
metodologicas para validar o potencial imunoestimulador de Ma(M3%)J-MeOH em

macroéfagos estimulados ou nao com LPS.

6.Conclusdes

Nossos resultados demonstram que na presenca de LPS, o extrato DLM33 e as
substancias Ma(M3%)J-MeOH e Dr(M3%)6-MeOH/H20 foram capazes de inibir a sintese de
nitrito por macrofagos. Quanto a modulagao de moléculas de superficie, o extrato DLM33 foi
capaz de inibir a porcentagem macrdfagos positivos para CD80, mas nao de Mac-1, na
presenca de LPS. Estes dados sugerem um efeito anti-inflamatdrio promissor deste extrato e o
mesmo serd fracionado para identificacdo de compostos e substincias responsaveis pelos
efeitos inflamatdrios observados. Por outro lado, a substancia Dr(M3%)6-MeOH/H20 nio foi
capaz de inibir a expressdo de moléculas de superficie em macrofagos estimulados com LPS
de maneira estatisticamente significativa.

Surpreendentemente, a substancia Ma(M3%)J-MeOH apresentou um potencial

imunoestimulador quanto a expressao de Mac-1+/CD80+, mas nao de CD86, em macrdofagos
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estimulados com LPS. Esses dados sugerem que a substancia Ma(M3%)J-MeOH na presenca
de um agente ativados, LPS, pode potencializar a ativagdo de macrofagos quanto ao aumento
de CDS80 e Mac-1 que sabidamente possuem um papel imprescindivel na ativagdo de
linfécitos T e recrutamento celular, respectivamente. O efeito imunoestimulador da
substancia Ma(M3%)J-MeOH sera validado utilizando um outro tipo celular, como células
dendriticas, assim como diferentes abordagens metodologicas, como quantificacdo de
citocinas e proliferacdo de linfocitos, para investigar o potencial adjuvante desta nova

substancia isolada de microrganismo marinho.
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