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RESUMO 

 
 

Os esteroides cardiotônicos são compostos naturais capazes de inibir a Na+/K+-
ATPase. Esses esteroides, tais como, a marinobufagina e a ouabaína, foram 
identificados como substâncias endógenas presentes no plasma de mamíferos. Nosso 
grupo vem evidenciando o papel modulador da ouabaína na resposta imunológica, 
pela descrição e caracterização de seu efeito anti-inflamatório. No entanto, ainda não 
há relatos na literatura sobre a marinobufagina nesse aspecto. Dessa forma, o objetivo 
deste trabalho foi analisar, in vivo e in vitro, o papel da marinobufagina na inflamação. 
Inicialmente, camundongos Swiss foram tratados via intraperitoneal (i.p.) com a 
marinobufagina na dose 0,56 mg/kg, a mesma utilizada nos experimentos com a 
ouabaína (LEITE et al., 2015), durante três dias consecutivos. Uma hora após o último 
dia de tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (2 mg/mL) via 
intraperitoneal, de modo a induzir uma inflamação no peritônio. Após 4 h, o fluído 
peritoneal foi coletado e utilizado para a contagem das células por microscopia óptica 
e para a quantificação das citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) pelo ensaio 
imunoenzimático (ELISA). O zimosan, como esperado, induziu aumento da migração 
celular e dos níveis das citocinas pró-inflamatórias no peritônio. Por sua vez, o 
tratamento com a marinobufagina foi capaz de reduzir o número total de células para 
a cavidade peritoneal, pela redução na migração das células polimorfonucleares. Além 
disso, esse esteroide foi capaz de reduzir os níveis das citocinas IL-1β e IL-6. Esse 
efeito parece ser independente do TNF-α, visto que os seus níveis não foram 
alterados. Adicionalmente, foi avaliado o efeito da marinobufagina in vitro, pela cultura 
de macrófagos peritoneais com o estímulo do zimosan (2 mg/mL) ou 
lipopolissacarídeo (LPS) (1 μg/mL). Na cultura de macrófagos com o estímulo do 
zimosan, observou-se que as diferentes concentrações da marinobufagina (10, 100, 
1.000 e 10.000 nM) não interferiram na viabilidade dos macrófagos peritoneais e 
apenas a menor concentração foi capaz de reduzir os níveis das citocinas pró-
inflamatórias IL-1 β, IL-6 e TNF-α. Na cultura de macrófagos com o estímulo do LPS, 
foi observado que todas as concentrações da marinobufagina foram capazes de 
reduzir a produção do óxido nítrico (NO) nessas células. Dessa forma, a partir da 
análise dos resultados, pode-se sugerir que há evidências de que a marinobufagina 
possui papel anti-inflamatório in vivo e in vitro. Portanto, esse trabalho é pioneiro em 
caracterizar o papel imunológico do esteroide cardiotônico marinobufagina.  
 
 
 
Palavras-chave: Marinobufagina. Esteroides cardiotônicos. Inflamação.  
 
 
 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

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

 

 

1.1 Esteroides cardiotônicos 

 

Os esteroides cardiotônicos (comumente conhecidos como digitálicos) 

constituem uma família de compostos naturais que apresentam uma grande 

diversidade estrutural, entretanto, todos possuem um núcleo esteroidal em sua 

estrutura, o qual é considerado o grupo farmacofórico responsável pela atividade 

desses compostos (SCHONFELD et al., 1985) e um anel lactônico insaturado 

presente na posição 17 (C17). A natureza do anel lactônico divide o grupo dos 

esteroides em dois tipos: os cardenolidos, que apresentam uma butirolactona (anel 

lactônico formado por cinco membros), como exemplo a ouabaína, e os 

bufadienolidos, que apresentam uma pirona (anel lactônico formado por seis 

membros), como exemplo a marinobufagina (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Além 

disso, alguns desses esteroides podem apresentar moléculas de açúcar na posição 3 

(C3) e assim são chamados de glicosídeos (Figura 1). 

O uso clínico dos esteroides cardiotônicos se iniciou em 1775 quando o 

médico inglês Willian Withering descobriu que extratos de plantas do gênero Digitalis 

ajudavam pacientes que apresentavam quadros de insuficiência cardíaca e assim, por 

mais de dois séculos os esteroides cardiotônicos foram utilizados para o tratamento 

da insuficiência cardíaca congestiva, apesar do desconhecimento do mecanismo 

(BLAUSTEIN, 1993; GOTO et al., 1992). Em 1953, foi descoberto que esses 

compostos eram capazes de se ligar e inibir a Na+/K+-ATPase, uma proteína 

responsável pelo processo de transporte ativo em grande parte das células animais, 

na qual leva à saída de três íons sódio (Na+) e entrada de dois íons potássio (K+) nas 

células (SHATZMANN, 1953). Em seguida, no ano de 1960, a descoberta do trocador 

Na+/Ca2+ no músculo cardíaco de mamíferos levou à conclusão de que, a inibição da 

bomba de sódio e potássio por digitálicos, favorece o acúmulo de Na+ dentro da célula, 

o que leva a reversão do trocador Na+/Ca2+, gerando aumento da concentração de 

Ca2+ citosólico e assim, resultando no aumento da contratilidade cardíaca (HANSEN, 

1984). Portanto, os digitálicos constituem um grupo de esteroides que apresenta 

capacidade de se ligar e inibir a Na+/K+-ATPase e por esse mecanismo aumentar a 

contração cardíaca (STEYN, 1998). 
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Figura 1. Estrutura química dos esteroides cardiotônicos       

 

Fonte: Adaptado de PRASSAS e DIAMANDIS, 2008. De acordo com o número de membros do seu 
anel lactônico, os esteroides cardíacos são classificados em dois grupos: cardenolidos e 
bufadienolidos. Alguns deles podem ainda apresentar moléculas de açúcar, como representado no 
grupo dos cardenolidos.  

 

Os cardenolidos, como a digoxina e ouabaína, foram originalmente isolados 

de plantas, e os bufadienolidos, como a bufalina e marinobufagina, foram identificados 

primeiramente na pele e glândula paratoide de anfíbios (DVELA et al., 2007). Mais 

tarde, vários compostos semelhantes a esses esteroides foram identificados em 

tecidos de mamíferos, como no cérebro e glândulas suprarrenais e em fluidos 

corporais, como no plasma, urina e no líquido cefalorraquidiano (WEIDEMANN, 2005). 

Os esteroides cardiotônicos identificados endogenamente incluem vários membros da 

classe dos cardenolidos e dos bufadienolideos, tais como: ouabaína (HAMLYN et al., 

1991), digoxina (LICHTSTEIN et al., 1993), marinobufagina (BAGROV et al., 1995), 

bufalina (NUMAZAWA et al., 1995), telocinobufagina (KOMIYAMA et al., 2005), entre 

outros. A biossíntese desses compostos tem como precursor o colesterol e ocorre em 

sua maioria no córtex da glândula adrenal e no hipotálamo, sendo controlada por 
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mediadores como angiotensina II, endotelina e adrenalina (GOTO et al., 1990; 

QAZZAZ et al., 2004). 

Assim como os esteroides cardiotônicos exógenos, os compostos endógenos 

também são capazes de se ligar e inibir a Na+/K+-ATPase. Diversos trabalhos têm 

demonstrado que essa proteína não atua apenas no equilíbrio iônico celular, mas 

também como um importante transdutor de sinal (FAN; XIE; TIAN, 2017; LI; XIE, 2009; 

XIE; ASKARI, 2002). Existe uma população de Na+/K+-ATPases que reside em uma 

região da membrana celular chamada cavéola e que não desempenha o papel 

clássico de transporte iônico. Sabe-se que essa Na+/K+-ATPase caveolar está ligada 

a uma quinase chamada Src, mantendo a bomba inativa (LIANG et al., 2007). Por sua 

vez, a ligação de um esteroide cardiotônico induziria uma mudança conformacional 

na Na+/K+-ATPase caveolar e assim, ativaria essa quinase. A Src ativada, levaria a 

subsequente fosforilação de várias tirosinas, incluindo o receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGFR) e assim, iniciaria uma cascata de sinalização celular 

(Figura 2) (TIAN et al., 2006).  

Estudos demonstraram que baixas concentrações de ouabaína que são 

insuficientes para inibir o transporte iônico de sódio e potássio, foram capazes de 

promover alterações conformacionais na bomba Na+/K+-ATPase. Esse processo, por 

sua vez, favoreceu a interação da bomba com a proteína quinase Src e dessa forma, 

resultou na ativação de vias de sinalização que regulam processos como, 

crescimento, proliferação e motilidade celular (BARWE et al., 2005; LIU et al., 2004); 

apoptose (WANG et al., 2003) e expressão de vários genes, tais como, c-fos e c-jun 

(XIE; ASKARI, 2002).  

Além dos efeitos cardiovasculares, o uso dos digitálicos vem sendo estudado 

no tratamento de diversas patologias, como o câncer, doenças neurodegenerativas, 

alergias, fibroses, entre outros (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Numerosos estudos 

têm confirmado a ação antiproliferativa e efeitos apoptóticos desses compostos em 

vários tipos de neoplasias, como câncer de mama (KOMETIANI; LIU; ASKARI, 2005) 

e pulmão (MIJATOVIC et al., 2006); melanoma (NEWMAN et al., 2006), leucemia 

(MASUDA et al., 1995) e neuroblastoma (KULIKOV et al., 2007). Dados acumulados 

nos últimos anos evidenciam que os esteroides cardiotônicos inibem o crescimento 

tumoral e induzem a morte de células cancerosas por apoptose e autofagia (NEWMAN 

et al., 2008).  
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Figura 2. Efeito dos esteroides cardiotônicos sobre a Na+/K+-ATPase 

 

 

 
Fonte: LINGREL, 2010. a. De maneira clássica, níveis farmacológicos de esteroides cardiotônicos (EC) 
inibem a Na+/K+-ATPase, aumentando os níveis de Na+ intracelular que, por sua vez, aumentam o Ca2+ 
intracelular através do trocador Na+/Ca2+, gerando incremento na contração muscular. Essas 
concentrações também podem ativar vias de sinalização. b. Níveis fisiológicos de EC endógenos, tais 
como ouabaína e marinobufagina, ligam-se a Na+/K+-ATPase caveolar e ativam vias de sinalização 
celular de maneira Src-dependente, sem interferir no transporte iônico mediado pela Na+/K+-ATPase. 

 

Em relação a doenças neurodegenerativas, vários trabalhos vêm 

descrevendo o papel dos esteroides cardiotônicos no sistema nervoso central (CNS) 

(GOLDSTEIN et al., 2006; ORELLANA et al., 2016). Foi visto que a digoxina, digitoxina 

e ouabaína são moléculas com potentes efeitos neuroprotetores em modelos animais 
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de acidente vascular cerebral (WANG et al., 2006). Além disso, a inibição da Na+/K+-

ATPase pela ouabaína, reverte as anomalias de condução em distúrbios 

desmielinizantes (KAJI; SUMNER, 1989). Um outro estudo, mostra que a digoxina é 

capaz de aumentar os níveis de sulfeto de hidrogênio (H2S) no cérebro, no qual está 

diminuído na doença de Alzheimer, sugerindo assim que os esteroides cardiotônicos 

poderiam aliviar os sintomas de pacientes com doenças neurodegenerativas 

(WILINSKI et al., 2011). Adicionalmente, tem-se observado a relação entre a Na+/K+-

ATPase e fibroses. Recentes dados mostram que, os esteroides cardiotônicos são 

capazes de bloquear a diferenciação de miofibroblastos de maneira tipo celular 

específica (ORLOV et al., 2017). Além disso, foi demonstrado que a digitoxina e 

oleandrina podem atuar na fibrose cística por serem capazes de suprimir a 

hipersecreção da interleucina 8 (IL-8), a qual está aumentada nessa doença (MANNA; 

SREENIVASAN; SARKAR, 2006; SRIVASTANA et al., 2004), sugerindo, portanto, que 

os esteroides cardiotônicos poderiam ser utilizados como alvo terapêutico nessas 

patologias  

            

1.1.2 Marinobufagina e ouabaína  

 

Preparações contendo bufadienolidos têm sido utilizadas no tratamento de 

doenças cardíacas e na medicina tradicional do Extremo Oriente desde a antiguidade 

(KRENN; KOPP, 1998). A identificação desses compostos ocorreu a partir da pele e 

do veneno de anfíbios como o sapo, Bufo marinus (atualmente denominado Rhinella 

marina), do qual foi extraído o esteroide marinobufagina (BAGROV et al., 1995). Já a 

ouabaína foi conhecida inicialmente como um composto de origem vegetal, 

encontrado em algumas plantas da família Apocynaceae (BLAUSTEIN, 1993). Ambos 

compostos, marinobufagina e ouabaína, assim como outros esteroides cardiotônicos 

foram identificados endogenamente, sendo encontrados em tecidos de mamíferos, 

como no cérebro e glândulas suprarrenais e em fluidos corporais, como no plasma, 

urina e no líquido cefalorraquidiano (BAGROV et al., 1998; HAMLYN et al., 1991; 

WEIDEMANN, 2005; YOSHIKA, KOMIYAMA; TAKAHASHI, 2011).  

Em relação a estrutura química destes dois esteroides, a marinobufagina 

apresenta uma menor quantidade de hidroxilas no núcleo esteroidal em comparação 

com a ouabaína; não possui grupamento açúcar no carbono 3 (C3) e apresenta um 

grupamento epóxido entre C14 e C15 (éter cíclico com três átomos) em sua estrutura. 
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Além disso, como comentado anteriormente, o anel lactônico da marinobufagina 

possui seis membros, diferentemente da ouabaína que apresenta anel lactônico de 

cinco membros (TOUZA, 2011) (Figura 3).  

A ouabaína foi o primeiro esteroide cardiotônico identificado no plasma 

humano no ano de 1991 (HAMLYN et al., 1991; FERRANDI et al., 1997). 

Posteriormente, a ouabaína foi isolada do hipotálamo e glândula adrenal bovina 

(SCHNEIDER et al., 1998; TYMIAK et al., 1993). A partir disso, o córtex adrenal e o 

hipotálamo foram considerados sítios de produção desse esteroide (KOMIYANA et al., 

2001; MURREL et al., 2005). 

No ano de 1993, sabia-se que o veneno do sapo Bufo marinus continha um 

material imunorreativo semelhante a digoxina, capaz de inibir a bomba de sódio e 

gerar efeitos inotrópicos positivos (BAGROV et al., 1993). Em seguida, no ano de 

1995, esta substância foi identificada como marinobufagina, um esteroide descrito 

anteriormente em sapos (BAGROV et al., 1995). E em 1998, utilizando a 

espectrometria de massa foi demonstrado que a marinobufagina estava presente no 

plasma e urina de humanos (BAGROV et al., 1998; KOMIYANA et al., 2005). Mais 

tarde, esse esteroide, assim como a ouabaina, foi identificado em tecidos cerebrais, 

como hipotálamo e glândula pituitária, e na adrenal (FEDOROVA et al., 2002).  

 

Figura 3. Estrutura química da marinobufagina e da ouabaína 

 
Fonte: TOUZA, 2011. 

 

Estes esteroides endógenos, marinobufagina e ouabaína, podem ser 

identificados no plasma humano em concentrações de picomolares a nanomolares e 
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pelo fato de serem sintetizados pela adrenal e hipotálamo e por estarem envolvidos 

na fisiologia do organismo, como substâncias natriuréticas e vasoconstrictoras, são 

consideradas hormônios esteroidais (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009; 

FERRANDI et al., 1997; GOTO et al., 1992; HAMLYN et al., 1991; MACHADO et al., 

2018; PAMNANI et al., 1981; SCHONER et al., 2002, 2003). Estudos utilizando 

precursores radiomarcados demonstram que a biossíntese da ouabaína utiliza 

colesterol, pregnenolona e progesterona como importantes precursores (LICHTSTEIN 

et al., 1998; HAMLYN, 2004; QAZZAZ et al., 2004). No entanto, sugere-se que os 

bufadienolidos apresentem vias biossintéticas diferentes dos cardenolidos, pois 

estudos com células adrenocorticais Y1 de murino demonstram que a biossíntese da 

marinobufagina requer colesterol como precursor, mas não envolve a conversão do 

colesterol em pregnenolona (DMITRIEVA et al., 2000; OLIVEIRA, 2013). 

A secreção da marinobufagina e da ouabaína são estimuladas pelo aumento 

da concentração plasmática de sódio, volume extracelular, angiotensina II, hormônio 

adrenocorticotrófico, entre outros (BAGROV et al., 1996; BLAUSTEIN, 1993; DE 

WARDENER et al., 1961; FEDOROVA et al., 2001). Diversas evidências demonstram 

que as secreções desses dois esteroides podem se alterar de acordo com o estado 

fisiológico ou patológico em que se encontra o organismo. Estudos revelaram que a 

marinobufagina e ouabaína têm suas produções aumentadas em pacientes 

hipertensos, assim como em diferentes modelos de ratos com hipertensão; pacientes 

com insuficiência cardíaca e em mulheres grávidas (FEDOROVA et al., 2005; 

GONICK et al., 1998; OLIVEIRA, 2013; PACZULA; WIECEK; PIECHA, 2016; 

SCHONER, 2000). 

Concentrações de marinobufagina próximas às encontradas em níveis 

plasmáticos promovem vasoconstrição em artérias pulmonares e mesentéricas 

humanas (BAGROV; FEDOROVA, 1998). Adicionalmente, no modelo de hipertensão 

induzido por sobrecarga de NaCl em ratos Dahl-S, foi observado que os níveis 

plasmáticos da marinobufagina estavam aumentados em relação aos ratos 

normotensos e que a administração in vivo de anticorpo específico para esse 

esteroide, promoveu redução na pressão sanguínea e na excreção de sódio desses 

ratos. Ainda nesse modelo, foi descrito que o aumento dos níveis da ouabaína no 

plasma precedeu o aumento da marinobufagina na circulação, pois foi observado que, 

a sobrecarga de NaCl na dieta estimulou a liberação da ouabaína cerebral e através 

de uma via de receptor de angiotensina II AT1 e provavelmente por ativação simpática, 
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estimulou a marinobufagina adrenocortical, na qual foi capaz de aumentar a 

contratilidade cardíaca, induzir vasoconstrição periférica e natriurese nesse modelo 

(FEDOROVA et al., 2000, 2002, 2007). Esses resultados, descritos pelo grupo de 

Bagrov, sugerem que a ouabaína atua como um neurohormônio, estimulando a 

liberação da marinobufagina adrenocortical, e essa atua como uma potente 

substância vasoconstrictora e natriurética.  

Em um estudo em modelo experimental de isquemia in vitro, foi visto que o 

aumento da atividade da Na+/K+-ATPase estava relacionado com a proteção aos 

neurônios, demonstrando assim, a participação dessa bomba na neuroproteção (TIAN 

et al., 2008). Sabe-se que esteroides cardiotônicos são potentes moduladores dessa 

bomba e que altas doses farmacológicas desses esteroides são capazes de inibi-la. 

No entanto, foi relatado que concentrações fisiológicas desses esteroides aumentam 

a atividade da Na+/K+-ATPase através de sinalização intracelular (BAGROV; 

SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Assim, foi demonstrado que a marinobufagina e a 

ouabaína em baixas concentrações (fisiológicas) foram capazes de aumentar a 

atividade da Na+/K+-ATPase e dessa forma, proteger os neurônios em modelo 

experimental de isquemia. Sugerindo assim, o efeito neuroprotetor endógeno desses 

esteroides (OSELKIN; TIAN; BERGOLD, 2010).  

Esteroides cardiotônicos são capazes de alterar várias funções celulares, tais 

como, proliferação e crescimento celular (EHRIG et al., 2014; SCHONER; 

SCHEINER-BOBIS, 2007). Concentrações farmacológicas de marinobufagina e 

ouabaína induzem apoptose e redução de proliferação através de inibição da Na+/K+-

ATPase em vários tipos de células, tais como, células endoteliais e cardíacas 

(PENNIYAYNEN et al., 2015). Adicionalmente, esses esteroides também demonstram 

atividade antiproliferativa e apoptótica em vários tipos de neoplasias, tais como, 

leucemia e osteosarcoma (CHOU et al., 2018; LIMA, 2016; MACHADO et al., 2018). 

Fisiologicamente, demonstrou-se que a marinobufagina em baixas concentrações foi 

capaz de reduzir a proliferação das células CTB (citotrofoblasticas) e CHO (células 

derivadas de ovário de hamster chinês). Esse efeito foi relacionado a capacidade 

desse esteroide em atenuar a atividade da MAPK ERK1/2 (UDDIN et al., 2007). 

Por fim, estudos sugerem que os esteroides cardiotônicos desempenham 

atividade imunomoduladora (TAKADA et al., 2009; YANG et al., 2005). A ouabaína é 

capaz de interferir em diversos aspectos da resposta imunológica por exercer efeitos 

inibitórios sobre a proliferação linfocitária (OLEJ et al., 1998), aumento do marcador 
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de ativação CD69 em timócitos (RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2003) e por 

atuar negativamente no processo inflamatório por reduzir produção de citocinas e 

fatores de transcrição envolvidos na inflamação (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; 

DE PAIVA et al., 2011; DE VASCONCELOS et al., 2011; GALVÃO et al., 2017; LEITE 

et al., 2015;  RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014). 

 

1.2 Inflamação  

 

O sistema imunológico é constituído por uma rede de órgãos, células e 

moléculas que são capazes de manter ou reestabelecer a homeostasia do organismo 

(WILSON; TRUMPP, 2006). Esse sistema, entre várias outras funções, desempenha 

um papel fundamental no reconhecimento rápido e eliminação de microrganismos 

patogênicos por diferentes processos, como a indução da inflamação (SKELDON; 

SALEH, 2011). A inflamação é definida como uma resposta fisiológica que pode ser 

desencadeada, dentre outros estímulos, por padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) ou danos (DAMPs) (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; 

MEDZHITOV, 2008). Além disso, o processo inflamatório pode também ser 

compreendido como uma resposta de adaptação ao mau funcionamento de tecidos 

ou desequilíbrio homeostático. Portanto, a inflamação é uma resposta imunológica 

reconhecida como um processo benéfico, capaz de estabelecer a homeostasia do 

organismo, no entanto, quando desregulada, pode tornar-se prejudicial, por isso o 

processo inflamatório está envolvido no desenvolvimento de diversas doenças, tais 

como, artrite reumatoide, asma, câncer, hipertensão, obesidade, entre outras 

(NATHAN; DING, 2010).  

Didaticamente, a inflamação é dividida em fase aguda e fase crônica.  Após o 

contato com um antígeno, o sistema imunológico desencadeia um processo 

inflamatório para tentar eliminá-lo do organismo. Observa-se então, um estágio inicial 

denominado de fase aguda, que é caracterizada por curta duração, perdurando por 

minutos, horas ou alguns dias (ARSATI et., 1999). Durante esse processo, fenômenos 

vasculares e celulares levam ao surgimento dos cincos sinais cardinais da inflamação, 

descritos por Cornelius Celsus: dor, calor, rubor e edema, acompanhados ou não de 

perda da função do tecido ou órgão afetado (SEDGWICK; LEES, 1986; SERHAN, 

2010). Atualmente, está definido que os sinais cardinais da inflamação resultam da 
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vasodilatação (calor e rubor); da estimulação dos terminais nervosos por mediadores 

(dor); do acúmulo de leucócitos e do aumento do fluido intersticial (edema) e da 

inibição do reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido (perda da função) 

(ALLER et al., 2007; SCOTT et al., 2004).  

A inflamação aguda, caracterizada principalmente pela vasodilatação, 

exsudação de líquido plasmático rico em proteínas e migração de células para o local 

da injúria é fisiologicamente importante tanto na defesa do hospedeiro, como na 

reparação tecidual, no entanto, se esse processo for persistente, pode evoluir para 

um processo crônico (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Na fase crônica, 

ocorrem alterações na composição dos leucócitos infiltrantes, que passam de 

neutrófilos, para uma mistura de células mononucleares; principalmente linfócitos e 

macrófagos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Adicionalmente, a inflamação crônica 

é caracterizada por possuir maior duração (semanas, meses e/ou anos) e está 

associada à proliferação de vasos sanguíneos (angiogênese), fibrose e necrose 

tecidual (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004).  Entretanto, essa é apenas uma 

divisão didática, visto que a evolução da resposta acontece de forma progressiva, 

combinando elementos presentes nas duas fases mencionadas. 

 

1.2.1 Migração celular e o papel dos neutrófilos no processo inflamatório 

 

A potencialização da resposta imunológica depende da habilidade dos 

leucócitos se deslocarem da circulação para o tecido. Essa capacidade migratória das 

células do sistema imunológico é um dos principais eventos que compõe a resposta 

fisiológica inerente a inflamação, e esse processo é regulado por sinais intracelulares 

e extracelulares (LANG; RATKE, 2009; VESTWEBER, 2015). O endotélio é a primeira 

barreira que os leucócitos têm de enfrentar durante o recrutamento para os tecidos 

inflamados. Durante esse processo, as células endoteliais contribuem ativamente para 

o extravasamento desses leucócitos pela expressão de moléculas de adesão, 

liberação de citocinas e quimiocinas. Esses mediadores permitem o rolamento dos 

leucócitos na superfície apical do endotélio e posteriormente, a transmigração 

intercelular. A cascata de extravasamento dessas células é um processo complexo de 

múltiplas etapas que requer a ativação de várias vias de sinalização, tanto nos 

leucócitos como nas células endoteliais (SCHNOOR, 2015). 
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A inflamação aguda se inicia após o reconhecimento de sinais (patógenos, 

por exemplo) por células residentes, tais como, mastócitos e macrófagos. Esse 

reconhecimento promove a liberação de mediadores, como citocinas e quimiocinas, 

que induzem as células endoteliais a aumentarem a expressão de proteínas na 

superfície celular chamadas selectinas. Os dois tipos principais expressos por essas 

células são as selectinas P e E, enquanto que os leucócitos expressam os ligantes 

dessas selectinas na superfície celular, ocorrendo assim, uma interação leucócito 

endotélio. Essa interação é de baixa afinidade e é facilmente rompida pela força de 

cisalhamento do sangue fluente. Como resultado, os leucócitos ligam-se e desligam-

se, rolando toda superfície endotelial e por isso, o nome dessa primeira etapa é 

chamado rolamento. Além dos ligantes de selectinas, os leucócitos expressam uma 

família de moléculas de adesão denominadas integrinas, as quais estão em um estado 

de baixa afinidade, no entanto, essa afinidade é aumentada pela sinalização de 

quimiocinas, passando, portanto, de um estado de baixa para alta afinidade. Os 

principais ligantes de integrinas presentes nas células endoteliais são o VCAM-1 

(molécula de adesão da célula vascular 1) e ICAM-1 (molécula de adesão intercelular 

1). Assim, a interação de alta afinidade entre as integrinas e seus ligantes promove 

uma forte adesão dos leucócitos ao endotélio e assim, posteriormente ocorre a 

diapedese, ou seja, migração dos leucócitos através dos espaços intercelulares 

endoteliais para o sítio inflamado (ABBAS; LICHTMAN, 2012; WEBER; FRAEMOHS; 

DEJANA, 2007) (Figura 4). 

Após os leucócitos chegarem ao tecido, essas células reconhecem o antígeno 

e induzem uma cascata de sinalização intracelular que culmina na liberação de 

mediadores inflamatórios, tais como, citocinas pró-inflamatórias e possivelmente, a 

liberação de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio; afim de combater o indutor da 

resposta imunológica e consequentemente reestabelecer a homeostasia local. Vários 

tipos celulares participam da resposta imune, como os neutrófilos, 

monócitos/macrófagos, células dendríticas, mastócitos, basófilos, linfócitos, entre 

outras. Como principal fagócito circulante, o neutrófilo é o primeiro e o mais abundante 

leucócito a chegar ao sítio inflamado, sendo considerado um componente integral da 

imunidade inata e, portanto, é a célula mais estudada no processo inflamatório agudo 

(EPSTEIN; WEISS, 1989; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003). 
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Figura 4. Recrutamento de leucócitos 

Fonte: LAGARRIGUE; KIM; GINSBERG, 2016. Durante a resposta inflamatória, os leucócitos sofrem 
processo de rolamento, adesão e diapedese. Inicialmente, essas células se aderem transitoriamente e 
rolam ao longo do endotélio por meio da ligação das selectinas. Através da ação das quimiocinas, as 
integrinas passam de um estado de baixa afinidade para um estado de alta afinidade, o qual confere 
forte adesão ao endotélio, seguindo assim, a transmigração dos leucócitos para o endotélio. 

 

Os neutrófilos são células fundamentais a resposta contra patógenos 

extracelulares, sendo caracterizados pela liberação de enzimas líticas presentes em 

seus grânulos com grande potencial antimicrobiano e por possuírem a capacidade de 

atuar como fagócitos. Durante a resposta inflamatória, os neutrófilos apresentam um 

tempo de meia vida curto entre 10 a 12 horas, embora sua sobrevivência pode ser 

controlada pela liberação de citocinas, quimiocinas e produtos microbianos 

(BORREGAARD, 2010; NATHAN, 2006). 

Os receptores de superfície celular nos neutrófilos são essenciais para os 

processos de fagocitose e ativação dos mecanismos antimicrobianos, tais como, os 

receptores Fc (FcRs) e receptores do complemento (CRs), os quais desencadeiam a 

maquinaria fagocítica (VAN KESSE; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014). Esse 

processo é dado pela fusão de grânulos citosólicos nos vacúolos fagocíticos, 

convertendo o fagossomo em fagolisossomo, além disso, enzimas presentes nesses 

grânulos podem ser liberadas no ambiente extracelular, dependendo do estímulo. Ao 

mesmo tempo, a NADPH oxidase é ativada e assim, capaz de converter o oxigênio 
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em ânion superóxido (O2-). Esse processo é conhecido como explosão respiratória. 

Adicionalmente, espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico (NO), agem 

independente e sinergicamente com outras espécies reativas para formar espécies 

citotóxicas secundárias e assim aumentar a resposta dos neutrófilos (MCGUINNESS; 

KOBAYASHI; DELEO, 2016).  

Além dos receptores Fc (FcRs) e do complemento (CRs), os receptores do 

tipo Toll (TLR) desempenham papel fundamental na resposta dos neutrófilos. Uma 

grande variedade de estímulos, tais como, o lipopolissacarídeo (LPS) presente na 

superfície de membranas de bactérias Gram-negativas e o zimosan, presente na 

superfície de fungos, são capazes de ativar os TLR 4 e TLR 2, respectivamente. A 

ativação desses receptores, inicia uma sinalização intracelular que culmina na 

ativação de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) e fatores de 

transcrição, como exemplo, o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB) (TAKEDA; 

AKIRA, 2005). A ativação desse fator de transcrição induz a expressão gênica de 

vários mediadores inflamatórios como, citocinas, quimiocinas, proteínas reguladoras 

da apoptose e moléculas de adesão (TAKADA et al., 2009). 

Portanto, o neutrófilo é essencial para defesa efetiva do hospedeiro e já está 

bem descrito que deficiências na função dessa célula estão relacionadas ao aumento 

da frequência e gravidade das infecções bacterianas e fúngicas. Por outro lado, a 

capacidade destrutiva dessa célula leva a injúria do hospedeiro em estados de 

inflamações desreguladas. Considerando isso, o bloqueio do recrutamento dessa 

célula parece ser uma maneira crucial de evitar a manutenção da inflamação e é por 

isso que esse polimorfonuclear é, e vem sendo bastante estudado (CAVALCANTE-

SILVA et al., 2017; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003). 

         

1.2.2 Papel das citocinas e óxido nítrico na inflamação 

            

As citocinas são substâncias pleiotrópicas e fontes solúveis de sinais 

reguladores, sendo produzidas por células do sistema imunológico e outros tipos 

celulares. Essas proteínas regulam o início, a manutenção e o término das reações 

inflamatórias pela modulação das células do sistema imunológico. Dessa forma, são 

determinantes no processo de migração celular e para os efeitos sistêmicos durante 

uma inflamação aguda. Entre as citocinas envolvidas em processos inflamatórios, 
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destacam-se a interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral 

α (TNF-α) (LACY; STOW, 2011).  

A interleucina 1β (IL-1β) é membro da família da interleucina 1 (IL-1). Essa 

citocina é produzida em sua forma inativa (pro-IL-1β) e por ação da proteína caspase-

1, é convertida em sua forma ativa e liberada no meio extracelular. A IL-1β é um 

importante mediador em respostas inflamatórias e está envolvida em diversas 

doenças, tais como, diabetes, artrite reumatoide e câncer (EDER et al., 2009; TAN et 

al., 2016). Adicionalmente, essa citocina ativa a expressão de moléculas de adesão, 

o que favorece o recrutamento e ativação de leucócitos, além de aumentar a 

expressão de genes como a enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), fosfolipase A2 e a 

sintase do óxido nítrico (iNOS) (WITKAMP; MONSHOUWER, 2000). 

O nível sistêmico da interleucina 6 (IL-6) está relacionado com a gravidade de 

doenças, tais como, obesidade, diabetes e vários tipos de câncer (DMITRIEVA et al., 

2016). Assim, essa citocina está envolvida em vários processos inflamatórios e 

desenvolve suas ações ao interagir com um receptor presente na membrana (IL-6Ra) 

que está ligado a via de sinalização JAK-STAT. Essa via de sinalização ativada, por 

sua vez, regula a expressão de genes responsáveis pela proliferação celular, 

angiogênese e apoptose (WANG et al., 2013; YU; PARDOLL; JOVE, 2009). 

O TNF-α desenvolve importante papel no processo inflamatório, pois está 

envolvido na indução da expressão endotelial de moléculas de adesão ICAM-1 e 

VCAM-1; ativação de neutrófilos e macrófagos, aumento da permeabilidade vascular, 

além de atuar como um fator de crescimento para fibroblastos e angiogênese 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Além disso, o TNF-α é capaz de ativar a via 

das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK), representada pelas vias da 

ERK1/2, ERK5, JNK e p38. Essas proteínas, por sua vez, são capazes de ativar 

fatores de transcrição, como exemplo o NF-kB, que regulam a transcrição de genes 

inflamatórios (KAMINSKA, 2005).  

Além das citocinas participarem da resposta inflamatória, outros mediadores 

como, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio possuem um papel fundamental 

nesse processo. O NO é um gás solúvel produzido por diversos tipos celulares, tais 

como, células do sistema imunológico, células endoteliais e neurais, entre outras 

(PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988; WIESINGER, 2001). Esse gás é sintetizado 

pela ação da sintase do óxido nítrico (NOS), na qual catalisa a reação de oxidação de 

um dos nitrogênios do aminoácido L-arginina, convertendo-o em L-citrulina e óxido 
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nítrico. Está descrito na literatura que existem três isoformas da NOS: a neuronal 

(nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzível (iNOS), e é essa última que está envolvida 

nas respostas imunológicas (MARLETTA, 1994; MONCADA; PALMER; HIGGS, 

1991).  

A iNOS foi originalmente descrita em macrófagos peritoneais de 

camundongos (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997) como a principal enzima para 

síntese de NO na imunidade e inflamação. O gene da iNOS, o qual está sob o controle 

do fator de transcrição NF-κB, é induzido por lipopolissacarídeo bacteriano ou 

citocinas pró-inflamatórias clássicas, tais como a IL-1β e TNF-α (COLEMAN, 2002). O 

NO produzido por macrófagos ativados, é liberado em grandes quantidades e 

desenvolve uma reação inflamatória por levar a um aumento na síntese de 

mediadores pró-inflamatórios, como citocinas e derivados do ácido araquidônico e por 

sua capacidade em ativar a enzima ciclo-oxigenase2 (COX-2) (DUDHGAONKAR et 

al., 2004).  

 

1.3 Efeito dos esteroides cardiotônicos na inflamação  

 

A inflamação, como descrita anteriormente, é uma resposta do sistema 

imunológico, e esta, pode ser modulada por substâncias ativas, pela capacidade em 

suprimir ou aumentar essa resposta desencadeada pelo sistema imunológico. Vários 

trabalhos sugerem que os esteroides cardiotônicos, como a ouabaína, digoxina e 

oleandrina, possuam atividade imunomoduladora, por serem capazes de interferirem 

em vários parâmetros inflamatórios, como migração celular, permeabilidade vascular 

e citocinas pró-inflamatórias (ESPOSITO; POIRIER; CLARK, 1989; LEITE et al., 2015;  

RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2008; TAKADA et al., 2009; YANG et al., 2005). 

A inflamação aguda inicia após o reconhecimento de sinais (patógenos, por 

exemplo) por células residentes, tais como, mastócitos e macrófagos. Esse 

reconhecimento promove a liberação de mediadores, tais como, histamina e 

prostaglandina, na qual estimula vasodilatação e extravasamento de fluído no vaso. 

Um dos primeiros artigos que associou a ouabaína e a inflamação revelou que esse 

esteroide foi capaz de suprimir a permeabilidade vascular em ovelha, induzida pelo 

agente irritante trepentina (LANCASTER; VEGAD, 1967). Além disso, dados do nosso 

grupo demonstraram que a ouabaína administrada via intraperitoneal foi capaz de 



32 
 

diminuir o extravasamento de plasma induzido por zimosan (LEITE et al., 2015) e 

reduzir o edema de pata induzido por carragenina (DE VASCONCELOS et al., 2011). 

Além disso, De Vasconcenlos (2011) também demonstrou a capacidade da ouabaína 

em modular a nocicepção. A administração intraperitoneal de ouabaína foi capaz de 

reduzir o comportamento nociceptivo em modelo inflamatório de dor (teste de 

contorção induzido por ácido acético), e isso foi relacionado a inibição de mediadores 

como prostaglandina e bradicinina. 

Os neutrófilos são as primeiras células a chegar ao sítio da inflamação. Essas 

células polimorfonucleares são caracterizadas pela liberação de enzimas líticas 

presentes em seus grânulos e por possuírem a capacidade de atuar como fagócitos 

(BORREGAARD, 2010; NATHAN, 2006). Porém, já está bem descrito que essa célula 

leva a lesão tecidual do hospedeiro em inflamações persistentes, portanto são 

apontados como um alvo em terapias emergentes. Resultados do nosso grupo 

evidenciaram a capacidade da ouabaína em reduzir o número de neutrófilos em vários 

modelos de inflamação como, peritonite e inflamação das vias aéreas (DE 

VASCONCELOS et al., 2011; GALVÃO et al., 2017; LEITE et al., 2015).   

Estímulos inflamatórios também ativam a via das MAPKs, envolvida na 

síntese de citocinas pró-inflamatórias. MAPKs podem ser separados em quatro 

grupos, a ERK1/2 e ERK5, JNK e p38. A via de p38 promove a regulação de citocinas 

inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, bem como a expressão de enzimas importantes 

para o desenvolvimento da inflamação, incluindo COX-2 e iNOS (JINLIAN et al., 2007; 

TURPEINEN et al., 2010). Adicionalmente, a p38 fosforilada contribui para a ativação 

do NF-κB, que regula a expressão de vários genes inflamatórios. Nosso grupo, 

demonstrou a capacidade da ouabaína em reduzir a atividade dessa quinase 

(RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014). 

As citocinas inflamatórias, a exemplo de TNF-α e IL-1β, ativam o fator de 

transcrição NF-κB, induzindo a expressão de vários genes inflamatórios, como 

citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão (TAKADA et al., 2009). Estudos 

recentes têm evidenciado que alguns glicosídeos cardiotônicos, incluindo digoxina, 

ouabaína e odorosideo A, são capazes de inibir a via de sinalização do TNF/NF-κB, 

responsável pela produção de fatores pró-inflamatórios (YANG et al., 2005). Dentro 

desse contexto, foi verificado em nosso laboratório que ouabaína é capaz de modular 

etapas moleculares dos eventos que levam a inflamação aguda, ao reduzir IL-1β, 

TNF-α e o número de células peritoneais que migram para o sítio inflamado. Esses 
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eventos estão relacionados com a capacidade da substância tem de inibir ativação do 

NF-kB (LEITE et al., 2015).  

Assim, nosso grupo vem demonstrando a capacidade da ouabaína em atuar 

como uma substância anti-inflamatória; por reduzir migração de células para o sítio 

inflamado sob vários estímulos, como zimosan e Leishmania amazonensis; inibir 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α; reduzir a atividade da MAPK p38 e 

do fator de transcrição NF-kB e modular negativamente o processo inflamatório 

pulmonar, pela redução na migração eosinofílica, citocinas do perfil Th2 e atenuação 

da produção de muco nos bronquíolos (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; DE 

VASCONCELOS et al., 2011; GALVÃO et al., 2017; JACOB et al., 2013; LEITE et al., 

2015; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008, 2009, 2014). Enquanto a ouabaína 

possui vários estudos sobre seu efeito na inflamação, ainda não há relatos na literatura 

sobre o papel da marinobufagina nesse aspecto. Nesse contexto, esse trabalho é 

pioneiro em caracterizar o papel imunológico da marinobufagina, tendo como hipótese 

que essa substância possua ação anti-inflamatória, visto que a ouabaína e outros 

esteroides cardiotônicos desempenham essa atividade. 
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2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 
 

Esteroides cardiotônicos constituem uma família de compostos naturais que 

apresentam uma gama de atividades biológicas, mas que possuem em comum a 

capacidade de inibir a Na+/K+-ATPase, uma proteína que estabelece o gradiente 

eletroquímico desses íons através da membrana (SHATZMANN, 1953). Mais 

recentemente, várias dessas substâncias foram encontradas no plasma de 

mamíferos, como a marinobufagina (BAGROV et al., 1998) e a ouabaína (HAMLYN et 

al., 1991).   

Diversas evidências demonstram que a secreção de marinobufagina e 

ouabaína podem se alterar de acordo com o estado fisiológico em que se encontra o 

organismo. Existem vários eventos, tanto fisiológicos como patológicos que podem 

modificar os níveis endógenos desses compostos, pois foram encontrados níveis 

elevados destes dois esteroides em pacientes hipertensos, pacientes com 

insuficiência renal e em mulheres grávidas (PACZULA; WIECEK; PIECHA, 2016; 

SCHONER, 2000).       

A marinobufagina e a ouabaína têm sido bastante estudadas por sua 

capacidade de interferir em vários mecanismos reguladores da homeostasia do corpo 

(BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009). Entretanto, pouco se sabe ainda sobre o 

papel dessas substâncias no nosso organismo. Nosso grupo vem evidenciando o 

papel modulador da ouabaína na reposta imunológica, pela descrição e 

caracterização de seu efeito anti-inflamatório. (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; DE 

VASCONCELOS et al., 2011; GALVÃO et al., 2017; LEITE et al., 2015; RODRIGUES-

MASCARENHAS et al., 2008, 2014). Porém, o papel da marinobufagina em processos 

inflamatórios ainda não foi explorado.  Portanto, este trabalho buscou analisar o efeito 

da marinobufagina no processo inflamatório e realizar uma comparação entre esses 

dois esteroides.  
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3 OBJETIVOS 
 

 
3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da marinobufagina no processo inflamatório agudo em modelo 

experimental murino in vivo e in vitro. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 
- In vivo, após a indução de peritonite com zimosan: 

 

• Verificar o efeito da marinobufagina na migração de leucócitos encontrados no 

lavado peritoneal, avaliando o número de células e as subpopulações. 

  

• Estudar os efeitos da administração da marinobufagina na produção de 

citocinas pró-inflamatórias encontradas no peritônio. 

 

- In vitro, em macrófagos murinos peritoneais: 

✓ Estimulados com zimosan: 

 

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

 

• Analisar o efeito da marinobufagina na produção de NO (óxido nítrico). 

 

• Verificar o efeito da marinobufagina na produção das citocinas pró-

inflamatórias. 

 

✓ Estimulados com lipopolissacarídeo: 

 

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

 

• Analisar o efeito da marinobufagina na produção de NO. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Material 

 

4.1.1 Animais 

 

Para a realização deste trabalho, os protocolos experimentais foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFPB) com o registro 

número 125/2016 (ANEXO A). Na realização dos experimentos foram utilizados 

camundongos Swiss albino fêmeas com peso corporal entre 25 e 35g. Os animais 

foram fornecidos pelo biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da 

Paraíba e mantidos com livre acesso a água e a uma dieta controlada a base de ração 

do tipo pellets em uma sala com temperatura entre 21±1 °C e ciclos claro/escuro de 

12 horas.  

 

4.1.2 Obtenção e preparação da marinobufagina  

 

A marinobufagina foi purificada a partir do veneno dos sapos Rhinella 

schneideri no Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (UFRJ) pelo pós-doutorando Geraldino Cunha Filho. O extrato bruto foi 

obtido de 360 espécimes (sapo cururu) capturados em Brasília, Distrito Federal, e 

Bacabal, Maranhão (licença IBAMA/RAN nº. 097/06 - Processo 02010.000832/04-74). 

O veneno foi obtido por pressão manual e coletado em placas de Petri. Após 

desidratado em dissecador sob vácuo, o veneno seco (95,10 g) foi pulverizado, 

extraído com acetato de etila por três vezes (300 mL), com intervalos de uma semana, 

e concentrado em rota-evaporador sob vácuo fornecendo um resíduo marrom e 

amorfo (9,0 g). Alíquotas com cerca de 1,2 g do extrato foram fracionadas por 

cromatografia em coluna dry-flash e o composto isolado (marinobufagina) foi 

submetido as análises por infravermelho e ressonância magnética nuclear (AMARAL, 

2011). 

Na Universidade Federal da Paraíba (UFPB), a amostra foi solubilizada em 

dimetilsulfóxido (DMSO) em uma concentração de 5 mg/mL e armazenada no freezer 

(-20 ºC). Para os experimentos in vitro a concentração máxima de DMSO utilizada foi 
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0,016 % e nos experimentos in vivo a porcentagem máxima utilizada foi de 0,6 %. 

Ambas concentrações, in vitro e in vivo, não induzem efeitos tóxicos (DA SILVA, 

2016). 

 

4.2 Métodos  

 

4.2.1 Tratamento com a marinobufagina para os testes in vivo 

 

A fim de compararmos o efeito da ouabaína descrito na literatura com a nossa 

droga experimental (marinobufagina), foi utilizado como base o trabalho do nosso 

grupo: Leite et al. (2015). Dessa forma, foi utilizado a mesma dose (0,56 mg/kg) e o 

mesmo protocolo experimental testado (pré-tratamento durante três dias 

consecutivos). 

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais: Salina; DMSO; 

MBG (marinobufagina); Zimosan; MBG (marinobufagina) + Zimosan. Cada grupo foi 

constituído por cinco animais (n=5), totalizando vinte e cinco animais por experimento. 

A partir da separação, os camundongos dos grupos MBG e MBG + Zimosan, foram 

pré-tratados durante três dias consecutivos através de injeções intraperitoneais (i.p.) 

contendo 500 μL de marinobufagina na dose de 0,56 mg/kg. O grupo controle foi 

tratado apenas com salina, a fim de sofrerem o mesmo estresse ocasionado pela 

injeção dos grupos tratados com marinobufagina. E os animais do grupo DMSO, foram 

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

 

Quadro 1. Distribuição dos grupos 

 

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

 

Com a finalidade de observar o efeito imunomodulador da marinobufagina no 

processo inflamatório agudo foi realizado o modelo de inflamação peritoneal induzida 

por zimosan (Sigma-Aldrich) (DOHERTY et al., 1985). Após uma hora do último dia 

de pré-tratamento com marinobufagina, os camundongos foram desafiados com 500 

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

 

Figura 5. Esquema representativo do protocolo experimental in vivo 

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

 
4.2.3 Coleta do lavado peritoneal 

 

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 4 horas após o desafio com 

zimosan. Os animais foram submetidos a eutanásia por deslocamento cervical, e em 

seguida foi realizado o lavado, introduzido 3 mL de PBS gelado na cavidade 

peritoneal. Cuidadosamente, o peritônio foi massageado por 30 segundos e em 

seguida, realizado a punção do exsudato peritoneal. O exsudato coletado foi 

transferido para tubos tipo eppendorf e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4 

ºC. Após o período de centrifugação, os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -20 ºC para posterior dosagem das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α. 

As células presentes nos pellets foram diluídas em azul de Turk (0,01% de 

cristal violeta em 3% de ácido acético) na proporção de 1:10 e contadas com auxílio 

da câmara de Neubauer para a determinação dos leucócitos totais. A leitura foi feita 

no microscópio óptico em objetiva de 40X (BX40, OLYMPUS). 
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4.2.4 Contagem diferencial de células do lavado peritoneal 

  

Para contagem diferencial das células, 50 μL da suspensão de células do 

lavado peritoneal foram centrifugados na citocentrífuga do tipo citospin (FANEN, São 

Paulo, SP, Brasil Mod 2400) a 1500 rpm por 10 minutos. As lâminas obtidas foram 

fixadas e coradas pelo método de panótico. A contagem diferencial de células foi 

realizada por microscopia óptica, utilizando para isso a objetiva de imersão (100X). 

Cada lâmina foi percorrida até a contagem de 100 células. Mononucleares e 

polimorfonucleares foram identificados segundo coloração e características 

morfológicas.  

 

4.2.5 Ensaio imunoenzimático para dosagem de citocinas 

 

Para quantificação das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α foi utilizado o Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA). Esse é um dos métodos imunológicos mais utilizados para 

quantificar a concentração de antígenos e anticorpos, por apresentar grande 

sensibilidade e especificidade. Existem diversos tipos de ELISA, e nesse trabalho foi 

utilizado o ELISA sanduíche. Nesse método, o anticorpo para um antígeno 

específico, chamado de anticorpo de captura é, inicialmente, adsorvido no poço da 

placa de 96 poços. Após isso, a amostra com o antígeno (lavado peritoneal) é 

adicionada e se liga a esse anticorpo. Logo após, é adicionado outro anticorpo 

específico para o antígeno, chamado anticorpo de detecção e em seguida, é 

adicionada a enzima, que irá reagir com o substrato adicionado, gerando cor. A 

intensidade da reação (cor mais fraca ou mais forte) é proporcional à quantidade de 

antígeno presente (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000). 

As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α presentes no exsudato 

peritoneal foram quantificadas por ELISA sanduíche de acordo com o protocolo 

especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San 

Diego, CA-USA). Para tal, as placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram 

sensibilizadas com o anticorpo de captura anti-IL-1β, anti- IL-6 e anti- TNF-α, diluído 

em tampão fosfato pH 6.5 e incubadas por 18 hr (overnight) a 4 °C. Após esse período, 

as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) e os sítios 

inespecíficos foram bloqueados com a solução de bloqueio (PBS contendo 10% de 

SFB) por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e adicionada tanto 
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às amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentrações da citocinas IL-1β, 

IL-6 e TNF-α para a realização das curvas. A placas foram novamente incubadas por 

18 hrs (overnight) a 4 °C. Terminado o período de incubação, as placas foram lavadas 

e o anticorpo de detecção referente a cada citocina foi adicionado e em seguida 

incubadas por uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e o 

complexo enzimático avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As placas foram 

incubadas por mais meia hora à temperatura ambiente. Após lavagens adicionais, a 

reação foi revelada pela adição da solução substrato contendo tetrametilbenzidina 

(TMB) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e após 15 minutos, a reação foi interrompida 

com a solução de parada (ácido fosfórico 1M) e a leitura realizada em leitor de placa 

a 450 nm.  

 

4.2.6 Testes in vitro 

 

Para a realização dos experimentos in vitro, utilizou-se dois estímulos: o 

zimosan e o lipopolissacarídeo (LPS de Escherichia coli), ambos obtidos na Sigma 

Aldrich. Em relação a marinobufagina, foram utilizadas as seguintes concentrações: 

10 nM, 100 nM, 1.000 nM e 10.000 nM, as mesmas utilizadas nos experimentos com 

ouabaína in vitro (LEITE, 2012). Para tanto, foi preparada uma solução mãe na 

concentração de 1 mM em meio RPMI estéril, posteriormente, foram realizadas as 

diluições até chegar nas concentrações utilizadas. 

 

4.2.6.1 Testes in vitro com o estímulo do zimosan 

 

4.2.6.1.1 Cultura de macrófagos 

 

Para realização dos experimentos in vitro foram utilizados macrófagos 

peritoneais de camundongos Swiss albino. Para isso, os animais foram estimulados 

previamente com uma injeção intraperitoneal de 2 mL de tioglicolato (Sigma-Aldrich) 

a 4%. Quatro dias após o procedimento, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e a cavidade peritoneal lavada com 5 mL de meio PBS (salina 

tamponada com fosfato) gelado. A suspensão de células obtida a partir da lavagem 

peritoneal foi, em seguida, centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. O 

sobrenadante, posteriormente, rejeitado e o pellet ressuspenso em 2 mL de meio 
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RPMI-1640 completo (Gibco) (estreptomicina: 10 mg/mL, penicilina: 6 mg/ml, e 

canamicina: 2 mg/mL), suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SFB) (Gibco). 

A viabilidade celular foi determinada utilizando o corante Azul de Tripan com o auxílio 

de uma câmara de Neubauer. 

As células peritoneais foram semeadas em placas de 96 poços a uma 

concentração de 4×105 células/poço em um volume final de 200 μL e incubados 

overnight (18 h) com meio de cultura suplementado com SFB em estufa de CO2 

(atmosfera de 5% de CO2 a 37°C). Em seguida, as células não aderentes foram 

removidas por aspiração e as células remanescentes foram estimuladas com zimosan 

na concentração de 0,2 mg/mL e tratadas com diferentes concentrações da 

marinobufagina (10 nM, 100 nM, 1.000 nM e 10.000 nM). Após 24 horas de cultura, 

as células foram utilizadas para o teste de viabilidade celular e o sobrenadante foi 

recolhido para quantificação dos níveis de NO e citocinas (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Esquema representativo do protocolo experimental in vitro com zimosan 

 

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014. Camundongos Swiss fêmeas foram estimulados com tioglicolato 
(4%). Após quatro dias, os macrófagos peritoneais foram cultivados em placa por um período de 18 h. 
Em seguida, realizou-se o estímulo com o zimosan (0,2 mg/mL) e os tratamentos nas diferentes 
concentrações com a marinobufagina. Após 24 h, as células foram utilizadas para realização do MTT 
e o sobrenadante para dosagem do óxido nítrico (NO) e das citocinas. MBG = Marinobufagina; 
ZIM=Zimosan;  
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4.2.6.1.2 Análise da viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi determinada através do método de MTT (brometo de 

3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) descrito por Mosmann (1983). Esse 

método é baseado na capacidade das enzimas mitocondriais (desidrogenases) de 

células viáveis transformar o sal de tetrazólio (MTT), de cor amarela, no seu derivado 

formazan azul (cor violeta). Dessa maneira, quanto maior a intensidade da cor violeta, 

mais células metabolizaram o MTT em cristais de formazan e assim, maior a 

viabilidade celular (MOSMANN, 1983). 

Após coleta do sobrenadante, foi adicionado à placa 90 μL de meio RPMI e 

10 μL de MTT a 5 mg/mL e a mesma foi incubada por 4 h em estufa de CO2. Após 

isso, o sobrenadante foi removido e adicionado 100 μL de DMSO para dissolver os 

cristais de formazan formados. A viabilidade celular foi quantificada pela medida da 

densidade óptica no comprimento de onda de 570 nm, determinada por um leitor de 

placas. 

 

4.2.6.1.3 Determinação dos níveis de óxido nítrico (NO) 

 

A detecção do NO em amostras biológicas representa um desafio, em função 

da ínfima concentração e da meia-vida extremamente curta deste composto, cerca de 

4 a 6 segundos no plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos. Diversos métodos 

utilizando as mais avançadas tecnologias têm sido propostos na literatura para 

determinação de NO, tanto direta quanto indiretamente, através de ensaios que 

reflitam a sua presença (ARCHERS, 1993). 

Neste trabalho, a produção de NO foi quantificada, in vitro, pela dosagem do 

seu produto de degradação mais estável, o nitrito, pelo método colorimétrico indireto 

conhecido como Reação de Griess (GREEN et al., 1982). O reagente de Griess é 

constituído por 0,1% naftiletilenodiamino e 1% sulfonamina p-aminobenzeno em ácido 

orto-fosfórico 5%. Para esse ensaio foram adicionados 50 μL de reagente de Griess 

a 50 μL dos sobrenadantes obtidos da cultura com macrófagos peritoneais murinos 

deixando reagir durante 10 minutos à temperatura ambiente. A absorbância de 540 

nm foi determinada utilizando um leitor de placas. Os resultados em μmoles foram 
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determinados por comparação com a curva padrão (realizada com nitrito de sódio nas 

concentrações de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5 μM). 

 

4.2.6.1.4 Ensaio imunoenzimático para dosagem de citocinas  

 

           Esse ensaio foi realizado da mesma forma em que foi dosado o lavado 

peritoneal do experimento in vivo. As citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α presentes no 

sobrenadante da cultura de macrófagos peritoneais foram quantificadas por ELISA 

sanduíche de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, 

Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA). 

 

4.2.6.2 Testes in vitro com o estímulo do lipopolissacarídeo (LPS) 

 

Para a realização dos testes in vitro com o estímulo do LPS (1 μg/mL), foi 

utilizado o mesmo protocolo de cultura descrito anteriormente. Dessa forma, foi 

utilizado a cultura de macrófagos peritoneais e analisados a viabilidade celular e os 

níveis do óxido nítrico (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema representativo do protocolo in vitro com LPS 

  
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014. Camundongos Swiss fêmeas foram estimulados com tioglicolato 
(4%). Após quatro dias, os macrófagos peritoneais foram cultivados em placa por um período de 18 h. 
Em seguida, realizou-se o estímulo com o LPS (1 μg/mL) e os tratamentos nas diferentes 
concentrações com a marinobufagina. Após 24 h, as células foram utilizadas para realização do MTT 
e o sobrenadante para dosagem do óxido nítrico (NO). MBG = Marinobufagina; LPS = 
Lipopolissacarídeo; 
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4.2.7 Análise estatística 

 

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± e.p.m. e 

incialmente, analisados empregando-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Após os 

dados passarem no teste de normalidade, foram avaliados pelo teste da análise de 

variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. As diferenças entre as 

médias foram consideradas significantes quando os valores de p < 0,05. Os dados 

foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versão 7.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA).  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Estudo do efeito imunomodulador da marinobufagina in vivo 

 

5.1.1 Avaliação da marinobufagina na migração celular peritoneal 

 

Os animais do grupo zimosan apresentaram aumento significativo na 

migração de leucócitos para o peritônio em relação ao grupo que recebeu apenas o 

veículo (grupo salina), demonstrando assim, a funcionalidade desse modelo. O pré-

tratamento com a marinobufagina nos animais estimulados, foi capaz de reduzir em 

27 % a migração dessas células para o peritônio comparado ao grupo zimosan. Além 

disso, os animais que foram pré-tratados apenas com o solvente (DMSO) e a 

substância (marinobufagina), não apresentaram diferenças no número de leucócitos 

totais em comparação ao grupo salina (Gráfico 1a). 

Na análise das células diferenciais foi estudado os leucócitos 

polimorfonucleares e mononucleares. Quatro horas após o estímulo inflamatório 

(zimosan), os polimorfonucleares foram as células predominantes com 99 % no 

exsudato peritoneal em relação ao grupo salina. O pré-tratamento com a 

marinobufagina foi capaz de reduzir em 42 % a migração dessa população celular 

para o peritônio em comparação ao grupo zimosan (Gráfico 1b).  

Em relação as células mononucleares, foi possível observar que os animais 

estimulados com zimosan apresentaram uma redução de 41 % no número dessas 

células em comparação com o grupo salina. O pré-tratamento com a marinobufagina 

nos animais estimulados, não interferiu no número dessas células mononucleares em 

comparação ao grupo zimosan (Gráfico 1c). Adicionalmente, os animais que foram 

pré-tratados apenas com o solvente (DMSO) e a substância (marinobufagina), não 

apresentaram diferenças no número de leucócitos polimorfonucleares e 

mononucleares em comparação ao grupo salina (Gráfico 1b e 1c). 
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Gráfico 1 – Efeito da marinobufagina na migração de leucócitos totais e diferenciais 

para o peritônio.  

 

a. 

 

 

 

 

b. 
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c. 

 

Camundongos Swiss foram pré-tratados durante três dias consecutivos através de injeções 

intraperitoneais de marinobufagina (0,56 mg/kg), salina ou DMSO. Uma hora após o último dia de pré-

tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentração de 2 mg/mL. Quatro 

horas após o desafio com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e o número de leucócitos totais 

e diferenciais foi avaliado. a. Número de leucócitos totais. b. Número de leucócitos polimorfonucleares. 

c. Número de leucócitos mononucleares. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m 

de dois experimentos com n=5, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os 

resultados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi feito a análise de variância (ANOVA) 

one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relação ao grupo salina. *(p<0,05) 

significativo em relação ao grupo zimosan. DMSO= Dimetilsulfóxido; MBG= Marinobufagina.  

 

5.1.2 Avaliação da marinobufagina sobre os níveis de citocinas pró-

inflamatórias do exsudato peritoneal 

 

Os animais estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo das 

três citocinas pró-inflamatórias analisadas, em comparação com o grupo controle 

(salina), de acordo com os dados encontrados na literatura (LEITE et al., 2015). O pré-

tratamento com a marinobufagina nos animais desafiados com zimosan apresentaram 

redução nos níveis de IL-1β (62 %) e IL-6 (64 %), mas não interferiu nos níveis da 

citocina TNF-α, em comparação ao grupo zimosan, como mostrado no gráfico 2 (a, b, 

c).  
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Gráfico 2 – Efeito da marinobufagina sobre os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β, IL-6 e TNF-α do exsudato peritoneal  

 

a.  

 

 

b. 
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c. 

 

Camundongos Swiss foram pré-tratados durante três dias consecutivos através de injeções 

intraperitoneais de marinobufagina (0,56 mg/kg), salina ou DMSO. Uma hora após o último dia de pré-

tratamento, os animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentração de 2 mg/mL. Quatro 

horas após o desafio com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e centrifugado. Os níveis das 

citocinas foram quantificados a partir do sobrenadante do exsudato pelo ensaio imunoenzimático 

(ELISA sanduíche). a. IL-1β. b. IL-6. c. TNF-α. Os dados numéricos foram apresentados em média ± 

e.p.m. de dois experimentos com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os 

resultados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi feito a análise de variância (ANOVA) 

one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relação ao grupo salina. *(p<0,05) 

significativo em relação ao grupo zimosan. DMSO= Dimetilsulfóxido; MBG= Marinobufagina.  

 

5.2 Estudo do efeito imunomodulador da marinobufagina in vitro 

 

5.2.1 Avaliação in vitro com o estímulo do zimosan: 

 

5.2.1.1 Citotoxicidade da marinobufagina em macrófagos peritoneais  

 

Como mostrado no gráfico 3, os macrófagos peritoneais tratados com a 

marinobufagina, na ausência ou presença de zimosan, não demonstraram alteração 

da viabilidade celular nas diferentes concentrações da substância (10 nM, 100 nM, 

1.000 nM e 10.000 nM), quando em comparação ao grupo controle (meio de cultura). 
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Gráfico 3 – Efeito da marinobufagina na viabilidade de macrófagos peritoneais com 

ou sem o estímulo do zimosan 

 

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentrações (10 nM, 100 nM, 1.000 

nM e 10.000 nM), na ausência ou presença de zimosan por 24h. Após incubação, o sobrenadante foi 

removido e adicionou-se 100 μL de MTT. Após 4h, foi utilizado o DMSO para solubilizar os cristais de 

formazan. O gráfico representa a densidade óptica de absorbância do formazan de acordo com os 

diferentes grupos de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m. de dois 

experimentos em triplicata com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os 

dados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi feito a análise de variância (ANOVA) one-

way, seguido de pós-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulfóxido; ZIM=Zimosan; MBG= Marinobufagina.  

 

5.2.1.2 Produção de óxido nítrico na cultura de macrófagos peritoneais 

 

De acordo com os nossos dados, foi observado que o zimosan não foi capaz 

de estimular os macrófagos peritoneais a produzir o óxido nítrico. Dessa forma, todos 

os grupos apresentaram níveis basais da produção do NO, em comparação com o 

grupo controle (Gráfico 4). 
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Gráfico 4 – Níveis de NO na cultura de macrófagos peritoneais com o estímulo do 

zimosan     

 

 

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentrações (10 nM, 100 nM, 1.000 
nM e 10.000 nM), na ausência ou presença de zimosan por 24h. Após esse período de incubação, o 
sobrenadante foi coletado para análise da produção do NO pelo método de Griess. O gráfico representa 
as concentrações de nitrito de acordo com os grupos de tratamento. Os dados numéricos foram 
apresentados em média ± e.p.m. de dois experimentos em triplicata com n=3, e analisados pelo teste 

de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os dados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi 

feito a análise de variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulfóxido; 
ZIM= Zimosan; MBG= Marinobufagina. 

 

5.2.1.3 Níveis de citocinas pró-inflamatórias na cultura de macrófagos  

 

Os animais estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo das 

citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β e TNF-α, em comparação com o grupo controle. 

O tratamento com a marinobufagina apenas na menor concentração (10 nM) foi capaz 

de reduzir os níveis de IL-1β (45 %), IL-6 (17 %) e TNF-α (20 %), em relação ao grupo 

zimosan. As demais concentrações não alteraram os níveis dessas citocinas em 

comparação ao grupo zimosan, como mostrado no gráfico 5 (a, b, c).  
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Gráfico 5 – Efeito da marinobufagina sobre os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β, IL-6 e TNF-α na cultura de macrófagos peritoneais 

a. 

 

b. 
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c. 

 

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentrações (10 nM, 100 nM, 1.000 

nM e 10.000 nM), na ausência ou presença de zimosan por 24h. Após esse período de incubação, o 

sobrenadante foi coletado e os níveis das citocinas foram quantificados pelo ensaio imunoenzimático 

(ELISA sanduíche). a. IL-1β. b. IL-6. c. TNF-α. Os dados numéricos foram apresentados em média ± 

e.p.m. de dois experimentos com n=3, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os 

resultados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi feito a análise de variância (ANOVA) 

one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relação ao grupo controle. 

*(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. ZIM= Zimosan; MBG= Marinobufagina.  

 

5.2.2 Avaliação in vitro com o estímulo do lipopolissacarídeo (LPS): 

 

5.2.2.1 Citotoxicidade da marinobufagina em macrófagos peritoneais  

 

Como mostrado no gráfico 6, os macrófagos peritoneais tratados com a 

marinobufagina, na ausência ou presença de LPS, não demonstraram alteração da 

viabilidade celular nas diferentes concentrações da substância (100 nM, 1.000 nM e 

10.000 nM), quando em comparação ao grupo controle (meio de cultura). 
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Gráfico 6 – Efeito da marinobufagina na viabilidade de macrófagos peritoneais com 

ou sem o estímulo do LPS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentrações (100 nM, 1.000 nM e 

10.000 nM), na ausência ou presença de LPS por 24h. Após incubação, o sobrenadante foi removido 

e adicionou-se 100 μL de MTT. Após 4h, foi utilizado o DMSO para solubilizar os cristais de formazan. 

O gráfico representa a densidade óptica de absorbância do formazan de acordo com os diferentes 

grupos de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m. de quatro 

experimentos em triplicata com n=2, e analisados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os 

dados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi feito a análise de variância (ANOVA) one-

way, seguido de pós-teste de Tukey. DMSO= Dimetilsulfóxido; LPS=Lipopolissacarídeo; MBG= 

Marinobufagina.  

 

5.2.2.2 Produção de óxido nítrico na cultura de macrófagos peritoneais 

 

De acordo com os nossos dados, foi observado que os macrófagos 

peritoneais estimulados com o LPS (1 μg/mL) foram ativados, pois aumentaram a 

produção de NO em comparação com o grupo controle, demonstrando a 

funcionalidade do modelo. O tratamento com a marinobufagina nas concentrações de 

100 nM, 1000 nM e 10.000 nM foram capazes de reduzir 55 %, 61 %, 70 % os níveis 

desse mediador em relação ao grupo LPS, respectivamente. Além disso, o tratamento 

apenas com a substância, na ausência do LPS, e o grupo DMSO, não alteraram os 

níveis da produção basal do NO, em comparação ao grupo controle (Gráfico 7). 
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Gráfico 7 – Efeito da marinobufagina nos níveis de NO em macrófagos peritoneais 

com o estímulo do LPS     

  

 

As células foram tratadas com a marinobufagina em diferentes concentrações (100 nM, 1.000 nM e 
10.000 nM), na ausência ou presença de LPS por 24h. Após esse período de incubação, o 
sobrenadante foi coletado para análise da produção do NO pelo método de Griess. O gráfico representa 
as concentrações de nitrito de acordo com os grupos de tratamento. Os dados numéricos foram 
apresentados em média ± e.p.m. de três experimentos em triplicata com n=2, e analisados pelo teste 
de normalidade Shapiro-Wilk. Todos os dados passaram nesse teste de normalidade e após isso, foi 
feito a análise de variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo 
em relação ao grupo controle. *(p<0,05) significativo em relação ao grupo LPS. DMSO= 
Dimetilsulfóxido; LPS=Lipopolissacarídeo; MBG= Marinobufagina. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

O presente trabalho avaliou pela primeira vez o papel do esteroide 

cardiotônico marinobufagina no processo inflamatório agudo in vivo e in vitro. 

Demonstrou-se que, essa substância possui atividade imunomoduladora, pois foi 

capaz de modular negativamente alguns parâmetros da resposta inflamatória, 

incluindo migração celular, citocinas pró-inflamatórias e o mediador óxido nítrico (NO).  

Para a realização dos experimentos in vivo, foi utilizado como base o trabalho 

do nosso grupo: Leite et al. (2015), onde se analisou o papel da ouabaína na 

inflamação aguda. Dessa forma, para realizar uma comparação entre os efeitos desse 

esteroide e da marinobufagina, foi utilizada a mesma dose e o mesmo protocolo de 

peritonite.  

A peritonite induzida por zimosan foi primeiramente descrita por Doherty 

(1985), como um modelo de inflamação aguda caracterizado pelo aumento da 

permeabilidade vascular e produção de mediadores que levam ao acúmulo de 

leucócitos no peritônio. Desde então, muitos aspectos dessa inflamação têm sido 

descritos em detalhes, confirmando a utilidade e eficácia desse modelo 

(KOLACZKOWSKA et al., 2008). Dessa forma, vários trabalhos vêm utilizando a 

peritonite com a finalidade de identificar novos mediadores e vias envolvidas na 

inflamação, como também, é utilizado para testar compostos anti-inflamatórios e 

entender seus respectivos mecanismos de ação (CASH; WHITE; GREAVES, 2009). 

O zimosan é um componente polissacarídeo encontrado na parede celular de 

fungos Saccharomyces cerevisiae e é composto por repetidas unidades de glicose 

conectadas por ligações β-1,3 glicosílicas (SATO et al., 2003). As células do sistema 

imunológico reconhecem esse composto via receptor do tipo Toll 2 (TLR 2) e 

detectina-1. A ativação desses receptores induz uma cascata de sinalização celular 

que promove o desencadeamento de uma resposta inflamatória, pela síntese de 

vários mediadores como, quimiocinas, citocinas, prostaglandinas e leucotrienos 

(REID; GOW; BROWN, 2009). Dessa forma, a injeção de zimosan na cavidade 

peritoneal permite a análise de uma grande quantidade de mediadores (CASH; 

WHITE; GREAVES, 2009). 

Neste modelo, nossos resultados demonstraram que a injeção de zimosan 

induziu intensa migração celular para a cavidade peritoneal e, por sua vez, o pré-
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tratamento da marinobufagina foi capaz de reduzir a migração desses leucócitos para 

o peritônio inflamado (Gráfico 1a). Esse dado corrobora o trabalho do nosso grupo, no 

qual foi evidenciado a redução da migração celular pela ouabaína (LEITE et al., 2015).  

Uma vez observado que a marinobufagina foi capaz de reduzir o número total 

de leucócitos, avaliamos quais subpopulações celulares estavam presentes no 

exsudato peritoneal. Já é bem descrito na literatura que a administração de zimosan 

(i.p.) produz extravasamento de leucócitos para o peritônio, seguindo o perfil típico de 

uma resposta inflamatória aguda. Os neutrófilos são as primeiras células a migrarem 

para a cavidade peritoneal e a partir de duas horas após o estímulo, começam a ser 

detectados no peritônio com um pico em quatro horas. Por esse motivo, o exsudato 

peritoneal foi coletado quatro horas após a injeção de zimosan (CASH; WHITE; 

GREAVES, 2009; KOLACZKOWSKA et al., 2008). 

Nossos resultados evidenciaram que as células predominantes nesse modelo 

foram os leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos) e que o pré-tratamento por três 

dias consecutivos com a marinobufagina, foi capaz de reduzir a migração desse tipo 

celular para a cavidade peritoneal (Gráfico 1b). Esse dado corrobora vários trabalhos 

do nosso grupo em relação a ouabaína. No modelo de peritonite induzido por 

concanavalina – A (DE VASCONCENLOS et al., 2011), Leishmania amazonensis 

(JACOB et al., 2013) e zimosan (LEITE et al., 2015), o pré-tratamento com ouabaína 

foi capaz de reduzir a migração dessas células polimorfonucleares. Além disso, foi 

constatado também redução da migração dessas células para o lavado 

broncoalveolar, no modelo de lesão pulmonar aguda induzida por LPS (SILVA, 2016) 

e no modelo de asma alérgica induzido por ovalbumina (OVA) (GALVÃO et al., 2017). 

Em estudo com células CTB (citotrofoblásticas) e CHO (células derivadas do 

ovário de hamster chinês), demonstrou-se que a marinobufagina em baixas 

concentrações foi capaz de reduzir a migração dessas células no ensaio in vitro de 

transwell. Esse efeito foi relacionado a capacidade desse esteroide em atenuar a 

atividade da MAPK ERK1/2 (UDDIN et al., 2007). Sabe-se que a via da ERK 1/2 está 

envolvida na proliferação e motilidade celular (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1997). 

Dessa forma, sugere-se que a ação da marinobufagina na migração de neutrófilos 

possa estar envolvido na capacidade desse esteroide em interferir na atividade dessa 

quinase. Além disso, a marinobufagina demonstra ação vasoconstrictora em artérias 

pulmonares e mesentéricas humanas (BAGROV; FEDOROVA, 1998). Assim, sugere-
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se que essa substância reduziu a permeabilidade vascular e contribuiu na atenuação 

da migração dos neutrófilos para o peritônio.  

Os neutrófilos são células capazes de eliminar patógenos por múltiplos 

mecanismos como, fagocitose, degranulação e através das NETs (armadilhas 

extracelulares dos neutrófilos). A ativação desregulada dessa célula resulta em dano 

tecidual no hospedeiro, contribuindo para inflamações persistentes como, obesidade 

(KORDONOWY et al., 2012) e diabetes (VANDANMASGAR et al., 2011). Portanto, a 

redução da migração desse tipo celular para o sítio inflamado, parece ser uma 

estratégia crucial para evitar a conservação da inflamação (KOLACZKOWSKA; 

KUBES, 2012; SEELY; PASCUAL; CHRISTOU, 2003). 

Além dos neutrófilos, as células residentes no peritônio determinam papel 

crucial no processo inflamatório. As principais células residentes na cavidade 

peritoneal são os macrófagos. A ativação dessas células, resulta no aumento da 

permeabilidade vascular, através da liberação de prostaglandinas e leucotrienos 

(LEITE et al., 2007). Além disso, liberam citocinas e quimiocinas essenciais para o 

extravasamento de células, como também, produzem outros mediadores envolvidos 

na manutenção do processo inflamatório (KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 

2001). 

De acordo com Ajuebor (1998), a injeção com zimosan causa uma redução 

inicial no número de macrófagos peritoneais. Esse fenômeno é descrito como reação 

de desaparecimento dos macrófagos, e é devido possivelmente a ativação dessas 

células e consequente aumento de sua aderência nas camadas internas do peritônio. 

Esse evento foi observado em nosso resultado, no qual os animais estimulados com 

o zimosan apresentaram redução no número de células mononucleares presentes no 

exsudato peritoneal. O pré-tratamento com a marinobufagina nos animais estimulados 

não foi capaz de interferir nesse processo (Gráfico 1c). Esse dado demonstra que a 

marinobufagina não interferiu na ativação dos macrófagos residentes estimulados por 

zimosan, e corrobora o dado encontrado pelo nosso grupo, no qual a ouabaína 

também não alterou esse processo (LEITE et al., 2015). 

Já é bem descrito que no modelo de peritonite induzida por zimosan, o 

recrutamento de leucócitos e a manutenção da inflamação envolve citocinas pró-

inflamatórias, tais como, IL-1β, IL-6 e TNF-α (KOLACZKOWSKA; SELJELID; 

PLYTYCZ, 2001; KOLACZKOWSKA et al., 2010; LEITE et al., 2015). Nossos dados 

demonstraram que a injeção com zimosan estimulou a produção dessas três citocinas 
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pró-inflamatórias. Por sua vez, o tratamento com a marinobufagina foi capaz de 

reduzir os níveis da IL-1β e IL-6 presentes no exsudato peritoneal (Gráfico 2a e b). 

Porém, não interferiu nos níveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Gráfico 2c). 

Nesse mesmo modelo, Leite et al. (2015), descreveu que a ouabaína também foi 

capaz de reduzir a IL-1β. No entanto, esse esteroide apresentou redução sobre os 

níveis de TNF-α, sem interferir nos níveis da IL-6. Portanto, em relação ao TNF-α e a 

IL-6, a marinobufagina demonstrou efeito contrário ao da ouabaína. 

Essa distinção na modulação de citocinas entre a marinobufagina e ouabaína, 

possivelmente não está relacionada à diferença de classe entre esses esteroides, pois 

estudos com a ouabaína (cardenolido) e a bufalina (bufadienolido) demonstraram uma 

modulação de forma semelhante das mesmas citocinas. No modelo de lesão 

pulmonar aguda induzido por LPS e em modelo in vitro, a ouabaína foi capaz de 

reduzir as três citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) (SILVA, 2016; SHAH 

et a., 2011). Em relação a marinobufagina, não há estudos sobre o seu papel na 

inflamação. No entanto, no modelo de edema de pata induzido por carragenina 

utilizando a bufalina, foi observado que esse bufadienolido apresentou a mesma 

capacidade que a ouabaína em reduzir as mesmas citocinas pró-inflamatórias IL-1β, 

IL-6 e TNF-α (WEN et al., 2014). Portanto, de acordo com esses estudos, a diferença 

de classe entre cardenolidos e bufadienolidos, não interferiu no perfil de modulação 

dessas citocinas por esses esteroides. Dessa forma, os resultados encontrados entre 

a marinobufagina e a ouabaína nesse trabalho, pode estar relacionado a outras 

diferenças estruturais. 

A marinobufagina possui número menor de hidroxilas quando comparada com 

a ouabaína, além disso, não possui grupamento açúcar no carbono 3 (C3) e apresenta 

um grupamento epóxido entre C14 e C15 (éter cíclico com três átomos) em sua 

estrutura (TOUZA, 2011). Diante disso, sugere-se que essa distinção estrutural entre 

a marinobufagina e a ouabaína, possa ter acarretado uma sinalização celular através 

de vias diferentes e gerado essa mudança no perfil de modulação dessas citocinas. 

Além disso, é importante notar que a marinobufagina é em torno de 10 vezes menos 

potente que a ouabaína quanto à inibição da Na+/K+-ATPase. Em roedores, foi 

demonstrado que para todas as isoformas da Na+/K+-ATPase presentes em órgãos 

do sistema imunológico (1, 2 e 3), o IC50 para as isoformas 2 e 3 é em torno 

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

abundante, 1, é de 90 μM para a ouabaína enquanto que não foi possível estimar a 



65 
 

da marinobufagina, já que na concentração máxima possível para o experimento de 

inibição enzimática, 100 μM, praticamente não houve inibição (TOUZA, 2011). 

Portanto, propõe-se que tais diferenças de potência/afinidade sejam importantes para 

os diferentes efeitos in vivo observados neste estudo, seja via inibição quanto 

sinalização mediada pela Na+/K+-ATPase.  

A ativação do receptor Toll 2 (TLR2) induz uma cascata de sinalização celular 

que envolve a via das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) e fatores 

de transcrição, como o NF-kB. Esses fatores, através da transcrição gênica, induzem 

a expressão de vários mediadores, incluindo citocinas pró-inflamatórias (PAN et al., 

2017). Sabe-se que a ativação da via ERK1/2 é capaz de estimular a produção das 

citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α (CHEN et al., 2018; TANG et al., 2018) e que a 

marinobufagina demonstrou habilidade em atenuar a atividade dessa quinase, em 

células citotrofoblasticas (UDDIN et al., 2007). Dessa forma, sugere-se que a redução 

das citocinas IL-1β e IL-6 pela ação da marinobufagina demonstrada nesse trabalho, 

possa estar relacionado a atenuação na atividade da MAPK ERK 1/2.  

Durante a fase aguda da inflamação, as células residentes reconhecem o 

antígeno e liberam mediadores, como a interleucina 1β (IL-1β) e o TNF-α. Essas 

citocinas, por sua vez, ativam as células endoteliais a expressarem moléculas de 

adesão, tais como, ICAM-1 e VCAM-1, e também estimulam a produção da IL-6; 

levando ao recrutamento de neutrófilos para o tecido inflamado (ABBAS; LICHTMAN, 

2012; SCHELLER et al., 2011). Dessa forma, a diminuição nos níveis da IL-1β e IL-6 

pela marinobufagina, possivelmente está relacionada com a capacidade desse 

esteroide em reduzir a migração dos neutrófilos para a cavidade peritoneal, observada 

nesse trabalho. 

A peritonite induzida por zimosan representa um modelo de inflamação aguda, 

pela qual desencadeia uma sequência de eventos inflamatórios. A ativação de 

macrófagos residentes, promove a liberação de mediadores que culminam no 

aumento da permeabilidade vascular e da migração leucocitária, principalmente 

neutrofílica. Essas células no sítio inflamado, são capazes de sintetizar diversos 

mediadores envolvidos na inflamação, como as citocinas pró-inflamatórias. Diante 

disso, nossos resultados demonstraram que a marinobufagina foi capaz de atenuar a 

migração celular, pela redução neutrofílica e além disso, diminuir os níveis das 

interleucinas 1β e 6 (IL-1β e IL-6). Portanto, esses dados evidenciam um papel anti-

inflamatório da marinobufagina in vivo.   
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Após a avaliação do efeito da marinobufagina no modelo de peritonite, esse 

esteroide foi analisado em modelo in vitro. Para isso, utilizou-se como base o trabalho 

do nosso grupo: Leite (2012), onde se analisou o papel da ouabaína em cultura de 

macrófagos peritoneais. Adicionalmente, o presente trabalho utilizou as mesmas 

concentrações nanomolares testadas com a ouabaína, a fim de realizar uma 

comparação entre esses esteroides.   

Na cavidade peritoneal, os macrófagos residentes são divididos em duas 

subpopulações: macrófagos peritoneais grandes (CD11b+ F4/80+) e macrófagos 

peritoneais pequenos (CD11b- F4/80- MHC-II+). A subpopulação de macrófagos 

grandes é predominante em condições de homeostasia e desaparecem rapidamente 

após estímulos. A segunda subpopulação, referente aos macrófagos peritoneais 

pequenos, predomina após estimulação. Essas células são derivadas de monócitos 

sanguíneos, nos quais entram na cavidade peritoneal a partir de um estímulo e se 

maturam no peritônio de dois a quatro dias. Por isso, em nossa metodologia, o lavado 

peritoneal é coletado quatro dias depois do estímulo com tioglicolato. Os macrófagos 

peritoneais pequenos controlam infecções, enquanto os macrófagos grandes mantêm 

a fisiologia da cavidade peritoneal (CASSADO; LIMA; BORTOLUCI, 2015).  

Inicialmente, os macrófagos peritoneais foram utilizados para a análise da 

citotoxidade da marinobufagina. Nosso resultado demonstrou que o tratamento desse 

esteroide com o estímulo do zimosan ou não, foi capaz de manter as células viáveis 

em todas as concentrações testadas (Gráfico 3). Esse resultado corrobora nossos 

dados com a ouabaína, no qual esse esteroide também não alterou a viabilidade dos 

macrófagos (LEITE, 2012). Vários estudos demonstram que esteroides cardiotônicos 

em altas concentrações são capazes de induzir apoptose via inibição da Na+/K+-

ATPase. No entanto, em concentrações nanomolares, esses esteroides induzem 

proteção contra a apoptose (DE REZENDE CORREA et al., 2005; FONTANA et al., 

2013; LI et al., 2006). Dessa forma, neste trabalho os efeitos da marinobufagina 

parecem ser independentes de morte celular.  

Após a análise da viabilidade, realizou-se a quantificação dos níveis do óxido 

nítrico e observou-se que o zimosan não foi capaz de estimular a produção desse 

mediador (Gráfico 4). De acordo com a literatura, no modelo de peritonite, esse 

estímulo induz a produção do óxido nítrico pelo aumento da expressão da iNOS 

(CUZZOCREA et al., 1997; TSUDA; HORIO; OSAWA, 2002). No entanto, em estudos 

com cultura de macrófagos foi observado que o zimosan sozinho, não é capaz de 
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estimular os níveis desse mediador. Porém, se o zimosan for adicionado com o IFN-

γ, essas células são capazes de liberar o NO, via aumento da expressão da iNOS 

(ASSREUY et al., 1994; CORREA et al., 2016; WU et al., 2017). Dessa forma, no 

presente trabalho, não foi possível analisar o efeito da marinobufagina nos níveis do 

NO em cultura de macrófagos peritoneais estimuladas apenas com o zimosan. 

O zimosan é reconhecido via receptor toll 2 (TLR2) e detectina-1. Esse 

reconhecimento resulta na ativação de MAPKs, tais como, ERK 1/2 e ativação de 

fatores de transcrição, os quais estimulam a expressão gênica de vários mediadores, 

incluindo as citocinas pró-inflamatórias (PAN et al., 2017). Nossos resultados 

demonstraram que a estimulação com o zimosan foi capaz de aumentar os níveis de 

IL-1β, IL-6 e TNF-α, in vitro. E por sua vez, o tratamento da marinobufagina apenas 

na menor concentração (10 nM) demonstrou habilidade em reduzir as três citocinas 

estimuladas pelo zimosan (Gráfico 5). Dessa forma, esse resultado demonstra que a 

marinobufagina é capaz de modular as citocinas pró-inflamatórias in vitro. Esse efeito 

pode estar relacionado com a capacidade desse esteroide em atenuar a atividade da 

MAPK ERK 1/2, descrita em células citotrofoblasticas (UDDIN et al., 2007).  

O zimosan, nesse modelo in vitro, não foi capaz de estimular os macrófagos 

a produzirem o óxido nítrico. Dessa forma, realizou-se a cultura de macrófagos 

estimulada por lipopolissacarídeo, com a finalidade de analisar o efeito da 

marinobufagina nos níveis do NO. Na literatura é descrito que o LPS é capaz de 

aumentar a produção desse mediador em cultura de macrófagos (XIAOLONG et al., 

2014). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina liberada por bactérias Gram-

negativas. Esse componente está presente na parede celular dessas bactérias e é 

reconhecido pelo receptor do tipo toll 4 (TLR4) na superfície celular dos macrófagos. 

Esta interação LPS-TLR4, resulta na ativação de uma sinalização intracelular através 

principalmente da proteína MyD88 (ADEREM; ULEVITCH, 2000; TAKEDA; AKIRA, 

2005). Essa, por sua vez, leva a ativação da via das proteínas quinases ativadas por 

mitógeno (MAPKs) e translocação de fatores de transcrição, os quais induzem a 

expressão de vários mediadores como, o NO (XIAOLONG et al., 2014). O NO e as 

demais espécies reativas de nitrogênio e oxigênio, possuem papel fisiológico 

importante para o hospedeiro. Esses mediadores estão associados à capacidade 

antimicrobiana dos leucócitos e participam diretamente do processo inflamatório pois, 



68 
 

estão envolvidos em dano celular/tecidual e ativação de diversas vias inflamatórias 

(FARO et al., 2014; HENSLEY; FLOYD, 2002).  

Nossos resultados evidenciaram que o estímulo do LPS aumentou a liberação 

de NO em macrófagos peritoneais. Por sua vez, o tratamento com a marinobufagina 

em todas as concentrações, foi capaz de reduzir a produção desse mediador nos 

macrófagos estimulados por LPS (Gráfico 7). Esse resultado, demonstra que a 

marinobufagina possui capacidade em modular NO in vitro. Dessa forma, sugere-se 

que esse efeito pode estar relacionado à redução na atividade da sintase do óxido 

nítrico induzível (iNOS). No mesmo modelo, Leite (2012) demonstrou que a ouabaína 

não foi capaz de alterar a produção desse mediador. Assim, é sugerido que essa 

diferença na modulação do NO pela marinobufagina e ouabaína, possivelmente está 

relacionada à diferença estrutural existente entre esses dois esteroides.  

Assim como no estímulo do zimosan, nossos resultados evidenciaram que o 

tratamento da marinobufagina com o estímulo do LPS, foi capaz de manter as células 

viáveis em todas as concentrações testadas (Gráfico 6). Esses dados demonstram, 

mais uma vez, que os efeitos da marinobufagina parecem ser independentes de morte 

celular.   

Diante desses dados, em modelo in vitro a marinobufagina evidenciou 

potencial anti-inflamatório, por modular negativamente o óxido nítrico e as citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α. Adicionalmente, nesse modelo foi demonstrado 

que esse esteroide não apresenta atividade citotóxica. 

Como discutido acima, a marinobufagina apresenta potência inibitória sobre a 

Na+/K+-ATPase menor do que a ouabaína. Em geral, os cardenolidos sem a porção 

osídica (agliconas) são menos potentes que aqueles com a porção açúcar 

(PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Entretanto, para os bufadienolidos, que não contém 

porção osídica, há uma gama de potências que vão desde, por exemplo, a bufalina, 

que apresenta potência inibitória comparável à ouabaína, até outros, como a 

marinobufagina, com potência bem menor (TOUZA et al., 2010; TOUZA, 2011; 

PERERA-CORDOVA et al., 2016). Apesar disso, sugere-se que essa potência 

inibitória não tenha influenciado o efeito global, pois a marinobufagina demonstrou 

potencial anti-inflamatório similar ao da ouabaína. Entretanto, as sutis diferenças 

observadas devem ser mais bem investigadas quanto ao seu mecanismo de ação, 

mas parece claro que, pelas concentrações utilizadas neste trabalho, a inibição da 

Na+/K+-ATPase seja menos relevante que a indução de cascatas de sinalização 
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intracelular (HAAS; ASKARI; XIE, 2000; HAAS et al., 2002). Assim, a nossa hipótese 

é que esses esteroides se ligam na bomba e induzam uma cascata de sinalização 

intracelular que culmina na ativação ou atenuação de vias envolvidas no processo 

inflamatório.  

Portanto, este trabalho demonstrou pela primeira vez o papel do esteroide 

cardiotônico marinobufagina no sistema imunológico, evidenciando a sua ação na 

inflamação aguda em modelo in vivo e in vitro. Dessa forma, este estudo contribui para 

o melhor entendimento da função dos esteroides cardiotônicos na fisiologia do corpo 

humano.  
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7 CONCLUSÃO 
 

 

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

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

 

• No modelo de peritonite induzida por zimosan, a marinobufagina reduziu a 

migração de polimorfonucleares para o sítio inflamado e atenuou a produção 

das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6; 

 

• Em cultura de macrófagos peritoneais com o estímulo do zimosan, a 

marinobufagina não apresentou atividade citotóxica e na menor concentração, 

essa substância atenuou os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e 

TNF-α; 

 

• Em cultura de macrófagos peritoneais estimulados pelo LPS, em todas as 

concentrações estudadas, a marinobufagina reduziu a produção do óxido 

nítrico. 

 

Dessa forma, é possível concluir que a marinobufagina possui um papel 

modulador da resposta inflamatória, assim como a ouabaína. E a diferença observada 

em alguns resultados entre os efeitos da marinobufagina e ouabaína, possivelmente 

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

processo inflamatório. 

Fonte: AUTOR, 2018; LEITE, 2012. 
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