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RESUMO 

 

Os esteroides cardiotônicos (ETCs) são compostos conhecidos por se ligarem à Na+/K+-ATPase 

e modular diferentes processos biológicos, incluindo a resposta imunológica. O γ-benzilideno 

digoxina 8 (BD-8) é um ETC sintético que possui atividade imunomoduladora, onde já foi visto 

sua ação reduzindo a atividade fagocítica, níveis de óxido nítrico (NO) e a citocina pró-

inflamatória IL-1β em macrófagos peritoneais murinos. Além disso, o BD-8 também reduziu a 

expressão de iNOS e a fosforilação do NF-κB, ERK e p38, entretanto, ainda são necessários 

mais estudos para elucidar sua ação. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

atividade imunomoduladora do BD-8 em macrófagos peritoneais murino in vitro a partir da 

análise das proteínas Akt, mTOR e Src e in vivo em modelos de edema de pata e lesão pulmonar 

aguda (LPA). Para os testes in vitro, camundongos Swiss albino fêmeas foram previamente 

estimulados com uma injeção intraperitoneal (i.p.) de tioglicolato a 4%. Os macrófagos 

provenientes do lavado peritoneal foram cultivados e estimulados com zimosan (0,2 mg/mL) 

e/ou tratadas com BD-8 (10 µM) por 24 horas, para posterior análise das proteínas Akt, mTOR 

e Src por citometria de fluxo. Para os testes in vivo, no modelo de edema de pata, os 

camundongos foram tratados com injeção (i.p.) do BD-8 (1,12 mg/kg; 0,56 mg/kg e 0,28 

mg/kg) e estimulados com uma injeção intraplantar de carragenina (2,5%), a espessura da pata 

foi quantificada utilizando um paquímetro digital e também foi realizada a análise histológica 

da pata. Já no modelo de LPA, os animais foram estimulados com LPS via instilação nasal (5 

mg/kg) e tratados (i.p.) com o BD-8 (0,56 mg/kg e 0,28 mg/kg) nos tempos de 1, 24 e 48 horas 

após o desafio com LPS, foi realizada a coleta do lavado broncoalveolar (BALF) e realizado o 

esfregaço sanguíneo para as análises. Como resultado, foi visto que o BD-8 modulou 

negativamente as proteínas Akt, mTOR e Src in vitro. Além disso, essa molécula também 

reduziu o edema de pata nas doses de 0,56 mg/kg e 0,28 mg/kg, apresentando maior efeito na 

menor dose testada, esse resultado também foi visto na análise histológica. Já no modelo de 

LPA, o BD-8, na menor dose testada, reduziu a migração celular, e nas doses de 0,56 mg/kg e 

0,28 mg/kg reduziu os neutrófilos no lavado broncoalveolar (BALF). Adicionalmente, a menor 

dose testada também reduziu os níveis de proteínas totais e a citocina pró-inflamatória TNF-α 

no BALF. Na análise histológica do tecido pulmonar foi observado redução das características 

de LPA. O tratamento com o BD-8 não modulou o número de leucócitos sanguíneos, indicando 

ação local do composto no tempo testado. Dessa forma, este trabalho contribui para o 

desenvolvimento de novas substâncias com potencial terapêutico, além de ampliar o 

entendimento sobre a molécula BD-8 e a sua capacidade em modular processos biológicos e 

inflamatórios. 

 

Palavras-chave: Inflamação. Neutrófilos. Lesão Pulmonar Aguda. Edema de Pata. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Cardiotonic steroids (CTS) are compounds known to bind to the Na+/K+-ATPase and modulate 

various biological processes, including the immune response. γ-Benzylidene digoxin 8 (BD-8) 

is a synthetic CTS with immunomodulatory activity. Its action has been shown to reduce 

phagocytic activity, nitric oxide (NO) levels, and the pro-inflammatory cytokine IL-1β in 

murine peritoneal macrophages. Furthermore, BD-8 also reduced iNOS expression and the 

phosphorylation of NF-κB, ERK, and p38; however, further studies are needed to elucidate its 

action. Therefore, the objective of this study was to evaluate the immunomodulatory activity of 

BD-8 in murine peritoneal macrophages in vitro by analyzing Akt, mTOR, and Src proteins and 

in vivo in models of paw edema and acute lung injury (ALI). For in vitro tests, female Swiss 

albino mice were previously stimulated with an intraperitoneal (i.p.) injection of 4% 

thioglycolate. Macrophages from peritoneal lavage were cultured and stimulated with zymosan 

(0.2 mg/mL) and/or treated with BD-8 (10 µM) for 24 hours, for subsequent analysis of Akt, 

mTOR, and Src proteins by flow cytometry. For in vivo tests, in the paw edema model, the mice 

were treated with an i.p. injection of BD-8 (1.12 mg/kg; 0.56 mg/kg, and 0.28 mg/kg) and 

stimulated with an intraplantar injection of carrageenan (2.5%). Paw thickness was quantified 

using a digital caliper, and histological analysis of the paw was also performed. In the ALI 

model, the animals were stimulated with LPS via nasal instillation (5 mg/kg) and treated (i.p.) 

with BD-8 (0.56 mg/kg and 0.28 mg/kg) at 1, 24, and 48 hours after the LPS challenge. 

Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected and a blood smear was performed for 

analysis. As a result, it was seen that BD-8 negatively modulated Akt, mTOR, and Src proteins 

in vitro. Furthermore, this molecule also reduced paw edema at doses of 0.56 mg/kg and 0.28 

mg/kg, showing a greater effect at the lowest dose tested; this result was also seen in the 

histological analysis. In the ALI model, BD-8, at the lowest dose tested, reduced cell migration, 

and at doses of 0.56 mg/kg and 0.28 mg/kg, it reduced neutrophils in bronchoalveolar lavage 

fluid (BALF). Additionally, the lowest dose tested also reduced total protein levels and the pro-

inflammatory cytokine TNF-α in BALF. Histological analysis of lung tissue showed a reduction 

in ALI characteristics. Treatment with BD-8 did not modulate the number of blood leukocytes, 

indicating local action of the compound during the period tested. Therefore, this work 

contributes to the development of new substances with therapeutic potential, in addition to 

expanding the understanding of the BD-8 molecule and its ability to modulate biological and 

inflammatory processes. 

 

Keywords: Inflammation. Neutrophils. Acute Lung Injury. Paw Edema. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esteroides cardiotônicos 

  

Os esteroides cardiotônicos (ECTs) são compostos orgânicos que possuem diferentes 

atividades biológicas, dentre elas, interagir e inibir a Na+/K+-ATPase. Esses esteroides possuem 

sua estrutura básica composta por um resíduo de açúcar, um núcleo esteroidal e um anel de 

lactona insaturado, e a partir disso esses compostos são classificados em cardenolídeos quando 

o anel lactônico apresentar 5 membros e bufadienolídeos quando apresentar 6 membros (Ren 

et al., 2022). 

 

Figura 1. Estrutura dos esteroides cardiotônicos. 

 

Fonte: Adaptado de Ren et al., 2022.  

 

Os cardenolídeos foram inicialmente identificados e isolados de plantas, como a 

ouabaína que foi originalmente isolada da espécie Digitalis purpurea e a digoxina da Digitalis 

lanata (Kelly; Smith, 1994), já os bufadienolídeos foram inicialmente identificados na pele e 

na glândula parótida de anfíbios, como a marinobufagina que foi originalmente isolada do 

veneno do sapo Bufo marinus, atualmente chamado Rhinella marina (Dvela et al., 2007). 

Posteriormente, esses esteroides foram identificados endogenamente em mamíferos, onde 
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foram relatados a presença no plasma, suco biliar, glândula adrenal, placenta e urina (Bagrov; 

Shapiro; Fedorova, 2009). 

O córtex adrenal e o hipotálamo são considerados os principais locais de produção dos 

ECTs endógenos (Bagrov; Shapiro; Fedorova, 2009). O precursor da biossíntese desses 

compostos é o colesterol, desse modo, a sua secreção é influenciada por mediadores como a 

angiotensina II, hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), vasopressina e fenilefrina (Laredo; 

Hamilton; Hamlyn, 1995; Pavlovic, 2020).  

A bomba de sódio e potássio, ou Na+/K+-ATPase, é uma proteína de membrana que 

utiliza a energia da hidrólise do ATP para o transporte ativo de 3 íons de Na+ e 2 íons de K+ 

através da membrana plasmática (Pirahanchi; Jessu; Aeddula, 2023). A Na+/K+-ATPase é 

constituída pelas subunidades α, β e ɣ, sendo a subunidade α a unidade catalítica que possui 4 

isoformas identificadas (α1, α2, α3 e α4), é nela que se encontra o local de interação com os 

ECTs no lado extracelular que atuam inibindo a atividade da bomba (Pessôa et al., 2018). A 

inibição dessa bomba pelos ECTs leva a um efeito inotrópico positivo a partir do aumento na 

concentração de Ca2+ intracelular assim, esses esteroides são utilizados clinicamente no 

tratamento de insuficiência cardíaca (Ren et al., 2022). 

A Na+/K+-ATPase, além da função de bomba iônica, também atua como receptor para 

os ECTs, que se ligam e iniciam uma cascata de sinalização intracelular (Xu et al., 2023). Nesse 

contexto, já foi demonstrado que, em baixas concentrações, os esteroides se ligam à essa bomba 

sem inibir o transporte iônico, mas levando à mudanças conformacionais que levam à ativação 

de várias vias de transdução de sinal que regulam a ativação, crescimento e proliferação celular 

(Rognant et al., 2022; Hafner; Schmiech; Lang, 2021; Kravtsova et al., 2019).  

Além dos ECTs endógenos, foi realizada a semi-síntese dos γ-benzilidenos digoxina 

(BDs), que são esteroides sintetizados a partir da digoxina, visando uma maior especificidade 

de isoforma da Na+/K+-ATPase. Análises in silico demonstraram que as interações nos sítios 

de ligação dos ECTs sintéticos, a BD-4, BD-8 e BD-13 apresentaram uma alta seletividade para 

a isoforma α2, estimulando sua atividade, enquanto a BD-14 e BD-15 mostraram boa 

seletividade para a isoforma α3. Desse modo, foi demonstrado que essa classe de esteroides 

sintéticos possui possibilidade de superar os efeitos colaterais e tóxicos, no âmbito das 

aplicações clínicas, provocados pela ligação dos ECTs em várias isoformas da Na+/K+-ATPase 

(Pessôa et al., 2018). O γ-benzilideno digoxina 8 (BD-8), esteroide cardiotônico utilizado no 

presente trabalho, possui atividade imunomoduladora já demonstrada previamente em 

macrófagos peritoneais (Ferreira et al., 2024). 
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Figura 2. Estrutura química do γ-benzilideno digoxina 8 (BD-8). 

 

 

1.2 Inflamação e esteroides cardiotônicos 

 

Vários estudos já demonstraram o efeito dos esteroides cardiotônicos na inflamação. 

Em modelo de peritonite induzida por zimosan, a ouabaína reduziu o número total de leucócitos 

e das citocinas pró-inflamatórias interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) 

no lavado peritoneal (Leite et al., 2015). Este esteroide também atuou reduzindo o edema de 

pata de camundongo induzido por carragenina, composto 48/80 e zimosan, além de inibir a 

migração celular na peritonite induzida por concanavalina A (De Vasconcelos et al., 2011).  

Na inflamação pulmonar alérgica, o tratamento com a ouabaína reduziu a migração 

celular induzida por ovalbumina, linfócitos CD3+, os níveis das citocinas IL-1β, IL-4, IL-13, 

TNF-α, do fator de crescimento transformador-β (TGF-β) e das alarminas IL-33 e TSLP. Além 

disso, este esteroide também reduziu o nível sérico de imunoglobulina E específica para 

ovalbumina no lavado broncoalveolar e a ativação da MAPK p38 (Galvão et al., 2017; Galvão 

et al., 2022).  

Além disso, em estudos in vitro utilizando células Vero, o tratamento com a ouabaína 

antes e depois da infecção reduziu a replicação viral da cepa brasileira de Zika vírus (Carvalho 

et al., 2022). Esse esteroide também reduziu a infecção por ZIKV em células-tronco neurais e 

progenitoras humanas (hNS/PCs) e em modelo murino de síndrome congênita do Zika, além de 

diminuir os níveis de IL-1β e TNF na placenta de camundongos (Carvalho et al., 2025). 

Estudos demonstraram que a ouabaína também atuou reduzindo a ativação da MAPK 

p38 e a expressão da molécula de adesão CD18 em neutrófilos (Cavalcante-Silva et al., 2021; 

Cavalcante-Silva et al., 2020), além de reduzir a ativação do fator de transcrição NF-κB em 

macrófagos peritoneais (Leite et al., 2015).  
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Adicionalmente, já foi demonstrado a atividade anti-inflamatória de outros esteroides 

cardiotônicos como a marinobufagina que, in vitro, reduziu os níveis das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α, e in vivo, em modelo de peritonite, reduziu a migração de 

células polimorfonucleares e os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6 (Carvalho 

et al., 2019). Um outro esteroide que também apresentou efeito imunomodulador foi a digoxina 

que, em células mononucleares do sangue periférico estimuladas com lipopolissacarídeo de 

Escherichia coli (LPS), reduziu as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-8 (Ihenetu et al., 2008).  

Além disso, estudos já demonstraram os efeitos dos esteroides cardiotônicos em 

diferentes situações de neuroinflamação. Em modelo de Alzheimer, a digoxina reduziu os níveis 

cerebrais de TNF-α e morte neuronal, e a marinobufagina reduziu os níveis da proteína 

precursora amiloide e de IL-6 (Erdogan et al., 2022; Fox et al., 2022). Adicionalmente, outros 

estudos mostraram que a ouabaína também desempenha um papel na neuroinflamação, onde in 

vivo reduz a ativação e consequente translocação do NF-κB, levando à redução na expressão de 

iNOS e IL-1β (Kinoshita et al., 2014) e in vitro reduz a liberação de IL-1β em astrócitos 

estimulados por LPS (Forshammar et al., 2011).  

Em processos infecciosos, foi observado que o esteroide cardiotônico semi-sintético 

BD-15 apresentou atividade bactericida em células infectadas pelo Mycobacterium smegmatis, 

além reduzir os níveis de TNF-α e IL-1β. Esse esteroide também reduziu a expressão do 

complexo proteico citosólico inflamassoma (NLRP3) e aumentou a produção de IL-10 e, 

adicionalmente, reduziu a contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) em células 

infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis (Magalhães et al, 2025). 

Com relação ao BD-8, como visto na figura 3, o esteroide cardiotônico utilizado no 

presente estudo, foi demonstrado sua atividade imunomoduladora in vitro em macrófagos 

peritoneais estimulados com zymosan, onde esse composto reduziu a atividade fagocítica, os 

níveis de óxido nítrico (NO) e a produção de IL-1β, por outro lado, aumentou a produção da 

citocina anti-inflamatória IL-10. Além disso, o BD-8 diminuiu a expressão de iNOS e a 

fosforilação de NF-κB p65, ERK e p38 (Ferreira et al., 2024). Dessa forma, diante do exposto, 

são necessários mais estudos para elucidar e melhor entender a atividade biológica da molécula 

BD-8. 
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Figura 3. Atividade imunomoduladora do BD-8. 

 

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2024. 

 

1.3 Inflamação e o papel dos neutrófilos 

 

O sistema imunológico, entre várias outras funções, possui um papel fundamental no 

reconhecimento e eliminação de microrganismos patogênicos por diferentes processos, como a 

indução da inflamação (Medzhitov, 2021). A inflamação é uma resposta fisiológica que tem 

como característica remover estímulos prejudiciais e iniciar o processo de cicatrização 

ocasionados por fatores como infecção e lesão tecidual (Soliman; Barreda, 2022). 

A inflamação possui duas fases, a aguda e a crônica. A fase aguda é a resposta inicial 

do organismo, nessa fase ocorre a migração de células para o tecido, sendo os principais tipos 

celulares dessa fase os neutrófilos e os macrófagos. Além disso, nessa fase ocorre o 

aparecimento das características do processo inflamatório: rubor, calor, edema, dor e/ou perda 

de função. Se os mecanismos agudos forem desregulados ou insuficientes, se inicia a fase 

crônica, nessa fase, as células predominantes são os linfócitos e macrófagos (Zhang et al., 2022; 

Herrero-Cervera; Soehnlein; Kenne, 2022). 
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A resposta inflamatória é iniciada a partir do reconhecimento de indutores pelos 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLR), 

expressos em leucócitos e outros tipos celulares, sendo esses indutores os padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) e os padrões moleculares associados a danos (DAMPs) (Li; 

Wu, 2021). Desse modo, a ativação desses receptores leva ao início de uma cascata de 

sinalização intracelular que induz a liberação de mediadores químicos como citocinas 

inflamatórias, enzimas e fatores de crescimento, esses estímulos inflamatórios direcionam o 

recrutamento de leucócitos para os tecidos infectados ou danificados (Schoppmeyer; Van Buul, 

2021). 

No processo de migração celular, inicialmente, as células endoteliais são ativadas por 

estímulos inflamatórios e a partir disso, os leucócitos circulantes se aderem de maneira instável 

a proteínas expressas na superfície do endotélio, como as selectinas P e E. A interação entre os 

ligantes dos leucócitos e as selectinas é de baixa afinidade, logo, essas células se ligam e 

desligam do endotélio, processo chamado de rolamento. Após essa etapa, a sinalização das 

quimiocinas faz com que os leucócitos aumentem a afinidade das suas moléculas de adesão, 

com a indução da expressão das integrinas, sendo os principais ligantes de integrinas presentes 

nas células endoteliais a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão 

celular vascular 1 (VCAM1). Desse modo, como mostrado na figura 4, essas células podem se 

aderir fortemente ao endotélio e, posteriormente, ocorrer a diapedese no sítio inflamado, onde 

os leucócitos se estendem através das junções entre células endoteliais para dentro do corpo da 

célula endotelial (Margraf; Lowell; Zarbock, 2022; Filippi, 2019). 

 

Figura 4. Migração de leucócitos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 
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Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares e fagocíticos que constituem a 

primeira linha de defesa do hospedeiro, essas células constituem 50-70% de todos os leucócitos 

circulantes em adultos saudáveis e possuem meia-vida curta de aproximadamente 12-24 horas 

na circulação (Ferreira et al., 2021; Burn et al., 2021). Essas células utilizam vários mecanismos 

para eliminar patógenos, incluindo fagocitose, produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), geração e liberação de moléculas microbicidas após desgranulação e armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) (Burn et al., 2021). 

Além de participar de processos inflamatórios e em infecções microbianas, os 

neutrófilos também participam da resposta imunológica tumoral e estimulam as respostas 

imunológicas adaptativas. Entretanto, essas células também estão envolvidas na 

imunopatologia de muitas doenças inflamatórias, como lesão pulmonar aguda, doença 

pulmonar obstrutiva crônica, artrite e COVID-19 (Grommes; Soehnlein, 2011; Qi et al., 2024; 

Frade-Sosa; Sanmartí, 2023; Borges et al., 2020). 

A lesão pulmonar aguda (LPA) é uma condição inflamatória caracterizada pelo início 

agudo de dano ao tecido pulmonar e disfunção pulmonar originada de insultos infecciosos ou 

estéreis, sendo sua forma mais grave chamada síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA) (Kulkarni et al., 2022). A SDRA possui taxa de mortalidade de cerca de 40% e as 

consequências a longo prazo em pacientes que sobreviveram incluem redução da qualidade de 

vida relacionada à fisiologia pulmonar e saúde mental, como estresse, ansiedade e depressão 

(Mokra, 2020). 

As características típicas da LPA são o acúmulo alveolar de fluido rico em proteínas e 

células imunológicas ativadas devido à ruptura da barreira endotelial pulmonar e aumento da 

permeabilidade vascular, resultando em edema pulmonar com comprometimento da 

oxigenação arterial, levando à insuficiência respiratória (Scozzi et al., 2022; Bezerra et al., 

2023). Tanto na LPA quanto na SDRA, a lesão tecidual desencadeia a transmigração de 

neutrófilos que são ativados e produzem uma variedade de substâncias que exacerbam a 

inflamação, como proteínas plasmáticas edematosas e citocinas pró-inflamatórias, causando 

danos às células alveolares do tipo II produtoras de surfactante e reduzindo a camada de 

surfactante nos alvéolos, resultando em atelectasia alveolar e diminuição da complacência 

pulmonar, piorando as trocas gasosas (Mokra, 2020). 

Os neutrófilos são considerados o principal tipo celular na progressão da LPA e da 

SDRA, o recrutamento dessas células para o pulmão ocorre nos pequenos capilares em uma 

sequência de ativação, sequestro do sangue para o interstício e migração transepitelial para o 

espaço aéreo alveolar (Grommes; Soehnlein, 2011). A partir disso, os neutrófilos ativados 
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liberam mediadores como EROs e NO que em excesso induzem a morte celular e aumentam a 

patogênese da LPA, contribuindo para as manifestações clínicas (Ni et al., 2023). 

 

Figura 5. Fisiopatologia da lesão pulmonar aguda. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

Desse modo, a inflamação é um processo benéfico capaz de estabelecer a homeostase 

do organismo, no entanto, quando descontrolada, a inflamação pode levar ao desequilíbrio 

homeostático e evoluir para doenças crônicas debilitantes (Medzhitov, 2021). 

 

1.3.1 Papel das citocinas pró-inflamatórias 

 

As citocinas são proteínas solúveis secretadas por uma variedade de células, 

principalmente células do sistema imunológico, e participam da resposta imunológica atuando 

como mediadores importantes interferindo em várias funções como proliferação, maturação e 

ativação celular (Liberale et al., 2021). As citocinas podem ser classificadas em fatores de 

necrose tumoral (TNFs), interleucinas (ILs), linfocinas, monocinas, interferons (IFNs), fatores 

estimuladores de colônias (CSFs) e fatores de crescimento transformadores (TGFs) (Liu et al, 

2021). Essas proteínas possuem sua produção em cascata, onde uma citocina estimula suas 

células-alvo a produzirem outras adicionais, além disso, estímulos imunológicos como 
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apresentação de antígenos e atividade fagocitária também levam ao aumento da sua produção 

(Cavaillon, 1994).  

Na inflamação, esses mediadores podem ser classificados em pró-inflamatórios quando 

aumentam e anti-inflamatórios quando diminuem o processo inflamatório. As citocinas IL-1β, 

IL-6 e TNF-α são mediadores que apresentam um perfil imunológico pró-inflamatório e são 

produzidos principalmente por fagócitos, fibroblastos e linfócitos (Wautier; Wautier, 2023). 

Essas citocinas possuem um importante papel na fisiopatologia de algumas doenças, como na 

LPA, doenças cardiovasculares e Alzheimer (Zhang et al., 2023; Zhang; Dhalla, 2023; Rani et 

al., 2024). 

A IL-1β é uma citocina pertencente à família IL-1, sua ativação ocorre através do 

complexo proteico citosólico inflamassoma, o NLRP3, que em resposta a patógenos ativa a 

caspase-1, resultando na clivagem da pró-IL-1β em IL-1β que é secretada e biologicamente 

ativa (Abbate et al., 2020). Na inflamação, essa citocina participa da proliferação, diferenciação 

e apoptose celular (Ferentinos et al., 2021), e em indivíduos saudáveis, sua expressão genética 

é baixa ou ausente, mas aumenta acentuadamente em estados de doença (Abbate et al., 2020). 

A IL-6 é um membro prototípico da família de citocinas IL-6, a transcrição do seu gene 

é induzida por uma variedade de estímulos, como os ligantes do TLR, IL-1, TNF-α e EROs 

(Hirano, 2021). Essa citocina desencadeia respostas específicas do tipo celular, atuando nas 

células-alvo por meio de um receptor específico de interleucina-6 (IL-6R) e está envolvida na 

maioria dos estados inflamatórios (Rose-John, 2022). 

O TNF é produzido primeiramente como uma proteína transmembrana expressa na 

superfície celular, onde continua a residir ou é ativamente clivada pela enzima conversora de 

TNF para produzir uma forma de TNF solúvel (sTNF), que é posteriormente liberado e se liga 

ao receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) ou receptor do fator de necrose tumoral 2 

(TNFR2), se tornando detectável e ativando vias de sinalização relacionadas a atividades de 

sobrevivência, morte e proliferação celular (Souza et al., 2023; Holbrook et al., 2019). 

Diante disso, por estarem aumentadas em processos inflamatórios, doenças infecciosas 

e neoplasias, os níveis sanguíneos das citocinas são amplamente usados como biomarcadores, 

trazendo informações sobre processos fisiológicos e patológicos, corroborando para o 

diagnóstico e tratamento (Liu et al., 2021; Wautier; Wautier, 2023). 

 

1.3.2 Vias de sinalização  
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As respostas celulares no processo inflamatório ocorrem por uma diversidade de 

cascatas de sinalização celulares que comandam todas as atividades das células presentes no 

sítio de inflamação, sendo esse processo regulado por diferentes vias intracelulares que são 

ativadas a partir de estímulos como produtos microbianos e citocinas inflamatórias 

(Schoppmeyer; Van Buul, 2021; Chen et al., 2018). 

A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR é complexa e envolve mais de 150 proteínas, 

essa via cumpre funções em muitos processos celulares essenciais para a homeostase, incluindo 

o ciclo celular, sobrevivência celular, inflamação, metabolismo e apoptose, e a sua desregulação 

é relacionada ao início e à progressão de doenças, como câncer, diabetes e doenças 

cardiovasculares (Sun et al., 2020; Tian; Smit; Jucker, 2023). 

Várias moléculas, incluindo insulina, glicose e muitos fatores de crescimento e citocinas 

podem iniciar a sinalização PI3K/AKT/mTOR. Geralmente, essas moléculas ativam receptores 

tirosina quinases (RTK) e receptores acoplados à proteína G (GPCRs), que subsequentemente 

ativam PI3K para gerar fosfolipídios. A PI3K ativada converte fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

(PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e ativa mais efetores, como a proteína 

quinase B (AKT). A AKT possui duas vias principais de ativação, a via canônica PI3K/AKT, 

onde a quinase-1 dependente de fosfoinositídeo (PDK1) e AKT são recrutadas para a superfície 

interna da membrana celular e PDK1 inicia a fosforilação de AKT1 em Thr30810. E a via 

mediada pelo mTORC2, que interage com o domínio hidrofóbico regulador de AKT para 

fosforilá-lo em Ser47311, e assim, o AKT fosforilado pode fosforilar o mTOR em Ser 2448 

para ativar diretamente o mTORC1 (Miricescu et al., 2020; Sun et al., 2020; Basile et al., 2022). 

Além disso, outra via importante para o recrutamento e ativação de leucócitos é a da 

família da proteína tirosina quinase (PTK) Src, que desempenham um papel crítico na regulação 

da permeabilidade vascular e respostas inflamatórias em células teciduais. Os membros da 

família Src são ativados em resposta à estimulação de uma variedade de receptores de superfície 

celular, como receptores de tirosina quinase, receptores de integrina, receptores acoplados à 

proteína G, e por estresse celular (Li et al., 2022). Além disso, essa proteína interage com outras 

proteínas celulares, como receptores de superfície celular, integrinas, moléculas de adesão, e 

resulta na ativação de outros alvos, onde já foi observada a associação da Src com a via 

PI3K/AKT/mTOR (Raji; Tetth; Amin, 2023). 

A Src fosforila um resíduo de tirosina em sua proteína alvo, e a sua atividade é regulada 

pela autofosforilação de seus próprios resíduos de tirosina. Estudos relataram que Src está 

envolvida no desenvolvimento de células imunológicas, proliferação, adesão, migração, 
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quimiotaxia, fagocitose e sobrevivência, além de promover mudanças na morfologia celular, 

progressão do ciclo celular e transcrição genética (Ortiz et al., 2021; Li et al., 2022). 

 

Figura 6. Vias de sinalização intracelulares. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

 

Como mostrado anteriormente, nosso grupo vem evidenciando o papel modulador dos 

esteroides cardiotônicos na resposta imunológica, pela descrição e caracterização de seu efeito 

anti-inflamatório em diferentes modelos. Esses esteroides modulam negativamente a migração 

de leucócitos para o sítio da inflamação, citocinas pró-inflamatórias, vias de sinalização celular 

envolvidas nesses processos, além de apresentar efeitos bactericidas e antivirais (Carvalho et 

al., 2022 e 2025; Cavalcante-Silva et al., 2020 e 2021; De Vasconcelos et al., 2011; Galvão et 

al., 2017 e 2022; Leite et al., 2015 e 2022; Magalhães, 2025). 

Como citado anteriormente, os estudos prévios com o BD-8 mostraram sua atividade 

imunomoduladora in vitro, a partir da redução da atividade fagocítica, níveis de NO e IL-1β, e 

aumento da IL-10, além da diminuição da expressão de iNOS e a fosforilação de NF-κB p65, 

ERK e p38 (Ferreira et al., 2024), demonstrando ser uma substância com grande potencial anti-
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inflamatório. No entanto, algumas vias de sinalização em modelo in vitro, ainda não foram 

investigadas, assim como estudos in vivo.  Portanto, esse trabalho pretende aprofundar os 

estudos do efeito do BD-8 em macrófagos peritoneais in vitro e em modelos in vivo de edema 

de pata e lesão pulmonar aguda, visando contribuir com novas substâncias com potencial 

terapêutico, além de gerar mais entendimento sobre esse esteroide e a sua capacidade em atuar 

em processos biológicos. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito imunomodulador do BD-8 em macrófagos peritoneais in vitro e em 

processos inflamatórios agudos in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Esse estudo teve como objetivo específico in vitro analisar o efeito do BD-8: 

 

● Nas proteínas Akt, mTOR e Src em cultura de macrófagos peritoneais murino. 

 

3.2.2 Esse estudo teve como objetivos específicos in vivo analisar o efeito do BD-8: 

 

● No edema de pata induzido por carragenina; 

● Na migração de leucócitos encontrados no lavado broncoalveolar em modelo de lesão 

pulmonar aguda; 

● No percentual de leucócitos do sangue em modelo de lesão pulmonar aguda; 

● No tecido pulmonar em modelo de lesão pulmonar aguda; 

● Na produção de proteínas totais em modelo de lesão pulmonar aguda; 

● Nos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α em modelo de lesão pulmonar 

aguda. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 
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Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss albino fêmeas 

fornecidos pelo Biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da Paraíba. Os animais 

foram mantidos com livre acesso a água e dieta controlada à base de ração em uma sala com 

temperatura de 21±1°C e ciclos claro/escuro de 12 horas, manuseados conforme os protocolos 

(nº 9923131223 e 5274120522) aprovados pela Comissão de Ética do Uso de Animais (CEUA) 

da UFPB (ANEXO I e II). 

 

4.2 Obtenção do esteroide cardiotônico γ-benzilideno digoxina 8 (BD-8) 

 

A molécula a ser avaliada neste trabalho (BD-8) foi sintetizada a partir de modificações 

químicas da digoxina pelo Laboratório de Síntese Orgânica e Nanoestrutura da Universidade 

Federal de São João del-Rei, coordenado pelo Prof. Dr. José Augusto Ferreira Perez Villar 

digoxina (Pessôa et al., 2018).  

 

4.3 Experimento in vitro 

 

4.3.1 Preparação do BD-8 para o teste in vitro 

 

A amostra de BD-8 foi solubilizada em DMSO na concentração de 5 mg/mL e foram 

realizadas diluições sucessivas com meio de cultura RPMI-1640 Medium (1X) (Gibco) para 

obtenção da concentração de BD-8 testada (10 μM), essa concentração foi escolhida por ter 

demonstrado maior redução de NO e IL-1β em trabalhos anteriores (Ferreira et al., 2024). 

 

4.3.2 Cultura de macrófagos peritoneais 

 

Para a realização da cultura de macrófagos peritoneais, os animais foram previamente 

estimulados com uma injeção intraperitoneal de tioglicolato (2 mL) (Sigma-Aldrich) a 4%. No 

quarto dia após esse procedimento, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e 

foi realizado o lavado peritoneal, que consiste em uma injeção de 5 mL de meio de cultura 

RPMI-1640 Medium (1X) (Gibco) gelado na cavidade peritoneal e, em seguida, aspiração com 

seringa. A suspensão de células obtida a partir da lavagem peritoneal foi centrifugada a 350 rcf, 

durante 5 minutos, a 4 °C e, em uma alíquota, foi realizada a contagem celular pelo teste de 

exclusão com o corante azul de tripan sob câmara de Neubauer.  
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Após isso, as células peritoneais foram semeadas em placas de 6 poços a uma 

concentração de 1,5x106. Em seguida, as placas foram incubadas por 2 horas com meio de 

cultura RPMI-1640 Medium (1X) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa 

de CO2 (atmosfera de 5% de CO2 a 37°C), após esse período, foi realizada a lavagem do poço 

para remoção das células não aderentes, e após isso, as células foram estimuladas com zimosan 

(ZIM) na concentração de 0,2 mg/mL e/ou tratadas com o esteroide cardiotônico BD-8 (10 µM) 

no mesmo tempo (Ferreira et al., 2024). Posteriormente, as células foram incubadas novamente 

em estufa de CO2 por 24 horas para em seguida serem submetidas ao protocolo abaixo. 

 

Figura 7. Esquema representativo do protocolo experimental de cultura de macrófagos 

peritoneais. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.3.3 Análise da expressão de moléculas intracelulares por citometria de fluxo 

 

Para a análise das moléculas intracelulares, o sobrenadante das placas de 6 poços foi 

removido, seguido da adição de 1,5 mL de PBS gelado. As placas foram então mantidas no gelo 

por 40 minutos. Em seguida, as células foram cuidadosamente desprendidas da placa com o 

auxílio de um espalhador de células (scraper) e transferidas para microtubos tipo eppendorf. 

Os tubos foram centrifugados a 210 rcf, por 5 minutos, a 4 °C. Após isso, foi retirado 1 mL do 
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sobrenadante, homogeneizado o pellet e transferido para uma placa de fundo U. A placa foi 

então centrifugada, e o sobrenadante foi descartado para o bloqueio com o anticorpo anti-

CD16/CD32 por 10 minutos no gelo. Posteriormente, as células foram fixadas com tampão de 

fixação (Fixation Buffer - BD Biosciences) e incubadas em estufa de CO2 por 30 minutos 

(atmosfera de 5% de CO2 a 37°C), permeabilizadas com tampão de permeabilização por 30 

minutos no gelo (Perm Buffer III - BD Biosciences) e marcadas separadamente, mediante as 

instruções de cada fabricante, com o anticorpo anti-p-Akt, anti-p-mTOR e anti-p-Src por 30 

minutos no gelo. Após a marcação, as células foram homogeneizadas e transferidas para tubos 

de citometria contendo solução salina tamponada (Staining Buffer - BD Biosciences) para 

posterior leitura em citômetro de fluxo (BD FACSCANTO II).  

 

Figura 8. Esquema representativo do protocolo experimental de citometria de fluxo. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4 Experimentos in vivo 

 

4.4.1 Preparação do BD-8 para os testes in vivo 

 

Para a realização dos testes in vivo, uma solução estoque de BD-8 foi preparada na 

concentração de 5 mg/mL e diluída em salina nas diferentes doses utilizadas, conforme 

previamente estabelecido para a ouabaína na dose de 0,56 mg/kg. Por ser o primeiro teste in 

vivo com o BD-8, foram testadas três doses, sendo elas o dobro (1,12 mg/kg), a mesma (0,56 

mg/kg) e a metade (0,28 mg/kg) da dose utilizada in vivo com ouabaína (De Vasconcelos et al., 

2011; Ferreira et al., 2024; Galvão et al., 2022). 
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4.4.2 Modelo de edema de pata 

 

Os camundongos foram tratados com injeções intraperitoneais (i.p.) de BD-8 e 

indometacina (droga padrão) 1 hora antes da injeção intraplantar de carragenina (2,5%) 

solubilizada em 20 μL de PBS na pata traseira direita e 20 μL de PBS na pata traseira esquerda. 

A espessura da pata foi quantificada antes (0 hora) e em intervalos de 1, 2, 3, 4 e 6 horas 

utilizando um paquímetro digital. A medição foi feita pela diferença entre a pata traseira direita 

e a pata traseira esquerda (De Vasconcelos et al., 2011).  

Como mostrado na tabela 1, os animais foram divididos em nove grupos experimentais: 

Controle (CTR); BD-8 1,12 mg/kg; BD-8 0,56 mg/kg; BD-8 0,28 mg/kg; Carragenina 2,5%; 

BD-8 1,12 mg/kg + Carragenina; BD-8 0,56 mg/kg + Carragenina; BD-8 0,28 mg/kg + 

Carragenina e Indometacina 10 mg/kg + Carragenina.  
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Tabela 1. Grupos experimentais utilizados no modelo in vivo de edema de pata. 

 

 

 

 

 

 

Grupos Tratamento (i.p.) 500 μL Injeção intraplantar 20 μL 

CTR - PBS 

Carragenina 2,5% - Carragenina 2,5% 

BD-8 1,12 mg/kg BD-8 1,12 mg/kg PBS 

BD-8 0,56 mg/kg BD-8 0,56 mg/kg PBS 

BD-8 0,28 mg/kg BD-8 0,28 mg/kg PBS 

BD-8 1,12 mg/kg  

+ Carragenina 

BD-8 1,12 mg/kg Carragenina 2,5% 

BD-8 0,56 mg/kg  

+ Carragenina 

BD-8 0,56 mg/kg Carragenina 2,5% 

BD-8 0,28 mg/kg 

+ Carragenina 

BD-8 0,28 mg/kg Carragenina 2,5% 

Indometacina 10 mg/kg  

+ Carragenina 

Indometacina 10 mg/kg Carragenina 2,5% 
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Figura 9. Esquema representativo do protocolo experimental de edema de pata induzida por 

Carragenina. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.3 Análise histológica da pata 

 

Após 6 horas de edema induzido por carragenina, os animais foram eutanasiados, e as 

amostras das patas foram coletadas para análise histológica. Inicialmente, as patas foram 

embebidas em uma solução fixadora de formalina tamponada por 24 horas. Após isso, as patas 

foram mantidas por 1 mês em uma solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para 

descalcificação do material. Em seguida, as amostras foram identificadas individualmente em 

cassetes e lavadas em água corrente por  24 horas para retirada do excesso de fixador.  

Posteriormente, as amostras foram submetidas à desidratação em álcool etílico nas 

concentrações de 70, 80, 90 e 100%, por 30 minutos cada. Após a desidratação, as amostras 

foram submetidas à diafanização com xilol I (xileno) e xilol II (xileno) por 30 minutos cada. 

Em seguida, os cassetes foram imersos em parafina líquida I e II por 1 hora cada para infiltração 

das amostras. Após isso, os tecidos foram incluídos em moldes com parafina.  

Os blocos resultantes foram seccionados em cortes de 5 μm de espessura utilizando 

micrótomo (LEICA, SP Labor 300). Os cortes foram colocados em banho-maria (35 - 40°C), e 

após 1 minuto, montadas em lâminas de vidro para microscopia, em seguida, as amostras nas 

lâminas foram desparafinizadas com xilol I e xilol II por 10 minutos cada, hidratadas com álcool 

etílico nas concentrações de 100, 90, 80 e 70% e água destilada por 5 minutos cada e, após a 

secagem, as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Barung et al., 2021). As 

alterações histológicas foram avaliadas por observador cego quanto ao grupo experimental e 

foram analisados, em aumento de 400x, 20 campos aleatórios por animal. 
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Figura 10. Esquema representativo do protocolo experimental de histologia da pata. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.4 Modelo de lesão pulmonar aguda (LPA) 

 

Para a indução do modelo de LPA, os animais foram pesados e anestesiados com uma 

solução anestésica de xilasina + cetamina, via intramuscular (i.m.), e receberam por instilação 

nasal, 40 µL de uma solução de LPS na dose de 5 mg/kg solubilizada em PBS (Xavier et al., 

2019). 

Como mostrado na tabela 2, os animais foram divididos em sete grupos experimentais: 

Controle (CTR); BD-8 0,56 mg/kg; BD-8 0,28 mg/kg; LPS; BD-8 0,56 mg/kg + LPS; BD-8 

0,28 mg/kg + LPS e Dexametasona (DEXA) 5 mg/kg + LPS. A dose de DEXA utilizada foi 

baseada em estudos anteriores onde foi utilizada essa substância como droga-padrão da LPA 

(Gadelha et al., 2024). Os grupos BD-8 e DEXA foram tratados nos tempos de 1 hora, 24 e 48 

horas após o desafio com LPS através de injeções (i.p.) contendo 500 μL das substâncias. 
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Tabela 2. Grupos experimentais utilizados no modelo in vivo de LPA. 

 

Figura 11. Esquema representativo do protocolo experimental de lesão pulmonar aguda 

induzida por LPS. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

 

 

Grupos Desafio (i.n.) 40μL Tratamento (i.p.) 500 μL 

CTR Salina - 

LPS LPS 5 mg/kg - 

BD-8 0,56 mg/kg Salina BD-8 0,56 mg/kg 

BD-8 0,28 mg/kg Salina BD-8 0,28 mg/kg 

LPS + BD-8 0,56 mg/kg LPS 5 mg/kg BD-8 0,56 mg/kg 

LPS + BD-8 0,28 mg/kg LPS 5 mg/kg BD-8 0,28 mg/kg 

LPS + DEXA 5 mg/kg LPS 5 mg/kg Dexametasona 5 mg/kg 
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4.4.5 Coleta do lavado broncoalveolar (BALF) 

 

O BALF dos animais foi coletado 72 horas após o desafio com LPS. Após a eutanásia, 

a traqueia dos animais foi exposta e realizada a administração de 1,5 mL de PBS gelado 

utilizando um cateter (Jelco 20G) acoplado a uma seringa. Após 1 minuto, o líquido foi aspirado 

com a mesma seringa e transferido para tubos tipo eppendorfs. As amostras foram armazenadas 

em gelo para preservar a viabilidade celular.  

O exsudato coletado foi centrifugado a 210 rcf por 5 minutos a 4 ºC. Após isso, os 

sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20 ºC. As células presentes nos pellets foram 

diluídas em azul de Turk (0,01% de cristal violeta em 3% de ácido acético) na proporção de 1:1 

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. 

 

4.4.6 Contagem diferencial de células do BALF 

 

Para contagem diferencial das células, 250 μL da suspensão de células do BALF foram 

centrifugadas na citocentrífuga do tipo citospin a 1500 rpm por 10 minutos. As lâminas obtidas 

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

realizada por microscopia óptica, utilizando a objetiva de imersão (100X), e cada lâmina foi 

percorrida até a contagem de 100 células. As células mononucleares e polimorfonucleares 

foram identificadas segundo a coloração e características morfológicas. 
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Figura 12. Esquema representativo do protocolo experimental de contagem total e 

diferencial. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.7 Contagem de esfregaço sanguíneo 

 

O sangue dos animais foi coletado pela cauda para a confecção do esfregaço sanguíneo. 

As lâminas obtidas foram fixadas e coradas pelo método panótico rápido. A contagem de 

monócitos, linfócitos e neutrófilos foi realizada por microscopia óptica, utilizando a objetiva de 

imersão (100X), e cada lâmina foi percorrida até a contagem de 100 células. 

 

Figura 13. Esquema representativo do protocolo experimental de esfregaço sanguíneo. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.8 Análise histológica do tecido pulmonar 
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Após 72 horas da indução da lesão pulmonar aguda por LPS, os animais foram 

eutanasiados, e os pulmões foram coletados para análise histológica. Inicialmente, os pulmões 

foram embebidos em uma solução fixadora de formalina tamponada por 24 horas. Após isso, 

as amostras foram identificadas individualmente em cassetes e lavadas em água corrente por 24 

horas para retirada do excesso de fixador.  

Posteriormente, as amostras foram submetidas à desidratação em álcool etílico nas 

concentrações de 70, 80, 90 e 100%, por 30 minutos cada. Após a desidratação, as amostras 

foram submetidas à diafanização com xilol I (xileno) e xilol II (xileno) por 30 minutos cada. 

Em seguida, os cassetes foram imersos em parafina líquida I e II por 1 hora cada para infiltração 

das amostras. Após isso, os tecidos foram incluídos em moldes com parafina.  

Os blocos resultantes foram seccionados em cortes de 5 μm de espessura utilizando 

micrótomo (LEICA, SP Labor 300). Os cortes foram colocados em banho-maria (35 - 40°C), e 

após 1 minuto, montadas em lâminas de vidro para microscopia, em seguida, as amostras nas 

lâminas foram desparafinizadas com xilol I e xilol II por 10 minutos cada, hidratadas com álcool 

etílico nas concentrações de 100, 90, 80 e 70% e água destilada por 5 minutos cada e, após a 

secagem, as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Barung et al., 2021). 

As alterações histológicas foram avaliadas por observador cego quanto ao grupo 

experimental, utilizando-se os critérios recomendados pela American Thoracic Society (ATS, 

2011). Foram analisados, em aumento de 400x, 20 campos aleatórios por animal, considerando-

se os seguintes parâmetros: (i) neutrófilos no espaço alveolar, (ii) neutrófilos no septo alveolar, 

(iii) membranas hialinas, (iv) detritos celulares/material proteico intra-alveolar e (v) 

espessamento septal. O score final foi calculado por meio da fórmula ponderada proposta pela 

ATS. 

 

Score LPA = (20×A) + (14×B) + (7×C) + (7×D) + (2×E)   

número de campos analisados  

 

Onde:  

A = neutrófilos no espaço alveolar 

B = neutrófilos no septo alveolar 

C = membranas hialinas 

D = detritos celulares / material proteico intra-alveolar 

E = espessamento do septo alveolar 
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Sistema de pontuação (score): cada parâmetro foi avaliado em score ordinal (0 = ausente, 1 = 

discreto, 2 = moderado, 3 = intenso), em campos escolhidos de forma sistemática. 

 

Figura 14. Esquema representativo do protocolo experimental de histologia do tecido 

pulmonar. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.9 Dosagem de proteínas totais do BALF 

 

Para a determinação das proteínas totais, o BALF coletado foi centrifugado (210 rcf por 

5 minutos a 4 ºC) e a partir do sobrenadante obtido foi realizado o método colorimétrico do 

vermelho de pirogalol (Kit Sensiprot REF 36-50 - Labtest). O vermelho de pirogalol reage com 

o molibdato de sódio formando um complexo que, quando combinado com a proteína em meio 

ácido, resulta em um cromóforo azul. A leitura foi realizada utilizando um leitor de placa a 600 

nm.  
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Figura 15. Esquema representativo do protocolo experimental de dosagem de proteínas totais. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

 

4.4.10 Ensaio imunoenzimático para dosagem das citocinas IL-6 e TNF-α do BALF 

 

Para a dosagem das citocinas IL-6 (eBioscience) e TNF-α (Wuhan USCN Business 

Co.), o BALF coletado foi centrifugado (210 rcf por 5 minutos a 4 ºC) e a partir do sobrenadante 

obtido foi realizado o ensaio imunoenzimático (ELISA) do tipo sanduíche, de acordo com as 

informações do fabricante. Inicialmente, as placas de ELISA foram sensibilizadas com os 

anticorpos de captura anti-IL-6 e anti-TNF-α, após esse período, os sítios inespecíficos foram 

bloqueados com a solução de bloqueio. Posteriormente, foram adicionadas as amostras de 

sobrenadantes a serem analisadas e, após isso, o anticorpo de detecção referente a cada citocina 

foi adicionado. Após isso, o complexo enzimático avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi 

adicionado e posteriormente foi adicionada a solução substrato contendo tetrametilbenzidina 

(TMB), após 15 minutos essa reação foi interrompida com a solução de parada e realizada a 

leitura em leitor de placa a 450 nm. 
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Figura 16. Esquema representativo do protocolo experimental de ensaio imunoenzimático 

(ELISA) do tipo sanduíche. 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 

4.5 Análises estatísticas 

 

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m) e o foi realizado a 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 9 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, US) e para a análise dos dados obtidos no citômetro de fluxo foi 

utilizado o Software FlowJo versão 10. 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Resultados in vitro 

 

5.1.1 Efeito do BD-8 nas vias Akt, mTOR e Src 

 

Como mostrado na figura 17, nos gráficos A, B e C, o grupo zimosan (ZIM) induziu um 

aumento significativo na ativação das proteínas Akt, mTOR e Src. Este dado está representado 

pela maior porcentagem de células positivas para a fosforilação dessas proteínas após o 

estímulo, em comparação ao grupo controle (CTR). O tratamento isolado do BD-8 na 
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concentração de 10 µM não apresentou modulação significativa em relação ao grupo CTR. 

Entretanto, nas células estimuladas com o ZIM e tratadas com o BD-8, na concentração de 10 

µM, foi observado redução na fosforilação das proteínas Akt (26%) (Figura 17A), mTOR (38%) 

(Figura 17B) e Src (24%) (Figura 17C) em comparação ao grupo apenas estimulado com ZIM. 

 

Figura 17. Efeito do BD-8 nas proteínas Akt, mTOR e Src em macrófagos peritoneais. 

 

 

Legenda: Macrófagos peritoneais estimulados com zimosan. A. p-Akt+. B. p-mTOR+. C. p-Src+. Os dados 

numéricos são apresentados como média ± epm, com n=5 e analisados por meio de análise de variância (ANOVA) 

unidirecional, seguida de pós-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relação ao grupo controle; *p<0,05, 

significativo em relação ao grupo zimosan. CTR: Controle; BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; ZIM: Zimosan.  
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5.2 Resultados in vivo 

 

5.2.1 Efeito do BD-8 no edema de pata induzido por carragenina 

 

Como mostrado na figura 18 (A, B), a carragenina promoveu aumento significativo do 

edema de pata em comparação com o grupo CTR. O tratamento com BD-8 nas doses de 0,56 

mg/kg e 0,28 mg/kg preveniu o edema da pata, onde a dose de 0,56 mg/kg apresentou maior 

redução em 6 horas (40,5%). No entanto, o efeito mais significativo foi observado na dose mais 

baixa de BD-8 0,28 mg/kg em 5 horas, com uma redução da inflamação de 76,8%, sendo esse 

efeito maior do que a redução ocasionada pela droga-padrão indometacina (52,4%). Por outro 

lado, a dose de BD-8 a 1,12 mg/kg não inibiu o edema.  

Na análise histológica (figura 18B), é possível observar que o grupo carragenina 

apresentou formação de edema (representado por b) em comparação ao grupo CTR. Por outro 

lado, os animais tratados com indometacina e BD-8 0,28 mg/kg apresentaram diminuição do 

edema em comparação ao grupo carragenina. 

 

Figura 18. Efeito do BD-8 no edema de pata induzido por carragenina em camundongo. 
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Legenda: Edema de pata induzido por carragenina. A. Curva dose-resposta. B. Imagens representativas da pata de 

camundongos para cada grupo de tratamento coradas por HE. Os dados numéricos são apresentados como média 

± epm, com n=5 e analisados por meio de análise de variância (ANOVA) unidirecional, seguida de pós-teste de 

Tukey. * p<0,05, significativo em relação ao grupo carragenina. BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; CARG: 

Carragenina; INDO: Indometacina; b: Formação do edema. 

 

5.2.2  Efeito do BD-8 na migração de células totais e diferenciais durante a LPA induzida por 

LPS  

 

Como mostrado na figura 19A, a administração de LPS promoveu aumento significativo 

no número de leucócitos totais no BALF em comparação ao grupo CTR. O tratamento com o 

BD-8 sem estímulo do LPS nas doses de 0,28 e 0,56 mg/kg não provocou diferença significativa 

em relação ao grupo CTR. Por outro lado, nos animais com LPA tratados com BD-8 na menor 

dose de 0,28 mg/kg foi observado redução do número de leucócitos totais em 49%. Os animais 

tratados com a dexametasona apresentaram redução de 82% na migração celular. 

Na contagem de células diferenciais, foi observado que o LPS promoveu a migração de 

células polimorfonucleares e mononucleares para a região bronco-alveolar. O tratamento com 

o BD-8 sem estímulo do LPS nas doses testadas manteve-se semelhante ao grupo CTR. Nos 

animais com LPA tratados com o BD-8 houve uma redução de 50% e 44,8% na migração de 

polimorfonucleares nas doses de 0,28 mg/kg e 0,56mg/kg, respectivamente. Os animais tratados 

com a dexametasona também apresentaram redução (79%) na migração desse tipo celular 

(figura 19B). Entretanto, os tratamentos com o BD-8 não modularam a migração de células 

mononucleares (figura 19C). 
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Figura 19. Efeito do BD-8 na migração de células totais e diferenciais durante a LPA 

induzida por LPS em camundongo. 

 

 

Legenda: Número de leucócitos no lavado broncoalveolar de camundongos com LPA. A. Número de leucócitos 

totais. B. Número de leucócitos polimorfonucleares. C. Número de leucócitos mononucleares. Os dados numéricos 

são apresentados como média ± epm, foram realizados quatro experimentos independentes e analisados por meio 

de análise de variância (ANOVA) unidirecional, seguida de pós-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relação 

ao grupo controle; * p<0,05, significativo em relação ao grupo LPS. CTR: Controle; BD-8: γ-Benzilideno 

Digoxina 8; DEXA: Dexametasona. 
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5.2.3 Efeito do BD-8 nos leucócitos na circulação sanguínea durante a LPA induzida por LPS  

 

O grupo LPA apresentou, no sangue, aumento significativo do percentual de neutrófilos 

(figura 20A) com diminuição de linfócitos (figura 20B) quando comparados ao grupo CTR. 

Entretanto, nos animais com LPA tratados com o BD-8 e dexametasona não houve alteração do 

percentual desses leucócitos circulantes em comparação ao grupo LPA. Com relação aos 

monócitos, não houve alteração significativa em nenhum dos grupos. 
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Figura 20. Efeito do BD-8 nos leucócitos na circulação sanguínea durante a LPA 

induzida por LPS em camundongo. 

 

 

Legenda: Número de leucócitos na circulação sanguínea de camundongos com LPA. A. Porcentagem de 

neutrófilos. B. Porcentagem de linfócitos. C. Porcentagem de monócitos. Os dados numéricos são apresentados 

como média ± epm, foram realizados quatro experimentos independentes e analisados por meio de análise de 

variância (ANOVA) unidirecional, seguida de pós-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relação ao grupo 

controle. CTR: Controle; BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; DEXA: Dexametasona. 
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5.2.4 Efeito do BD-8 no tecido pulmonar durante a LPA induzida por LPS 

 

A análise do efeito do BD-8 no tecido pulmonar foi realizada na dose de 0,28 mg/kg por 

ter sido a dose que reduziu a migração de células totais no BALF e que apresentou melhor 

redução do número de células polimorfonucleares. 

 Como é possível observar na figura 21, nos animais do grupo CTR, o parênquima 

pulmonar apresentou arquitetura preservada, com alvéolos bem aerados, septos delgados e 

mínima presença de células inflamatórias no interstício, com score histológico médio de 0,14 

± 0,3 confirmando a integridade do parênquima pulmonar e a ausência de lesão aguda. 

Os animais tratados apenas com BD-8 não apresentaram alterações histopatológicas 

compatíveis com LPA, foi observado parênquima pulmonar com arquitetura preservada, septos 

alveolares delgados, escassa infiltração inflamatória e ausência de deposição significativa de 

material proteico intra-alveolar, com score médio de 33,8 ± 14,8 (figura 21A, B). 

Por outro lado, os animais do grupo LPS apresentaram espessamento difuso dos septos 

alveolares, congestão vascular e infiltrado inflamatório predominantemente neutrofílico, tanto 

no interstício quanto no espaço alveolar. Além disso, verificou-se a presença de edema 

interalveolar, áreas focais de hemorragia e formação de membranas hialinas recobrindo a 

superfície dos alvéolos, resultando em um score médio de 130,4 ± 7,7 (figura 21A, B). 

Nos animais com LPA tratados com BD-8, foi possível observar espessamento septal 

moderado, presença de infiltrado neutrofílico difuso e acúmulo de material proteico intra-

alveolar. Membranas hialinas estavam presentes, mas de forma menos extensa em relação ao 

grupo LPA, resultando em um score médio de 63,2 ± 1,1 (figura 21A, B). 

Os animais com LPA tratados com dexametasona apresentaram atenuação da LPA em 

relação ao grupo LPS, caracterizada por infiltrado neutrofílico moderado, espessamento septal 

discreto e exsudato proteico intra-alveolar limitado. Membranas hialinas foram pouco 

frequentes e de distribuição focal, enquanto a hemorragia mostrou-se mínima, com score médio 

de 39,6 ± 7,7 (figura 21A, B). 
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Figura 21. Efeito do BD-8 no tecido pulmonar durante a LPA induzida por LPS em 

camundongo. 
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Legenda: Efeito do BD-8 no tecido pulmonar durante a LPA. A. Score de LPA. B. Imagens representativas do 

tecido pulmonar da região alveolar coradas por HE. C. Imagens representativas do tecido pulmonar da região 

peribronquiolar e perivascular coradas por HE. n=3. CTR: Controle; BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; DEXA: 

Dexametasona. BR = bronquíolo, VS = vaso sanguíneo, AL = alvéolos pulmonares. 

 

5.2.5 Efeito do BD-8 nos níveis de proteínas totais durante a LPA induzida por LPS  

 

Os animais com LPA apresentaram aumento significativo de proteínas no BALF quando 

comparados ao grupo CTR. O tratamento com o BD-8 sem estímulo do LPS não promoveu 

alteração dos níveis de proteínas em relação ao grupo CTR. Por outro lado, os tratamentos com 

o BD-8 e dexametasona nos animais com LPA diminuíram 27% e 64%, respectivamente, os 

níveis de proteínas totais no BALF em relação aos animais com LPA (figura 22).  

 

Figura 22. Efeito do BD-8 nos níveis de proteínas totais durante a LPA induzida por 

LPS em camundongo. 

 

Legenda: Quantificação de proteínas totais do BALF. Os dados numéricos são apresentados como média ± epm, 

com n=4 e analisados por meio de análise de variância (ANOVA) unidirecional, seguida de pós-teste de Tukey. # 

p<0,05, significativo em relação ao grupo controle; * p<0,05, significativo em relação ao grupo LPS. CTR: 

Controle; BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; DEXA: Dexametasona. 

 

5.2.6 Efeito do BD-8 nos níveis de citocinas pró-inflamatórias durante a LPA induzida por LPS  
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Os animais com LPA apresentaram aumento dos níveis das citocinas IL-6 (97,8%) e 

TNF-α (91,3%) em relação ao grupo CTR. O tratamento com o BD-8 sem estímulo do LPS não 

promoveu alteração dos níveis das citocinas em relação ao grupo CTR. O tratamento com BD-

8 não alterou os níveis de IL-6 (figura 23A), por outro lado, reduziu TNF-α em 57,6% (figura 

23B). Os animais com LPA tratados com dexametasona reduziram IL-6 e TNF-α em 91,4% e 

90,5%, respectivamente.  

 

Figura 23. Efeito do BD-8 nos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α 

durante a LPA induzida por LPS em camundongo. 

 

Legenda: Quantificação de citocinas pró-inflamatórias do BALF. A. IL-6. B. TNF-α.Os dados numéricos são 

apresentados como média ± epm, com n=4 e analisados por meio de análise de variância (ANOVA) unidirecional, 

seguida de pós-teste de Tukey. # p<0,05, significativo em relação ao grupo controle; * p<0,05, significativo em 

relação ao grupo LPS. CTR: Controle; BD-8: γ-Benzilideno Digoxina 8; DEXA: Dexametasona. 

 

6. DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho faz parte de um projeto amplo que possui o objetivo de elucidar os 

efeitos biológicos de novas BDs semi-sintetizadas por colaboradores, contribuindo para o 

desenvolvimento de novos fármacos, com um melhor efeito biológico e menor toxicidade. 

Diversos trabalhos demonstraram o potencial dos ECTs como compostos imunomoduladores 

(Carvalho et al., 2022 e 2025; Cavalcante-Silva et al., 2020 e 2021; De Vasconcelos et al., 
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2011; Galvão et al., 2017 e 2022; Leite et al., 2015; Magalhães, 2025), assim como os efeitos 

anti-inflamatórios do BD-8 in vitro (Ferreira et al., 2024). No entanto, ainda não foram 

realizados estudos in vivo com esta molécula. Dessa forma, o presente trabalho avaliou pela 

primeira vez o papel desse esteroide em processos inflamatórios agudos in vivo. 

Os macrófagos teciduais desempenham um importante papel na homeostase e no 

processo inflamatório. A inflamação pode alterar o subtipo dos macrófagos para os perfis M1 

(inflamatório) ou M2 (anti-inflamatório), sendo prevalente o perfil M1 em processos 

inflamatórios agudos, lesões teciduais e presença de microrganismos. Por outro lado, os 

macrófagos de perfil M2 estão mais presentes em processos de restauração da homeostase 

(Mamilos et al., 2023). Os macrófagos são derivados de monócitos da circulação e demoram 

cerca de dois a quatro dias para maturar no peritônio, diante disso, foi utilizada a injeção 

intraperitoneal de tioglicolato como agente elicitador. Este estímulo tem a vantagem de recrutar 

células para o peritônio, sem aumentar a atividade microbicida dos macrófagos. Com isso, esse 

estímulo ocasiona o aumento do número de leucócitos na cavidade peritoneal, atingindo o maior 

número de macrófagos no quarto dia após a injeção (Leijh et al., 1984). 

O zimosan é um polissacarídeo derivado da parede celular do fungo Saccharomyces 

cerevisiae, esse composto é utilizado em modelo de inflamação por induzir as características 

da inflamação aguda (Cash; White; Greaves, 2009). As partículas de zimosan são reconhecidas 

através do estímulo de receptores de reconhecimento imunológico inato Toll tipo 2 (TLR2) e 

Toll tipo 6 (TLR6), sendo esse estímulo suficiente para estimular a sinalização inflamatória que 

inclui Akt, mTOR e Src, proteínas envolvidas na sobrevivência celular, recrutamento e ativação 

de leucócitos (Sun et al., 2020; Li et al., 2022). Esse efeito foi observado no presente trabalho, 

onde os macrófagos peritoneais murinos estimulados com o zimosan apresentaram um aumento 

da fosforilação dessas proteínas. 

Neste trabalho, foi utilizado o tratamento in vitro com o BD-8 na concentração de 10 

μM, essa concentração foi escolhida devido a maior redução dos níveis de NO e IL-1β em 

estudos anteriores utilizando o mesmo modelo (Ferreira et al., 2024). No presente estudo, o 

BD-8 reduziu a fosforilação das proteínas Akt, mTOR e Src. De forma semelhante, o tratamento 

com ouabaína foi capaz de regular negativamente a ativação de Akt/mTOR em células de 

glioma, mostrando efeitos supressores no crescimento e na motilidade das células tumorais 

(Yang et al., 2018). Além da ouabaína, a digoxina apresentou também efeito similar a partir da 

redução da fosforilação de Akt/mTOR e outras moléculas de sinalização da via PI3K/Akt, que 

são conhecidas por estarem envolvidas na sobrevivência, proliferação, metástase e autofagia de 
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células tumorais. Além disso, a digoxina também atuou na supressão de Src (Wang et al., 2021; 

Lin et al., 2015). 

Um outro indutor inflamatório é a carragenina, um mucopolissacarídeo extraído da alga 

vermelha Chondrus crispus. A inflamação induzida por esse composto é aguda e caracteriza-se 

pelos sinais cardinais da inflamação, que aparecem imediatamente após a sua injeção 

subcutânea.   

A resposta inflamatória é geralmente quantificada pelo aumento do tamanho da pata 

(edema), que é máximo em torno de 5 horas após a injeção de carragenina (Morris, 2003). Essa 

resposta foi observada no presente trabalho, no qual camundongos estimulados com carragenina 

desenvolveram o edema de pata, com o maior tamanho do edema registrado após 5 horas. 

Dessa forma, foi realizado o pré-tratamento com BD-8 nas doses de 1,12 mg/kg, 0,56 

mg/kg e 0,28 mg/kg, sendo essas doses baseadas em trabalhos anteriores com a ouabaína (De 

Vasconcelos et al., 2011). O pré-tratamento com o BD-8 a 1,12 mg/kg não demonstrou efeito 

na redução do edema de pata, por outro lado, o BD-8 a 0,56 mg/kg e 0,28 mg/kg preveniram 

efetivamente o edema induzido pela carragenina, com efeito mais significativo na menor dose. 

Esse achado corrobora com o observado anteriormente com a ouabaína, que em doses menores 

apresentou efeito anti-inflamatório, enquanto que em concentrações mais altas apresentou 

características pró-inflamatórias (Leite et al., 2022). Com isso, as doses de 0,56 mg/kg e 0,28 

mg/kg de BD-8 foram escolhidas para os estudos posteriores in vivo. Esse resultado corrobora 

outros achados que utilizaram esteroides cardiotônicos, como a bufalina, que causou redução 

no edema de pata induzido por carragenina, devido à inibição da ativação de NF-κB (Wen et 

al., 2014) e com a ouabaína, que preveniu o edema induzido por diferentes estímulos 

inflamatórios (De Vasconcelos et al., 2011). 

Um outro modelo de inflamação aguda é a LPA, esta é uma doença inflamatória causada 

por vários fatores patogênicos que podem levar à atelectasia e até mesmo à SDRA (Tang et al., 

2021). O LPS é um componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas e tem ação 

indutora no sistema imunológico (Rietschel et al., 2024). A administração intranasal do LPS 

em animais induz características da LPA, como o recrutamento de leucócitos no pulmão, edema 

pulmonar e hipoxemia nas alterações histopatológicas (Tang et al., 2021).  

Neste estudo, observou-se que o estímulo com LPS aumentou a migração de leucócitos 

para a região broncoalveolar durante a LPA experimental, principalmente de neutrófilos. Este 

tipo celular é o principal responsável pela resposta inflamatória envolvida nessa patologia 

(Dhaliwal et al., 2012). Por outro lado, o pós-tratamento de três dias consecutivos com BD-8 

atenuou a migração dos leucócitos totais no lavado broncoalveolar durante a LPA na menor 
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dose de 0,28 mg/kg, indicando uma possível ação protetora. Além disso, as duas doses testadas 

do BD-8 reduziram significativamente o número de polimorfonucleares no BALF. Esses 

achados são semelhantes aos obtidos para a ouabaína, que demonstrou diminuir a infiltração de 

neutrófilos para a região broncoalveolar em modelo de LPA (Wang et al., 2018). 

A LPA é caracterizada por intensa produção de neutrófilos nas primeiras horas da 

doença (Scozzi et al., 2022), e isso foi observado no presente estudo onde os camundongos que 

receberam a instilação nasal de LPS tiveram aumento dos níveis séricos de neutrófilos. Por 

outro lado, os animais com LPA tiveram redução dos níveis séricos de linfócitos, isso pode ser 

devido ao recrutamento dessas células para o pulmão durante a LPA (Venet et al., 2009). O 

tratamento com o BD-8 não modulou o número de neutrófilos, linfócitos e monócitos 

sanguíneos demonstrando que a molécula apresenta ação local e não sistêmica no tempo 

testado. 

Dados complementares foram obtidos a partir da análise histológica, onde foi observado 

a diminuição do padrão de inflamação pulmonar nos camundongos com LPA, dentre eles, o 

edema alveolar, infiltrado neutrofílico, pontos hemorrágicos e acúmulo de material proteico 

após o tratamento com BD-8. Esses dados corroboram com os achados da ouabaína, onde o 

tratamento com esse esteroide apresentou efeito na redução do edema intersticial, hemorragia 

alveolar, espessura do septo pulmonar e infiltração de células inflamatórias em animais com 

LPA (Wang et al., 2018). 

A inflamação aguda inicia-se após uma lesão específica, desencadeando a liberação de 

mediadores solúveis, como citocinas, proteínas de fase aguda e quimiocinas que promovem a 

migração dos leucócitos para o local da inflamação, na LPA, o aumento da permeabilidade 

vascular facilita essa migração de células e proteínas para a cavidade pulmonar (Schoppmeyer; 

Van Buul, 2021; Ferreira et al., 2022). Isso foi observado no presente estudo, onde os animais 

com LPA apresentaram aumento dos níveis de proteínas totais no BALF, por outro lado, o 

tratamento com o BD-8 reduziu significativamente esse exsudato proteico. 

Além disso, as citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α são importantes mediadores da 

inflamação aguda, estando aumentadas em processos inflamatórios (Wautier; Wautier, 2023). 

Esse efeito foi observado no presente trabalho, onde os animais estimulados com o LPS tiveram 

um aumento na produção dessas citocinas. Entretanto, o tratamento com BD-8 reduziu os níveis 

de TNF-α, essa redução também foi observada in vivo com outros esteroides cardiotônicos, 

como a ouabaína em modelo de peritonite induzida por zymosan e inflamação pulmonar 

alérgica induzida por ovalbumina (Leite et al., 2015; Galvão et al., 2017). A modulação do 

TNF-α pode ser associada à regulação do NF-κB, cuja a ativação é influenciada por vias de 
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sinalização que podem envolver as proteínas Akt e mTOR (Zinatizadeh et al., 2021; Torrealba 

et al., 2020). No modelo in vitro do presente trabalho, observou-se uma redução da fosforilação 

dessas proteínas. 

Desse modo, os resultados desse estudo demonstraram a atividade anti-inflamatória e 

imunomoduladora do BD-8, evidenciando sua ação em processos inflamatórios in vivo e 

contribuindo para melhor entendimento do efeito biológico desse esteroide cardiotônico. 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a molécula BD-8 exerce um 

efeito imunomodulador tanto in vitro, ao reduzir a fosforilação das vias de sinalização Akt, 

mTOR e Src, quanto in vivo, ao atenuar o edema de pata, a migração de leucócitos, proteínas 

totais e os níveis da citocina TNF-α no BALF em modelo de LPA. Esses achados destacam o 

potencial anti-inflamatório do composto, embora estudos adicionais sejam necessários para 

melhor elucidar seus mecanismos de ação. 

 

Figura 24. Efeito imunomodulador do BD-8 in vitro e em modelos in vivo. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Criado com Biorender. 
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