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RESUMO 

 

A inflamação é uma resposta protetora natural do corpo desencadeada por células 

específicas do organismo em resposta às infecções ou danos celulares, para garantir a 

remoção de estímulos prejudiciais. Contudo, uma resposta inflamatória em longo prazo 

tem um efeito prejudicial e desempenha um papel crítico no desenvolvimento de diversas 

doenças inflamatórias crônicas. Acredita-se que intervenções no processo inflamatório 

sejam potencial alvo terapêutico para reduzir o risco de doenças, muitas vezes 

incapacitantes como a Esclerose Múltipla. O uso de modelos murinos experimentais de 

doenças inflamatórias são importantes para a avaliação do potencial imunomodulador de 

novas substâncias com potencial terapêutico. Dentro deste contexto, a indução de edema 

em patas de camundongos pela carragenina, por exemplo, é um modelo experimental 

amplamente utilizado para testar a atividade anti-inflamatória de novas substâncias, onde 

a inflamação aguda é associada com o aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias. 

Já na avaliação de um processo inflamatório crônico e de caráter autoimune, destaca-se a 

encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo animal utilizado para o estudo 

da Esclerose Múltipla, doença inflamatória crônica, de origem autoimune, caracterizada 

pela inflamação, desmielinização, perda axonal e gliose. Sabe-se ainda que o ácido 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oico denominado ácido ursólico (AU), um composto triterpenóide 

amplamente encontrado na natureza apresenta atividade anti-inflamatória. Desta forma, o 

presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito imunomodulador  dos derivados do 

ácido ursólico: 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD1) e o 3β-acetoxi-urs-12-en-

28-oato de metila (AUD2) nos modelos murinos de edema de pata induzido por carragenina 

e de encefalomielite autoimune experimental (EAE). No modelo de edema de pata induzido 

por carragenina, foi avaliada a redução do edema na pata e os níveis de IL-6 em macerados 

de patas e linfonodos dos camundongos BALB/c fêmeas que receberam tratamentos com 

AU, AUD1 ou AUD2 (200mg/kg i.p.), tinta minutos antes da indução do modelo. No 

modelo EAE, foi investigado o uso de AU e seus derivados AUD1 e AUD2 na evolução 

da doença induzida em camundongos C57BL/6 fêmeas através da aplicação do MOG35–55. 

No 15° dia após a indução com o MOG, os camundongos foram tratados com AU, AUD1 

ou AUD2 (50 mg/kg i.p. por dia) por seis dias. Os parâmetros foram avaliados na medula 

espinhal, linfonodos e cérebro no 21° dia após indução e os sinais clínicos acompanhados 

até o 21° dia após indução. Os resultados mostraram uma significativa redução do edema 

de pata, acompanhada de uma redução dos níveis da citocina pró-inflamatória de IL-6 no 



 

 

sobrenadante dos macerados de pata e linfonodos, nos grupos tratados com AU, AUD1 e 

AUD2.  No contexto do modelo de inflamação aguda, tanto o AUD1 quanto o AUD2 

demonstraram eficácia comparável à dexametasona, um anti-inflamatório amplamente 

utilizado na prática clínica. Os tratamentos com AUD1 e AUD2, atenuaram os sinais 

clínicos da EAE, de maneira similar, com a redução no número de células CD11c+MHC-

II+, CD11c+CD80+, CD11c+CD86+, CD4+, CD8+, CD4+IL-17+ e CD4+IFNγ+ no 

cérebro e  redução das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α na medula. No entanto, 

na periferia, enquanto o AUD2 inibiu o número de células CD11c+MHC-II+, 

CD11c+CD80+, CD11c+CD86+, CD4+, CD8+, CD4+IL-17+ e CD4+IFNγ+, o AUD1 

promoveu um aumento no número de células reguladoras CD4+ FOXP3+ IL-10+ e uma 

redução no número de células CD4+, CD8+, CD4+IL-17+. Em conclusão, no modelo EAE, 

a regulação das células imunológicas na periferia e a redução no número de células pró-

inflamatórias no SNC com os tratamentos com AUD1 e AUD2 se correlacionaram com 

melhores aspectos histológicos no SNC que culminaram com eficácia sobre os parâmetros 

clínicos apresentados na EAE, sugerindo um potencial terapêutico no tratamento da EM.  

 

Palavras chaves: Inflamação. Esclerose Múltipla. EAE. Ácido ursólico. 



 

 

ABSTRACT 

 

Inflammation is a natural protective response of the body triggered by specific cells 

in the body in response to infections or cellular damage, to ensure the removal of harmful 

stimuli. However, a long-term inflammatory response has a detrimental effect and plays a 

critical role in the development of several chronic inflammatory diseases. It is believed that 

interventions in the inflammatory process are a potential therapeutic target to reduce the 

risk of diseases, which are often disabling, such as Multiple Sclerosis. The use of 

experimental murine models of inflammatory diseases is important for evaluating the 

immunomodulatory potential of new substances with therapeutic potential. Within this 

context, the induction of edema in mouse paws by carrageenan, for example, is an 

experimental model widely used to test the anti-inflammatory activity of new substances, 

where acute inflammation is associated with increased levels of pro-inflammatory 

cytokines. inflammatory. In the evaluation of a chronic inflammatory process of an 

autoimmune nature, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) stands out, an 

animal model used to study Multiple Sclerosis, a chronic inflammatory disease of 

autoimmune origin, characterized by inflammation, demyelination, loss axonal and gliosis. 

It is also known that 3β-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid called ursolic acid (AU), a 

triterpenoid compound widely found in nature, has anti-inflammatory activity. Therefore, 

the present work aimed to evaluate the immunomodulatory effect of UA and its derivatives 

methyl 3β-hydroxy-urs-12-en-28-oate (AUD1) and 3β-acetoxy-urs-12-en-28 -methyl oate 

(AUD2) in murine models of carrageenan-induced paw edema and experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE). In the carrageenan-induced paw edema model, the 

reduction of paw edema and IL-6 levels in paw macerates and lymph nodes of female 

BALB/c mice that received treatments with AU, AUD1 or AUD2 (200mg/kg i.p.) ink 

minutes before model induction. In the EAE model, the use of AU and its derivatives 

AUD1 and AUD2 in the evolution of the disease induced in female C57BL/6 mice through 

the application of MOG35–55 was investigated. On the 15th day after MOG induction, mice 

were treated with AU, AUD1 or AUD2 (50 mg/kg i.p.) for six days. Parameters were 

evaluated in the spinal cord, lymph nodes and brain on the 21st day after induction and 

clinical signs were monitored until the 21st day after induction. The results showed a 

significant reduction in paw edema, accompanied by a reduction in the levels of the pro-

inflammatory cytokine IL-6 in the supernatant of paw macerates and lymph nodes, in the 

groups treated with AU, AUD1 and AUD2. In the context of the acute inflammation model, 



 

 

both AUD1 and AUD2 demonstrated comparable efficacy to dexamethasone, an anti-

inflammatory widely used in clinical practice.Treatments with AUD1 and AUD2 

attenuated the clinical signs of EAE, in a similar way, with a reduction in the number of 

cells CD11c+MHC-II+, CD11c+CD80+, CD11c+CD86+, CD4+, CD8+, CD4+IL-17+ and 

CD4+IFNγ+ in the brain and reduction of pro-inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α in 

the bone marrow. However, in the periphery, while AUD2 inhibited the number of 

CD11c+MHC-II+, CD11c+CD80+, CD11c+CD86+, CD4+, CD8+, CD4+IL-17+ and 

CD4+IFNγ+ cells, AUD1 promoted an increase in number of regulatory CD4+FOXP3+IL-

10+ cells and a reduction in the number of CD4+, CD8+, CD4+IL-17+ cells. In conclusion, 

in the EAE model, the regulation of immune cells in the periphery and the reduction in the 

number of pro-inflammatory cells in the CNS with treatments with AUD1 and AUD2 

correlated with better histological aspects in the CNS that culminated in efficacy on the 

clinical parameters presented. in EAE, suggesting a therapeutic potential in the treatment 

of MS. 

 

Keywords: Inflammation. Multiple Sclerosis. EAE. Ursolic acid. 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 - Inflamação aguda versus crônica. .................................................................... 25 

Figura 2 - Desregulação do sistema imunológico fora do SNC na EM. ........................... 32 

Figura 3 - Mecanisnos imunopatológicos no desensolvimento da EM no SNC. .............. 33 

Figura 4 - Polarização da microglia na EM. ..................................................................... 34 

Figura 5 - Cursos clínicos da EM. .................................................................................... 36 

Figura 6 - Mecanismos de ação das terapias para EM...................................................... 39 

Figura 7 - Estrutura química do ácido ursólico. ............................................................... 42 

Figura 8 - Derivados semissintéticos de ácido ursólico (AU): 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato 

(AUD1), 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD2). ............................. 46 

Figura 9 - Delineamento experimental do experimento de edema de pata induzidos por 

carragenina. ...................................................................................................... 48 

Figura 10 - Delineamento experimental do experimento do modelo de encefalomielite 

autoimune experimental (EAE) ........................................................................ 51 

Figura 11 - Edema de pata induzido por carragenina. ...................................................... 56 

Figura 12 - Concentração da citocina IL-6 no sobrenadante do homogenato em linfonodos 

inguinais e de tecido de pata. ............................................................................ 58 

Figura 13 - Média do escore clínico e massa corporal ..................................................... 60 

Figura 14 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a 

indução com peptídeo MOG35-55. ..................................................................... 62 

Figura 15 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

transversais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a 

indução com peptídeo MOG35-55. ..................................................................... 63 

Figura 16 - Escore de inflamação de cortes longitudinais e transversais da medula espinhal 

de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55.

 ......................................................................................................................... 64 

Figura 17 - Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes 

longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós 

indução com peptídeo MOG35-55. ..................................................................... 65 

Figura 18 - Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes transversais 

da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós indução com 

peptídeo MOG35-55. ........................................................................................... 66 



 

 

Figura 19 - Escore de desmielinização de cortes longitudinais e transversais da medula 

espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo 

MOG35-55. ......................................................................................................... 67 

Figura 20 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

longitudinais do cérebro de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós indução com 

peptídeo MOG35-55. ........................................................................................... 68 

Figura 21 - Escore de inflamação de cortes longitudinais do cérebro de camundongos 

C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. .......................... 69 

Figura 22 - Concentração das citocinas IL-1β (A), IL-6 (B), IL-12p70 (C), TNF-α (D), 

IFN-γ (E) e IL-10 (F) determinada no sobrenadante do homogenato da medula 

espinhal por ELISA no 21° dia pós indução com peptídeo MOG 35-55. ............ 71 

Figura 23 - Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e 

CD11c+CD86+(C) determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas do cérebro no 21° dia após a indução com peptídeo 

MOG35-55. ......................................................................................................... 73 

Figura 24 - Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55. ................................................................................... 74 

Figura 25 - Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e 

CD4+CD25+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares 

isoladas do cérebro no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. .......... 75 

Figura 26 - Número absoluto de células CD4+IL-10+FOXP3+ determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55. ................................................................................... 76 

Figura 27 - Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e 

CD11c+CD86+(C) determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia após a indução com 

peptídeo MOG35-55. ........................................................................................... 78 

Figura 28 - Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia 

após a indução com peptídeo MOG35-55. .......................................................... 79 

Figura 29 - Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e 

CD4+CD25+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares 

isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia após a indução com peptídeo 



 

 

MOG35-55. ......................................................................................................... 80 

Figura 30 - Número absoluto de células CD4+IL-10+FOXP3+ determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia 

após a indução com peptídeo MOG35-55. .......................................................... 81 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Tratamentos terapêuticos para EM .................................................................. 37 

Tabela 2 - Caracterização dos grupos de camundongos para modelo de edema de pata .. 47 

Tabela 3 - Caracterização dos grupos de camundongos para a indução da EAE. ............. 50 

Tabela 4 - Escala score clínico para avaliar a EAE. ......................................................... 51 

 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ABEM: Associação Brasileira de Esclerose Múltipla 

ADP: Adenosina trifosfato 

AG: Acetato de Glatirâmer 

AIES: Anti-inflamatórios esteroides 

AINES: Anti-inflamatórios não esteroides 

ANVISA: Agência Nacional de Vigilância Sanitária  

APA: Área de Proteção Ambiental 

APCs: Células apresentadoras de antígenos 

AU: ácido 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oico - Ácido ursólico 

AUD1: 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato  

AUD2: 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila 

BHE: Barreira Hematoencefálica 

CBR-UFMG: Centro de Biologia da Reprodução da Universidade Federal de Minas 

Gerais 

CCL: CC chemokine ligands 

CCR: C-C chemokine receptor 

CEUA: Comissão de Ètica na Utilização de Animais 

CFA: Adjuvante de Freund 

CFA: Freund's Complete Adjuvant - Adjuvante completo de freund 

CIS: Síndrome Clinicamente Isolada 

CIS: Síndrome Clinicamente Isolada  

COX: Ciclo-oxigenase 

COX-1: Ciclooxigenase-1 

COX-2: Ciclooxigenase-2 

COX-3: Ciclooxigenase-3 

CP: Cisplatina 

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 - Antígeno 4 associado à linfócito T 

citotóxico 

DAMPs: Padrões moleculares associados a danos 

DCC: Diciclohexilcarbodiimida 

DIS: Disseminação no espaço 

DIT: Disseminação no tempo 



 

 

DMAP: Dimetilaminopiridina 

DMARDs: Medicamentos antirreumáticos modificadores da doença 

DMF: Dimetilformamida 

DMF: Fumarato de dimetila 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DMTs: Terapias modificadoras da doença 

EAE: Encefalomielite autoimune experimental 

EDSS: Escala expandida do estado de incapacidade 

EDTA: Ácido etileno diamino tetracético 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  

EM: Esclerose múltipla 

EMPP: Esclerose Múltipla Primária Progressiva 

EMRR: Esclerose Múltipla Remitente Recorrente  

EMSP: Esclerose Múltipla Secundária Progressiva  

ER: Receptor para estradiol 

FAMMUC-UFVJM: Faculdade de Medicina da Universidade Federal dos Vales do 

Jequitinhonha e Mucuri 

FDA: Food and Drug Administration 

Foxp3: Fator de transcrição forkhead box P3 

H&E: Hematoxilina e eosina 

H2O2: Peróxido de hidrogênio 

HBV: Vírus da hepatite B 

HE: Hematoxilina e eosina 

HLA: Antígeno leucocitário humano 

i.p: Intraperitoneal 

ICAM - 1: Molécula de adesão intercellular - 1 

ICAM: Molécula de adesão intracelular 

IFN: Interferon 

IFN-α: Interferon alfa  

IFN-β: Interferon beta 

IFN-γ: Interferon gama  

Ig: Imunoglobulina  

IgG: Imunoglobulina G 

IL: Interleucina 



 

 

IL-1 β: Interleucina 1 beta  

IL-10: Interleucina 10 

IL-12: Interleucina 12 

IL-12p70: Interleucina 12 subunidade 70  

IL-17: Interleucina 17 

IL-23: Interleucina 23 

IL-6: Interleucina 6 

iNOS: Óxido nítrico-sintase induzivél 

KO: Nocaute 

LCR:Líquido cefalorraquidiano 

LFB: Luxol fast blue 

L-NMMA: NG- monometill-L-arginina 

LPS: Lipopolissacarídeo 

LTC4: Leucotrienos C4 

M1: Macrófagos classicamente ativados 

M2: Macrófagos alternativamente ativados 

MAG: Glicoproteína associada á mielina 

MAPK p38: P38 mitogen-activated protein kinases - Proteína quinase ativada por 

mitógeno p38 

MCP-1: Proteína quimiotática de monócitos-1 

MG: Minas gerais 

MHC: Complexo de histocompatibilidade principal 

MMP-9: Metaloproteinase 9 

MOG: Glicoproteína milelínica de oligodendrócito 

MTT: Corante thiazol blue tetrazolium bromido 

NF-kB: Fator nuclear kappa B 

NK: Natural Killer 

NO: Óxido nítrico 

NOS: Nitric oxide synthases 

NTZ: Natalizumabe 

OMS: Organização Mundial de Saúde  

PAMPs: Padrões moleculares associados a patógenos 

PBM: Proteína básica da mielina 

PBS: Solução tampão fosfato 



 

 

PBS-T: Salina tamponada com fosfato e Tween 20 

PE: Ficoeritrina 

PerCP: Peridinina-clorofilproteína 

PLP: Proteína proteolipídica da mielina 

PP: Primária-progressiva 

PR: Progressiva-recorrente 

PRRs: Receptores de reconhecimento de padrões 

RIS: Síndrome Radiologicamente Isolada 

RM: Ressonância magnética 

ROR t: - Fator de transcrição envolvido em resposta imunitária adquirida 

rpm: Rotações por minuto 

RR: Remitente-recorrente 

s.c: Subcutânea 

SFB: Soro fetal bovino 

SNC: Sistema Nervoso Central 

SNPs: Polimorfismos de nucleotídeo único 

SP: Secundária-progressiva 

STAT: Gene transdutor de sinal e ativador da transcrição 

T-bet: Fator de transcrição 

TCR: Receptor de célula T 

TGF-β: Transforming growth fator beta - Fator Beta de Transformação de 

Crescimento 

Th1: Células T auxiliares do tipo 1 

Th17: Células T auxiliares do tipo 17  

Th2: Células T auxiliares do tipo 2  

TJ: Tight junction 

TNF-α: Fator de Necrose Tumoral Alfa 

Tregs: Linfócitos T reguladores 

VCAM-1: Molécula de Adesão de Células Vasculares-1  

VLA-4: Integrina Alfa 4 Beta  

 



 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

α Letra grega minúscula Alfa. 

β Letra grega minúscula Beta. 

γ Letra grega minúscula Gama. 

m Letra arábica minúscula Eme que representa o prefixo mili, equivalente a 103. 

µ Letra grega minúscula Mi que representa o prefixo micro, equivalente a 106. 

η Letra grega minúscula Eta que representa o prefixo nano, equivalente a 109. 

k Letra arábica minúscula Ka que representa o prefixo kilo, equivalente a 103. 

Da Representação de unidade de massa atômica: Dalton. 

g Letra arábica minúscula Gê que representa uma unidade de massa: grama. 

M Letra arábica maiúscula Eme que representa a quantidade de matéria do soluto por 

litro da solução: mol 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 21 

2 REFERENCIAL TEÓRICO ...................................................................................... 23 

2.1 INFLAMAÇÃO ......................................................................................................... 23 

2.2 TRATAMENTO DE DOENÇAS INFLAMATÓRIAS ............................................. 27 

2.3 ESCLEROSE MÚLTIPLA (EM) ............................................................................... 29 

2.4 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE) ........................... 39 

2.5 ÁCIDO URSÓLICO (AU) ......................................................................................... 41 

3 HIPÓTESE .................................................................................................................. 44 

4 OBJETIVOS................................................................................................................ 45 

4.1 OBJETIVO GERAL .................................................................................................. 45 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ..................................................................................... 45 

5 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................................ 46 

5.1 OBTENÇÃO DOS DERIVADOS DO ÁCIDO URSÓLICO .................................... 46 

5.2 ANIMAIS PARA EXPERIMENTO DE EDEMA COM CARRAGENINA ............. 46 

5.3 INDUÇÃO DE EDEMA DE PATA POR CARRAGENINA E TRATAMENTO COM 

AU E SEUS DERIVADOS AUD1 E AUD2 ................................................................... 47 

5.4 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA ............................................. 48 

5.5 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA ............................................. 48 

5.6 ANIMAIS PARA EXPERIMENTO DE EAE ........................................................... 49 

5.7 INDUÇÃO DO MODELO DE EAE E TRATAMENTO COM AU E SEUS 

DERIVADOS .................................................................................................................. 49 

5.8 AVALIAÇÃO DO ESCORE CLÍNICO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EAE ................................................................................................................................. 51 

5.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DOS ÓRGÃOS E TECIDOS DO 

EXPERIMENTO DE EAE .............................................................................................. 52 



 

 

5.10 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR ELISA DO EXPERIMENTO DE EAE

 ......................................................................................................................................... 52 

5.11 ISOLAMENTO E PREPARAÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DOS 

LINFONODOS INGUINAIS E CÉREBRO DO EXPERIMENTO DE EAE .................. 53 

5.12 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS MARCADORES CELULARES POR 

CITOMETRIA DE FLUXO DO EXPERIMENTO DE EAE .......................................... 54 

5.13 COLORAÇÃO POR HEMATOXILINA E EOSINA DO EXPERIMENTO DE EAE

 ......................................................................................................................................... 54 

5.14 COLORAÇÃO POR LUXOL FAST BLUE DO EXPERIMENTO DE EAE ........... 55 

5.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA ...................................................................................... 56 

6 RESULTADOS ........................................................................................................... 56 

6.1 AVALIAÇÃO DO TRATAMENTO COM OS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO 

EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA ............................................... 56 

6.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA 

CONCENTRAÇÃO DA CITOCINA IL-6 NO SOBRENADANTE DO HOMOGENATO 

DO TECIDO DA PATA E DOS LINFONODOS INGUINAIS ...................................... 57 

6.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO ESCORE 

CLÍNICO E MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE EAE .... 59 

6.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOs DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO INFILTRADO 

INFLAMATÓRIO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM EAE ................. 61 

6.5 ESCORE DE INFLAMAÇÃO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM 

EAE ................................................................................................................................. 64 

6.6 AVALIAÇÃO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA DESMIELINIZAÇÃO DA 

MEDULA ESPINHAL COM EAE.................................................................................. 65 

6.7 ESCORE DE DESMIELINIZAÇÃO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS 

COM EAE ....................................................................................................................... 66 

6.8 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO INFILTRADO 

INFLAMATÓRIO NO CÉREBRO DOS ANIMAIS COM EAE .................................... 68 

6.9 ESCORE DE INFLAMAÇÃO NO CÉREBRO DOS ANIMAIS COM EAE ........... 69 

6.10 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA 



 

 

CONCENTRAÇÃO DAS CITOCINAS IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, IL-10 NO 

SOBRENADANTE DO HOMOGENATO DA MEDULA ESPINHAL POR ELISA NO 

21°DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE EAE ............. 70 

6.11 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOs DERIVADOS AUD1 e AUD2 NA EXPRESSÃO 

DOS MARCADORES CELULARES EM CÉLULAS DO CÉREBRO POR 

CITOMETRIA DE FLUXO NO 21°DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO 

EXPERIMENTO DE EAE .............................................................................................. 72 

6.12 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA EXPRESSÃO 

DOS MARCADORES CELULARES EM CÉLULAS DO LINFONODO POR 

CITOMETRIA DE FLUXO NO 21° DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO 

EXPERIMENTO DE EAE .............................................................................................. 77 

7 DISCUSSÃO ............................................................................................................... 82 

8 CONCLUSÃO ............................................................................................................. 88 

REFERÊNCIAS ............................................................................................................. 89 

ANEXO A - Protocolo n° 03-2018R ............................................................................ 102 

ANEXO B - Protocolo n°04-2019R ............................................................................. 103 

ANEXO C - Publicação de artigo ............................................................................... 104 

ANEXO D - Publicação de capítulo de livro ................................................................ 116 

ANEXO E - Submissão de artigo ................................................................................ 147 

 



21 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A inflamação constitui um mecanismo fisiológico natural do corpo, desencadeado 

por células específicas do organismo em resposta a infecções causadas por patógenos ou 

danos nos tecidos. Seu principal propósito é remover elementos específicos e restabelecer 

a homeostase. A fase inicial da resposta inflamatória é geralmente aguda e caracteriza-se 

por uma série de reações, incluindo a dilatação dos vasos sanguíneos, o recrutamento de 

células do sistema imunológico e proteínas plasmáticas para o local da infecção ou lesão 

tecidual (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2014; NYATI et al., 2017; ZSIROS; 

KISS, 2020; SERHAN et al; 2020; KISS, 2022). Para uma resposta inflamatória apropriada 

e eficaz, é necessária uma regulação cuidadosa de mediadores pró-inflamatórios, já que 

uma resposta excessiva pode causar lesão no tecido hospedeiro e doenças inflamatórias 

crônicas. Estudos tem demonstrado que o estabelecimento de uma inflamatória crônica está 

intimamente associado a muitas doenças inflamatórias crônicas, especialmente em doenças 

autoimunes (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2014; NYATI et al., 2017; ZSIROS; 

KISS, 2020; SERHAN et al; 2020; KISS, 2022). 

As doenças autoimunes que impactam o sistema nervoso central (SNC) representam 

significativas fontes de morbidade e mortalidade, além de estarem associadas a um 

considerável ônus econômico. A esclerose múltipla (EM) é a mais prevalente e amplamente 

pesquisada entre as doenças autoimunes que afetam o SNC (NAGHAVI, 2019; ALBERTI; 

HANDEL, 2020). Acredita-se que intervenções no processo inflamatório sejam potencial 

alvo terapêutico para reduzir o risco de doenças, muitas vezes incapacitantes, como por 

exemplo a EM (CHEN et al., 2017; THOMPSON et al., 2018a).  

A EM é uma doença autoimune inflamatória crônica, caracterizada por 

desmielinização, glioses e degeneração axonal no SNC, mediada principalmente, por 

linfócitos T auto-reativos que respondem a auto-antígenos do SNC. A EM é marcada por 

regiões multifocais de desmielinização, perda axonal, morte de oligodendrócitos e 

cicatrizes astrogliais que resultam em déficit da função neurológica (DENDROU; 

FUGGER; FRIESE, 2015; LASSMANN, 2018).  

O uso de modelos murinos experimentais de doenças inflamatórias são importantes 

para a avaliação do potencial imunomodulador de novas substâncias com potencial 

terapêutico. Nesse contexto, a indução de edema em patas de camundongos pela 

carragenina, por exemplo, é um modelo experimental amplamente utilizado para testar a 

atividade anti-inflamatória de novas substâncias, em que a inflamação aguda é associada 
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ao aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias (MANSOURI et al., 2015; 

HUDAYA; HARDIAN, 2019). 

Na avaliação de um processo inflamatório crônico e de caráter autoimune destaca-

se a encefalomielite autoimune experimental (EAE). Trata-se de um modelo mediado por 

células T com uma ativação periférica e subsequente aumento da permeabilidade da  

barreira hematoencefálica, com dano efetor no Sistema Nervoso Central (SNC) 

(HASSELMANN et al., 2017; AHARONI et al., 2021; HUNTEMANN et al., 2022). Sabe-

se que células Th1 e Th17 ativadas são as principais responsáveis pela EAE e EM. Os 

linfócitos Th1 produzem principalmente IFN-γ, enquanto Th17 são linfócitos T produtores 

de IL-17 (CONSTANTINESCU et al., 2011; DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).  

O desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento da EM é relevante, pelo 

caráter incapacitante da doença, afetando principalmente adultos jovens, entre 20 a 40 anos 

(WALTON et al., 2020). Sabe-se que, as terapias disponíveis para o tratamento da EM 

promovem uma série de efeitos colaterais e possuem eficácia limitada, sendo estas 

incapazes de promover a cura da doença. Além disso, as terapias para tratar os pacientes 

com EM impõem um desafio aos orçamentos de saúde (DARGAHI et al., 2017; BUC, 

2018; MAIA DINIZ et al., 2018; BURMAN, 2021; ŚLADOWSKA et al., 2022).  

Ao longo das últimas décadas, a descoberta de novos potenciais terapêuticos a partir 

de produtos naturais, especialmente os anti-inflamatórios, tem avançado significativamente 

(NEWMAN; CRAGG, 2020). Neste contexto, estudos têm sido realizados com o ácido 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oico denominado ácido ursólico (AU), obtido a partir da extração e 

da purificação de diversas espécies vegetais. Como resultado, o AU apresentou múltiplos 

alvos intracelulares e extracelulares destacando-se por sua atividade anti-inflamatória e 

imunomoduladora, entre outras (KASHYAP; TULI; SHARMA, 2016; CARGNIN; 

GNOATTO, 2017; RAMOS-HRYB et al., 2017; SEO et al., 2018; CHEN et al., 2020; 

WANG et al., 2020; NGUYEN et al., 2021; RENDA; GÖKKAYA; ŞÖHRETOĞLU, 

2021). Além disso, a literatura tem evidenciado o potencial terapêutico do AU em doenças 

em distúrbios neuro-inflamatórios (RAMOS-HRYB et al., 2017; RAI et al., 2019; ZHANG 

et al., 2020; GUO et al., 2021; SALAU et al., 2021; CHEN et al., 2022). Desta forma, 

torna-se relevante estudar possíveis efeitos imunomodulatórios dos derivados do ácido 

ursólico (AU): 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD1) e o 3β-acetoxi-urs-12-en-

28-oato de metila (AUD2) sobre a resposta inflamatória em modelos animais de inflamação 

aguda e inflamação crônica. 

Por isso esse trabalho foi realizado a fim de avaliar o efeito imunomodulador dos 
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derivados do ácido ursólico: 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD1) e o 3β-

acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD2) nos modelos murinos de edema de pata e de 

encefalomielite autoimune experimental. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 INFLAMAÇÃO  

 

A inflamação é uma defesa fisiológica normal do corpo desencadeada por células 

específicas do organismo contra infecções por patógenos e danos nos tecidos, para garantir 

a remoção de estímulos prejudiciais e restauração da homeostase. Incialmente 

caracterizada por uma série de reações, incluindo vasodilatação, recrutamento de células 

imunes e proteínas plasmáticas para o local da infecção ou lesão tecidual, sendo benéficas 

para o hospedeiro quando resolvida em tempo hábil (ARANGO DUQUE; 

DESCOTEAUX, 2014; NYATI et al., 2017; ZSIROS; KISS, 2020; SERHAN et al; 2020; 

KISS, 2022).  

Os sinais clínicos da inflamação em nível tecidual são caracterizados por 

vermelhidão, inchaço, calor, dor e perda da função do tecido. Esses sinais que ocorrem 

durante o processo inflamatório são decorrentes de mediadores inflamatórios que atuam 

sobre o músculo liso vascular para causar vasodilatação, e sobre células endoteliais para 

aumentar a permeabilidade vascular. O aumento da permeabilidade vascular permite o 

fluxo transvascular de fluido rico em proteínas plasmáticas dos compartimentos 

intravasculares para o tecido, formando o edema característico dos processos inflamatórios 

agudos (NEWTON; DIXIT, 2012; CHEN et al., 2017; NETEA et al., 2017; FURMAN et 

al., 2019). 

 Um outro fenômeno que ocorre como resultado da produção local de mediadores 

inflamatórios é a migração celular de leucócitos para o local da injúria. Esses mediadores 

inflamatórios apresentam atividade quimiotática e induzem alterações das proteínas de 

membrana do endotélio vascular, facilitando o rolamento dos leucócitos sobre a parede 

endotelial, adesão às células endoteliais e, finalmente, a transmigração e acúmulo no local 

de injúria. Em conjunto, a vasodilatação, o aumento da permeabilidade vascular e a 

expressão de moléculas de adesão atuam no sentido de promover o efluxo de plasma e o 

recrutamento de leucócitos circulantes ao local onde encontra-se o agente agressor 

(NETEA et al., 2017; ZSIROS; KISS, 2020; KISS., 2022). 
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A primeira linha de defesa na inflamação conta com o sistema imune inato e uma 

grande família de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), que detectam 

estruturas distintas evolutivamente conservadas em patógenos, denominados padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs). Os PRRs também reconhecem padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs), que são moléculas liberadas por células 

necróticas e tecidos danificados. Entre os PRRs, os receptores mais descritos na literatura 

são os do tipo Toll-like (TLRs). Após o envolvimento do PAMPs e DAMPs, os PRRs 

desencadeiam cascatas de sinalização intracelular que culminam na expressão de uma 

variedade de moléculas pró-inflamatórias, que juntas orquestram a resposta inicial do 

hospedeiro à infecção e também são um pré-requisito para a ativação e modelagem 

subsequentes da imunidade adaptativa. Para evitar imunopatologias, esse sistema é 

rigidamente regulado por várias moléculas endógenas que limitam a magnitude e a duração 

da resposta inflamatória (NEWTON; DIXIT, 2012; NETEA et al., 2017; KATZ; ZSIROS; 

KISS, 2019; BEKKERING, S. et al; 2021). 

Essa resposta pode ser uma inflamação aguda como mecanismo de defesa imediato 

desencadeada pelos estímulos nocivos que iniciam uma cascata de sinalização, ativando 

leucócitos, que então produzem e liberam citocinas inflamatórias, como interleucina-1β 

(IL-1β), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-α (TNF-α) (KANG et al.; 2019; 

UCIECHOWSKI; DEMPKE, 2020). Essas citocinas interagem com seus receptores IL-

1R, IL-6R e TNFR, mediando o processo inflamatório. A ativação dos receptores 

desencadeia a fosforilação de várias moléculas de sinalização, como fator nuclear kappa-

B (NF-kB), resultando na ativação de vários genes. Essa ativação coordenada por 

moléculas sinalizadoras regula o nível de mediadores inflamatórios nas células teciduais 

residentes e recruta células inflamatórias do sangue (KATZ; ZSIROS; KISS, 2019). Assim 

a inflamação aguda é um mecanismo protetor, que remove os estímulos lesivos e inicia um 

processo de cicatrização, restabelecendo assim a homeostase do organismo. Se ocorrer uma 

falha na resolução da resposta inflamatória aguda e a inflamação persistir por um longo 

período de tempo, é desencadeada a fase crônica, que predispõe o hospedeiro a uma série 

de doenças inflamatórias crônicas, especialmente as doenças autoimunes (Figura1) (CHEN 

et al., 2017; NYATI et al., 2017; KATZ; ZSIROS; KISS, 2019). 
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Figura 1 - Inflamação aguda versus crônica. 

 
Fonte: Adaptado de Anderton; Wicks; Silke (2020). 

 

O fator de transcrição NF-κB regula vários aspectos das funções imunes inatas e 

adaptativas, atuando como um mediador central das respostas inflamatórias. O NF-κB 

induz a expressão de vários genes pró-inflamatórios, incluindo aqueles que codificam 

citocinas e quimiocinas. Além disso, o NF-κB desempenha um papel crítico na regulação 

da sobrevivência, ativação e diferenciação de células imunes inatas e células T 

inflamatórias. Os membros canônicos do NF-κB (RelA e c-Rel) têm um papel central na 

mediação da sinalização de receptor de célula T (TCR) e na ativação de células T virgens. 

O NF-κB promove a diferenciação de células Th1 regulando a sinalização de TCR, bem 

como funcionando em células imunes inatas para mediar a indução de citocinas, como IL-

12, que promovem a diferenciação Th1. As células Th1 são caracterizadas pela secreção 

de IFN-γ, uma citocina que promove a imunidade celular e participa de processos 

inflamatórios. O NF-κB também promove a diferenciação de células Th17, caracterizadas 

pela secreção de IL-17, uma citocina inflamatória que recruta monócitos e neutrófilos para 

o local da inflamação em resposta à invasão de patógenos ou auto antígenos (GAGLIANI 

et al., 2015; HUSSMAN et al., 2016; LI et al., 2016; NYATI et al., 2017; AMATYA; 

GARG; GAFFEN, 2017; CRONIN et al., 2018; MILOVANOVIC, J. et al; 2020). 

A função pró-inflamatória do NF-κB também tem sido estudada em macrófagos, 

uma família de células imunes inatas que residem em diferentes tecidos e funcionam na 
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linha de frente de uma resposta imune contra infecções. Sob diferentes condições 

fisiopatológicas, os macrófagos ativados são capazes de se diferenciar em estados 

fenotipicamente diferentes, incluindo os macrófagos classicamente ativados (M1) e 

alternativamente ativados (M2). Os macrófagos M1 são caracterizados pela produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α e quimiocinas, envolvidas em 

diversos processos inflamatórios. Os macrófagos M1 também induzem a diferenciação de 

células T inflamatórias, incluindo células Th1 e Th17, que por sua vez mediam a 

inflamação (WANG; LIANG; ZEN, 2014; WATANABE et al., 2019; RUSSELL; 

HUANG; VANDERVEN, 2019; CUTOLO et al., 2022). 

No contexto da imunidade adaptativa representado pelas por células T e B, a 

ativação de células T virgens é iniciada após o envolvimento do receptor de célula T (TCR) 

por um antígeno específico apresentado em células apresentadoras de antígenos, 

principalmente células dendríticas. Há muito se reconhece que as respostas inflamatórias 

mediadas por células T desempenham um papel essencial no desenvolvimento de doenças 

autoimunes, incluindo respostas de células Th1, Th2 e Th17. Além das células T, muitas 

outras células imunes também foram associadas no desenvolvimento de doenças 

autoimunes. As células B são mais conhecidas por sua capacidade de produzir anticorpos, 

que muitas vezes desempenham um papel crucial no desenvolvimento de doenças 

autoimunes (GAUBLOMME et al., 2015; WU et al., 2018; KAMALI et al., 2019; 

MEIZLISH et al.,2021; FAN et al., 2022) 

O uso de modelos murinos experimentais de doenças inflamatórias são importantes 

para a avaliação do potencial imunomodulador de novas substâncias com potencial 

terapêutico. Dentro deste contexto, a indução de edema em patas de camundongos pela 

carragenina, por exemplo, é um modelo experimental amplamente utilizado para testar a 

atividade anti-inflamatória de novas substâncias (MANSOURI et al., 2015; HUDAYA; 

HARDIAN, 2019), onde a inflamação aguda é associada com o aumento dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α, contribuindo para a formação de 

edema e infiltração de neutrófilos (ANNAMALAI; THANGAM, 2016; KANG. et 

al.,2019; UCIECHOWSKI; DEMPKE; 2020).  

A carragenina é um polissacarídeo sulfatado derivado de algas marinhas 

pertencentes à família das Rhodophyceae. Ela é amplamente utilizada como estímulo 

inflamatório em estudos pré-clínicos pela sua capacidade de estimular a liberação de 

mediadores inflamatórios e sinais da inflamação como o edema imediatamente após a sua 

injeção subcutânea (ANNAMALAI; THANGAM, 2016; LOPES et al., 2020).  
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Patriota e colaboradores (2022) apresentaram em seus estudos a importância do 

modelo de edema de pata em camundongos induzido pela carragenina para avaliar a 

atividade anti inflamatória da lectina de fronde de Microgramma vacciniifolia (MvFL), que 

foi capaz de reduzir a infiltração de neutrófilos e as citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-

17 e TNF-α).  

Em outro estudo com o modelo de edema de pata induzido por carragenina realizado 

por Park e colaboradores (2016), mostraram que a espessura da pata e os níveis de 

expressão de interleucinas IL-1β e IL-6 em homogenatos de pata foram significativamente 

diminuídos no grupo tratados com óleos essenciais extraídos de Chamaecyparis obtusa 

(EOCO), em comparação com o grupo controle. 

Portanto, os estudos presentes na literatura reforçam a relevância do modelo 

experimental de edema de pata utilizando a carragenina como agente indutor da inflamação 

aguda, para triagem de substâncias com potencial anti-inflamatório. 

 

2.2 TRATAMENTO DE DOENÇAS INFLAMATÓRIAS  

 

As doenças inflamatórias são comumente tratadas com fármacos desenvolvidos 

para para amenizar os sinais e sintomas de uma resposta inflamatória por meio da inibição 

de enzimas, bloqueio de receptores ou antagonismo de ligantes específicos. Neste contexto, 

as principais classes de fármacos utilizados no tratamento das doenças inflamatórias, 

incluem os anti-inflamatórios não esteroides (AINES) e os anti-inflamatórios esteroides 

(AIES), também denominados de glicocorticóides (ou corticosteróides) (PERRETTI et al., 

2015; FULLERTON; GILROY, 2016; FILEP, 2022). 

Os AINEs possuem ação anti-inflamatória, antipirética e analgésica, portanto, são 

eficazes no controle do edema, febre e dor (GUNAYDIN; BILGE, 2018). Em geral, os 

AINEs podem ser divididos em duas grandes categorias: AINEs tradicionais não seletivos 

e inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2) (MEEK; VAN DE LAAR; 

VONKEMAN, 2010). Os AINEs tradicionais não seletivos podem ser classificados em 

diferentes subtipos: derivados do ácido salicílico: ácido acetilsalicílico (aspirina), diflunisal 

e sulfassalazina; derivados de para-aminofenol: acetaminofeno; fenamatos: ácido 

mefenâmico, meclofenamato, ácido flufenâmico; derivados do ácido propiónico: 

ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, cetoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina; e derivados 

do ácido enólico (oxicam): piroxicam, tenoxicam. Os inibidores seletivos de COX-2 podem 

ser divididos em duas categorias: inibidores seletivos de COX-2 e inibidores altamente 
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seletivos de COX-2. Os inibidores seletivos de COX-2 incluem meloxicam, salicilato e 

nimesulida. Essas drogas inibem mais seletivamente a COX-2, em comparação com sua 

ação na COX-1. Os inibidores altamente seletivos de COX-2 caracterizados por substituir 

o cis-estilbeno por um dos anéis fenil pendentes por diferentes substitutos, denominados 

diari-heterociclos, incluindo celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, lumiracoxib, parecoxib e 

etoricoxib (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).  

 O principal mecanismo dos AINEs está baseado na inibição das isoformas da 

enzima ciclo-oxigenase (COX), especialmente, COX-1, COX-2 e COX-3. A 

ciclooxigenase é necessária para converter o ácido araquidônico em tromboxanos, 

prostaglandinas e prostaciclinas. A COX-1 é constitutivamente expressa em diversos 

tecidos, como as plaquetas, as células endoteliais e gastrointestinais. A COX-2 é induzida 

no processo inflamatório pelo estímulo de citocinas e fatores de crescimento e contribui 

significativamente para desenvolvimento dos sinais clínicos característicos. A COX-3, 

descrita mais recentemente, parece predominar em respostas do sistema nervoso central. 

Em alguns tecidos, a COX-2, é constitutiva, ou seja, também, exerce atividades 

fisiológicas, principalmente, sobre a fisiologia cardíaca.  Portanto, a inibição completa de 

COX-1 e COX-2 inevitavelmente resulta em efeitos colaterais graves (CHAIAMNUAY; 

ALLISON; CURTIS, 2006; HARIRFOROOSH; ASGHAR; JAMALI, 2014; MORIN; 

FARDET, 2015; FULLERTON; GILROY, 2016; SRIUTTHA; SIRICHANCHUEN; 

PERMSUWAN, 2018). 

Os AIEs são fármacos que mimetizam os efeitos do hormônio cortisol. Constituem 

uma classe de fármacos com diversidade estrutural, mas semelhanças nas propriedades 

farmacológicas e terapêuticas (RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016). A 

prednisona/prednisolona, metilprednisolona e os fluorados, como dexametasona e 

betametasona, que são os AIEs mais utilizados. Atuam modulando a transcrição de genes 

inflamatórios. Neste contexto, a ligação dos glicocorticóides ao seu receptor específico 

resulta na inibição da via de sinalização celular como AP-1 e NF-κB, e consequentemente 

regula a expressão de citocinas e quimiocinas. Embora versáteis e eficazes, eles 

demonstram benefício terapêutico decrescente ao longo do tempo, bem como toxicidade 

substancial em relação aos ossos, sistemas cardiovasculares e função metabólica 

(MCDONOUGH; CURTIS; SAAG, 2008; TIMMERMANS; SOUFFRIAU; LIBERT, 

2019). 

Os medicamentos antirreumáticos modificadores da doença (DMARDs) são uma 

classe de medicamentos indicados para o tratamento de várias artrites inflamatórias e outras 
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doenças inflamatórias autoimunes (LAEV; SALAKHUTDINOV, 2015; LI; ZHENG; 

CHEN, 2017). Os DMARDs são agentes imunossupressores e imunomoduladores, 

classificados como DMARDs convencionais ou DMARDs biológicos. Os DMARDs 

convencionais comumente usados incluem metotrexato, leflunomida, hidroxicloroquina e 

sulfassalazina. O Metotrexato, leflunomida e sulfassalazina são semelhantes em seu perfil 

de efeitos adversos, apresentando desconforto gastrointestinal (náuseas, dor abdominal, 

diarreia), erupção cutânea, supressão da medula óssea, hepatotoxicidade e maior incidência 

de infecções comuns. Os DMARDs biológicos existem cinco anti-TNFs: infliximab, um 

monoclonal anti-humano IgG quimérico (Remicade®); etanercept, uma proteína de fusão 

dimérica TNFR2, com um IgG1 Fc (Enbrel®); adalimumab, um anticorpo monoclonal 

(mAb) totalmente humano (Humira®);  golimumab, um mAb totalmente humano 

(Simponi®) e  certolizumab, um fragmento Fab PEGuilado (Cimzia®) que melhoraram 

significativamente o resultado do tratamento de doenças inflamatórias autoimunes (MEIER 

et al., 2013 ; MONACO et al., 2015). Os DMARDs biológicos são altamente específicos e 

têm como alvo uma via específica do sistema imunológico. No entanto, uma proporção 

considerável de pacientes não responde ao tratamento anti-TNF (RODA et al., 2016). Além 

disso, os biológicos anti-TNF são caros e estão associados a alguns efeitos adversos, tendo 

como efeito adverso mais preocupante de todos os DMARDs biológicos o risco aumentado 

de infecções comuns e graves, incluindo infecções bacterianas, fúngicas e virais (LIMA et 

al., 2017; BRENNAN et al., 2018; CHEN et al., 2020; SERHAN et al., 2020; FILEP, 

2022). Este cenário revela a necessidade da busca por novos compostos para o tratamento 

de doenças inflamatórios. 

 

2.3 ESCLEROSE MÚLTIPLA (EM) 

 

A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença autoimune inflamatória crônica, 

caracterizada por desmielinização, glioses e degeneração axonal no sistema nervoso central 

(SNC) (REICH; LUCCHINETTI; CALABRESI, 2018). A EM é considerada de origem 

autoimune, sendo mediada, principalmente, por linfócitos T auto-reativos que respondem 

a auto-antígenos do SNC. Histopatologicamente, a EM é marcada por regiões multifocais 

de desmielinização, perda axonal, morte de oligodendrócitos e cicatrizes astrogliais que 

resultam em déficit da função neurológica (LASSMANN, 2018; REDFERN, 2021). 

A etiologia da EM não é bem compreendida, mas sabe-se que a doença afeta 

indivíduos que apresentam predisposição genética e que são expostos a diferentes fatores 
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de risco ambientais. Em relação aos fatores de risco ambientais, podemos incluir o 

tabagismo, deficiência de vitamina D, obesidade e contato prévio com o vírus Epstein-Barr 

(CORREALE; FAREZ, 2015; BECKER et al., 2016; ASCHERIO; MUNGER, 2016; 

NOVO; BATISTA, 2017; FERRE et al., 2018; SIMPSON et al, 2019; JAKIMOVSKI et 

al. 2019; WAUBANT et al., 2019; SOLLID, 2022). Acredita-se também que o componente 

genético da etiologia da EM resulte da ação de variantes alélicas comuns em muitos genes 

e da contribuição emergente de variantes raras e rede complexa de interações moleculares 

e funcionais. Recentemente, um progresso considerável foi feito para compreensão da base 

genética para a suscetibilidade à EM. Assim, até o momento, usando telas de associação 

ampla do genoma (GWAS), que incorporam grandes matrizes de polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) espalhados por todo o genoma, mais de 200 variantes de risco 

comuns localizadas em diversas regiões genômicas foram identificadas como associado a 

EM (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; ANDLAUER et al., 2016; DARGAHI et al 

2017; NOURBAKHSH; MOWRY, 2019). Alguns loci podem estar envolvidos nos eventos 

patogênicos iniciais, enquanto outros podem influenciar o desenvolvimento e progressão 

da doença. O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) foi o primeiro locus de 

suscetibilidade da EM a ser identificado, e estudos anteriores descobriram que ele apresenta 

múltiplas variantes de suscetibilidade independentes (MOUTSIANAS et al., 2015). O gene 

HLA-DRB1 desempenha um papel fundamental na construção de uma proteína vital para o 

sistema imunológico, o complexo de antígeno leucocitário humano (HLA).  O fator 

genético com a ligação mais forte com a EM é o Haplotipo HLA-DRB1*15:01(CANTO; 

OKSENBERG, 2018; WAUBANT et al., 2019).  

Dados recentes mostraram que a prevalência de EM está aumentando em todo o 

mundo, chegando a 2,8 milhões em 2020, com uma prevalência global de 35,9 por 100.000 

pessoas. Em relação à prevalência de EM por região do mundo, o último relatório da 

Organização Mundial da Saúde de 2020 mostrou um aumento desde 2013 de 87% nas 

Américas, 59% na África, 58% no Sudeste Asiático, 38% no Mediterrâneo Oriental e 32% 

no tanto no Pacífico ocidental quanto na Europa. Conforme observado com a prevalência 

de EM, a variação regional na incidência (por 100.000 pessoas por ano) segue o mesmo 

padrão, sugerindo que a cada 5 minutos uma pessoa é diagnosticada com EM em algum 

lugar do mundo.  A Europa continua sendo a região com maior incidência, chegando a 6,8 

por 100.000 pessoas, enquanto as Américas registram 4,8 e Sudeste Asiático e África 

apresentaram taxas de 0,4%. A doença geralmente ocorre em indivíduos jovens e é mais 

comum no sexo feminino. Os relatórios globais indicam que a EM é três vezes mais 
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frequente mulheres, e em alguns países a proporção é de quatro mulheres para um homem. 

Destaca-se ainda muitas barreiras e desigualdades enfrentadas pelas pessoas com EM, 

como o acesso ao diagnóstico, o tratamento e os cuidados necessários (ASCHERIO; 

MUNGER, 2016; WALTON et al., 2020; COETZEE; THOMPSON, 2020). 

A imunopatogênese da EM envolve ativação de linfócitos T e B que atuam contra 

antígenos do SNC, levando à perda axonal progressiva, atrofia cerebral e deficiência 

neurológica e cognitiva (BIERHANSL et al., 2022). Uma falha na resposta do sistema 

imune contra autoantígenos é gerada pela quebra dos mecanismos de tolerância central no 

timo para células T e na medula óssea para células B. No contexto da EM, estas células 

autorreativas que escapam da tolerância central, podem ser ativadas em órgãos linfoides 

periféricos por autoantígenos, os quais apresentam mimetismo molecular contra algumas 

proteínas do SNC, tais como os da  mielina (DENDROU et al., 2015).Uma vez ativada, 

células T CD4+, então se diferenciam em células T auxiliares pró-inflamatórias (Th1 e 

Th17) que secretam citocinas pró-inflamatórias, tais como o IFN-γ e IL-17. Durante o 

processo de ativação, tanto a célula T quanto a APC produzem citocinas que modulam a 

resposta imune. As citocinas que direcionam as respostas Th1 incluem IL-12, IFN-γ e IL-

18, enquanto Th17 são direcionadas TGF-β, IL-1β, IL-6 e IL-23. Sabe-se ainda que, os 

linfócitos T autorreativos ativados têm uma capacidade aumentada para atravessar a BHE 

devido à sua expressão elevada de mediadores, como receptores de quimiocinas, moléculas 

de adesão, integrinas e citocinas (Figura 2) (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; 

MILOVANOVIC et al., 2020). 
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Figura 2 – Desregulação do sistema imunológico fora do SNC na EM. 

 
         Fonte: Adaptado de Dendrou; Fugger; Friese (2015). 

 

As células Th1 e Th17 que entram no SNC são reativadas e expandidas pelas 

citocinas IL-1β, IL-12, IL-6 e IL-23, produzidas pelas micróglias residentes e pelos 

monócitos infiltrantes. A degradação da bainha de mielina libera fragmentos que, por sua 

vez, são apresentados por APCs residentes no SNC e reativam células T CD4+ resultando 

na liberação de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. Sabe-se ainda que INF-γ é 

responsável por recrutar células CD8+, linfócitos B e monócitos, que deixam os linfonodos, 

atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) e entram no SNC. As células CD8+ atacam 

os oligodendrócitos que sintetizam a mielina e exacerbam o dano neuronal. A ativação dos 

linfócitos B por coestimulação dos linfócitos T promove, por fim, a produção de auto 

anticorpos que danificam ainda mais a bainha de mielina e o axônio. As micróglias por sua 

vez fagocitam a bainha de mielina e liberam citocinas pró-inflamatórias que aumentam a 

resposta inflamatória local. A progressão da EM é caracterizada então, por infiltrado de 

células T e B, astrogliose, microgliose que contribuem para a atrofia cerebral e deficiência 

neurológica (Figura 3) (ZRZAVY et al., 2017; LASSMANN, 2018; REDFERN, 2021). 
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Figura 3 – Mecanisnos imunopatológicos no desensolvimento da EM no SNC. 

 
         Fonte: Adaptado de Celarain; Tomas-Roig (2020). 

 

O processo fisiopatológico de ativação microglial na EM é conhecido por induzir 

várias modificações fenotípicas. Dependendo da ativação podem desempenhar um papel 

na destruição do tecido pelo fenótipo M1 pró-inflamatório no início da EM ou de reparo 

tecidual pelo fenótipo M2 em remissão posterior. Em resposta ao IFN-γ liberado pelos 

linfócitos Th1, o fenótipo M1 aumenta a expressão do MHC II, torna-se célula 

apresentadora de antígeno e libera citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1β, IL-6, IL-23 

e o TNF-α (KYRAN et al, 2018). O fenótipo M1 é encontrado principalmente nas formas 

agressivas e progressivas da EM e tem sido associado histopatologicamente a dano axonal 

e atrofia cortical nestes pacientes (LASSMANN, 2017; ZETTERBERG, 2017; 

MASVEKAR et al, 2019). O fenótipo M2 também tem um fenótipo fagocitário, 

desencadeia respostas anti-inflamatórias através da liberação de IL-10 e do fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) (Figura 4) (FILIPPI; ROCCA, 2020; BAR-

OR; LI, 2021). 



34 

 

Figura 4 - Polarização da microglia na EM. 

 
Fonte: Adaptado de Geladaris; Häusler; Weber (2021). 

 

Atualmente, não há teste diagnóstico específico para EM. Embora exames de 

ressonância magnética (RM) do cérebro e da medula espinhal e análise do líquido 

cefalorraquidiano (LCR) possam ajudar, o diagnóstico ainda é baseado em critérios 

clínicos (ARRAMBIDE; TINTORE; MONTALBAN, 2019; SOLOMON et al., 2019; 

SALAZAR et al., 2022). Isso deve-se ao fato de a doença ser heterogênea quanto às 

manifestações clínicas, curso e progressão da incapacidade. Na maioria dos casos, após 

uma fase inicial caracterizada por episódios reversíveis de disfunção neurológica, a 

incapacidade clínica e o comprometimento cognitivo tornam-se irreversíveis. O 

diagnóstico de EM requer uma exclusão cuidadosa de diagnósticos alternativos e a 

demonstração de um processo patológico de disseminação no espaço e no tempo 

(THOMPSON et al., 2018b).   

O diagnóstico da EM pode ser realizado usando os critérios de McDonald. O 

primeiro conjunto de critérios foi publicado em 2001 por uma equipe liderada pelo 

professor Ian McDonald (MCDONALD et al., 2001). Eles foram amplamente revisados 

várias vezes, mais recentemente em 2017 (THOMPSON et al., 2018b). As revisões mais 

recentes não alteraram o diagnóstico de EM, mas podem permitir que um médico dê um 

diagnóstico de EM a alguém no início do curso da doença. Isso permite que o paciente 

tenha acesso ao tratamento certo mais cedo. O principal requisito para o diagnóstico de EM 

é a evidência de danos ao SNC que se disseminam no tempo e no espaço. Isso significa 

mostrar que o dano ocorreu em datas diferentes (Disseminação no tempo ou DIT) e em 
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diferentes partes (Disseminação no espaço ou DIS), distinguindo assim, a EM de outras 

condições neurológicas. Os critérios de McDonald usam evidências de ressonância 

magnética (RM) e sugerem que seja feita uma RM para todos aqueles com possível 

diagnóstico de EM. As lesões podem ser encontradas mesmo em alguém com poucos ou 

nenhum sintoma clínico, o que seria evidência de DIS. A presença de bandas oligoclonais 

no líquor também é um bom marcador para EM. Ela mostra que houve atividade da doença 

no passado e, portanto, pode ser usado como evidência de DIT (THOMPSON et al., 2018b; 

HARTUNG et al., 2019; ARRAMBIDE; TINTORE; MONTALBAN, 2019).  

Atualmente temos quatro cursos básicos da EM que também podem ser chamados 

de tipos ou fenótipos, foram definidos pelo International Advisory Committee on Clinical 

Trials of MS em 2013: Síndrome Clinicamente Isolada (CIS) resultando da inflamação e 

desmielinização no SNC, representa o primeiro episódio de sintomas neurológicos com 

duração mínima de 24 horas; Recorrente-Remitente (RR) caracterizada por episódios de 

disfunção neurológica seguidos de remissão completa ou parcial; Secundária-Progressiva 

(SP) segue o curso inicial do tipo RR, e caracterizada por um agravamento progressivo da 

incapacidade ao longo do tempo e Primária-Progressiva (PP) em que a piora progressiva 

ocorre desde o início da EM sem recidivas. As formas definidas como RR, SP e PP, cada 

uma podem apresentar quatro variantes de acordo com a atividade inflamatória ou 

progressão da incapacidade: não progressiva/não ativa, não progressiva/ativa, 

progressiva/não ativa, progressiva/ativa. Embora não seja considerada um curso de EM, a 

Síndrome Radiologicamente Isolada (RIS) tem sido usado para classificar aqueles com 

anormalidades na RM do cérebro e/ou medula espinhal consistentes com lesões de EM que 

não explicadas por outro diagnóstico e que também não apresentam sintomas neurológicos 

passados ou atuais ou anormalidades encontradas no exame neurológico (LUBLIN et al., 

2014). Muitas vezes, esses indivíduos fizeram uma ressonância magnética por causa de 

outros sintomas, como dor de cabeça, e foram encontradas lesões que parecem semelhantes 

às observadas na EM. Em um estudo Lebrun‐Frenay e colaboradores (2020) descobriram 

que um pouco mais da metade das pessoas com RIS desenvolvem EM dentro de dez anos. 
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Figura 5 - Cursos clínicos da EM. 

 
Fonte: Adaptado de Dendrou; Fugger; Friese (2015). 

 

Embora ainda não exista tratamento que cure a EM, as pesquisas levaram a grandes 

avanços nas terapias e nas estratégias de tratamento. Essas opções de tratamento variam de 

terapias projetadas para modificar ou retardar o curso da doença, medicamentos usados 

para controlar recaídas da doença e outras abordagens que ajudam com sintomas 

específicos da EM (Figura 6). Os tratamentos para EM que podem alterar o curso da doença 

são chamados de terapias modificadoras da doença (DMTs) (FILIPPI; ROCCA, 2020).  
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Na Tabela 1 estão resumidos os tratamentos terapêuticos para EM (HAUSER; 

CREE, 2020; YANG et al., 2022).  

 

Tabela 1 - Tratamentos terapêuticos para EM 

Fármaco Mecanismo de 
ação 

Indicação Via e 
frequência de 
administração 

Aprovação Efeitos adversos 

Medicamentos de alta eficiência (infusão intravenosa e injetáveis subcutâneos) 
Ocrelizumabe Anticorpo 

monoclonal 
Anti-CD20 

CIS, RR, 
PP e SP 
ativa. 

Infusão 
intravenosa, a 
cada 6 meses. 
 

Aprovado 
pela FDA em 
2017. 

Reação relacionada à 
infusão, 
nasofaringite, 
infecção do trato 
respiratório superior, 
dor de cabeça e 
infecção do trato 
urinário. 

Ofatumumabe Anticorpo 
monoclonal 
Anti-CD20 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
subcutânea, a 
cada 4 meses. 

Aprovado 
pela FDA em 
2020. 

Reação relacionada à 
injeção, 
nasofaringite, dor de 
cabeça, infecção do 
trato respiratório 
superior e infecção 
do trato urinário. 

Natalizumabe Inibidor de 
integrina α4β1 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Infusão 
intravenosa, a 
cada 4 meses. 
 

Aprovado 
pela FDA em 
2004.  

Fadiga e reação 
alérgica. 

Alentuzumabe Anticorpo 
monoclonal 
Anti-CD52 

RR e SP 
ativa. 

Infusão 
intravenosa, 
uma vez ao 
dia. 

Aprovado 
pela FDA em 
2014. 

Dor de cabeça, 
erupção cutânea, 
náusea e febre. 

Mitoxantrona Intercalador de 
DNA, inibe a 
divisão celular. 

RR, PP e 
SP. 

Infusão 
intravenosa, a 
cada mês ou 3 
meses. 

Aprovado 
pela FDA em 
2000. 

Cardiomiopatia 
relacionada à dose, 
leucemia 
promielocítica. 

Injetáveis tradicionais 
IFN β-1a 
(Rebif) 

Imunomodulador.  CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
subcutânea,3 
vezes por 
semana. 

Em 1993, a 
terapia com 
interferon foi 
o primeiro 
DMT 
aprovado pela 
FDA. 

Inflamação no local 
da injeção, sintomas 
semelhantes aos da 
gripe, rinite e dor de 
cabeça. 

IFN β-1a 
(Avonex) 

Imunomodulador. CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
intramuscular, 
uma vez por 
semana. 

Sintomas gripais, 
dores musculares, 
astenia, calafrios e 
febre. 

PeglFN β-la 
(Plegridy) 

Imunomodulador. CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
subcutânea, a 
cada 2 
semanas. 

Eritema no local da 
injeção, doença 
semelhante à 
influenza, pirexia e 
dor de cabeça. 

IFN β-lb 
(Betaseron) 

Imunomodulador. CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
subcutânea, em 
dias 
alternados. 

Linfopenia, sintomas 
semelhantes aos da 
gripe e reações no 
local da injeção. 
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Acetato de 
Glatiramer 

Imunomodulador. CIS, RR e 
SP ativa. 

Injeção 
subcutânea, 
uma vez ao dia 
ou 3 vezes por 
semana 

Aprovado 
pela FDA em 
1997. 

Reações no local da 
injeção. 

Medicamentos orais  
Teriflunomida 
(Aubagio) 

Inibidor de divisão 
celular 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Via oral, uma 
vez ao dia. 

Aprovado 
pela FDA em 
2012 

Nasofaringite, 
cefaleia e diarreia. 

Fumarato de 
dimetila e 
Fumarato de 
diroximel 

Imunomodulador CIS, RR e 
SP ativa. 

Via oral, duas 
vezes ao ao 
dia. 

Aprovado 
pela primeira 
vez para EM 
em 2013. 

Rubor, diarréia, 
náusea, dor 
abdominal superior, 
diminuição da 
contagem de 
linfócitos. 

Fingolimode Inibidor de 
esfingosina-1- 
fosfato 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Via oral, uma 
vez ao dia. 

O modulador 
do receptor 
S1P, 
fingolimode, 
foi aprovado 
pela FDA em 
2010. 

Bradicardia, 
bloqueio da 
condução 
atrioventricular, 
edema macular, 
níveis elevados de 
enzimas hepáticas e 
hipertensão leve. 

Siponimode Modulador do 
receptor de 
esfingosina-1- 
fosfato 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Via oral, uma 
vez ao dia. 

Dor de cabeça, 
nasofaringite, 
infecção do trato 
urinário. 

Ozanimode Modulador do 
receptor de 
esfingosina-1- 
fosfato 

CIS, RR e 
SP ativa. 

Via oral, uma 
vez ao dia. 

Cefaleia e elevação 
das aminotransferas 
hepáticas. 

Cladribina Efeito citotóxico 
nas células B e T.  

RR e SP 
ativa. 

Via oral, 4- 5 
dias.  

Aprovado 
pela FDA em 
2019 

Cefaleia, 
linfocitopenia, 
nasofaringite, 
infecção do trato 
respiratório superior 
e náusea 

Medicamentos de via oral em investigação  
Evobrutin Inibidor de tirosina 

quinase de Bruton 
(BTKi) 

RR Via oral, uma 
vez ao dia. 

Pesquisa de 
fase 2 
completa. 

Dor de cabeça 

Tolebrutinibe Inibidor de tirosina 
quinase de Bruton 
(BTKi) 

RR, SP e 
PP. 

Via oral, uma 
vez ao dia. 

Pesquisa de 
fase 2 
completa. 

Dor de cabeça e 
nasofaringite. 

Orelabrutinib Inibidor de tirosina 
quinase de Bruton 
(BTKi) 

RR Via oral. Pesquisa de 
fase 2 em 
andamento. 

 

Fonte: Adaptado de Hauser; Cree, (2020) e Yang et al., (2022). 
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Figura 6 - Mecanismos de ação das terapias para EM. 

 
Fonte: adaptado de Yang et al. (2022). 

 

Mesmo com o uso adequado destas terapias apresentadas acima, nem todos os 

pacientes são responsivos aos mesmos, dado a heterogeineidade da doença. E embora 

avanços notáveis tenham ocorrido na terapia para EM, a taxa de incapacidade progressiva 

e mortalidade precoce ainda é preocupante (GHOLAMZAD et al., 2018; HAUSER; 

CREE, 2020). Ademais, os efeitos adversos e o alto custo limitam a utilização destes 

fármacos (MOIOLA; ROMMER; ZETTL, 2020; HARTUNG, 2021). Em um estudo 

realizado no Brasil com pacientes com EM, foi determinada uma estimativa de custo médio 

anual total foi de R$ 33.872,00 por paciente (KOBELT et al., 2019).  

Dessa forma, torna-se importante novas pesquisas que busquem alternativas 

terapêuticas eficazes, tanto clinicamente como economicamente e que forneçam além da 

eficácia farmacológica menores efeitos adversos para o paciente. 

 

2.4 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE) 

 

Modelos animais recapitulando as manifestações clínicas e histopatológicas 
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surgiram como alternativa para o estudo de doenças humanas inflamatórias do SNC, nas 

quais temos limitações de estudos em humanos, devido à dificuldade do acesso ao tecido 

afetado e à rara realização de autopsias. Logo, muito do que se sabe hoje sobre a resposta 

imunológica e tratamentos na EM é graças aos estudos desenvolvidos nesses modelos 

(MCGINLEY et al., 2018; MILOVANOVIC et al., 2020; BIRMPILI et al., 2022). 

Na avaliação de um processo inflamatório e doenças autoimunes do SNC, destaca-

se a encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo animal que apresenta 

muitos aspectos clínicos, morfológicos e histológicos em comum com a EM. Este modelo 

de doença autoimune é induzido por meio da imunização ativa ou da transferência adotiva 

de células T CD4+ reativas contra a mielina. De acordo com o tipo de animal utilizado e o 

material escolhido para indução há diferentes variações do modelo EAE (KIPP et al., 2017; 

GLATIGNY; BETTELLI, 2018). 

O modelo murino C57BL/6 tem sido bastante útil na indução de EAE crônica e 

severa, especialmente quando se aplica a glicoproteína milelínica de oligodendrócito 

(MOG) como indutora da doença. Os linfócitos de camundongos C57BL/6 expostos a 

antígenos da mielina expressam maior número de receptores de células T para MOG e 

maior título de anticorpos anti-MOG, resultando em uma forma mais grave da EAE 

(AHARONI et al., 2021; KIPP et al., 2017; CONTARINI; GIUSTI; SKAPER, 2017). 

O modelo de indução da EAE realizada com os camundongos da linhagem 

C57BL/6, pelo peptídeo MOG35-55 se caracteriza por lesões inflamatórias e 

desmielinizantes em nervo óptico, cérebro e medula espinhal. Além disso, os infiltrados 

inflamatórios são perivasculares, constituídos principalmente por macrófagos e linfócitos 

T, podendo ocorrer ainda algum grau de resposta humoral com formação de títulos 

significativos de anticorpos anti-MOG (KIPP et al., 2017; AHARONI et al., 2021). 

Para sua indução, os animais são imunizados com uma injeção subcutânea de uma 

emulsão composta por MOG35-55 e adjuvante completo de Freund (CFA) acompanhada de 

injeção intraperitonial (i.p.) de toxina pertusis. Consequentemente, as células T, são 

ativadas na periferia e migram para o SNC através da barreira hematoencefálica (BHE). 

Após a entrada no SNC, as células T são reativadas resultando em processos inflamatórios 

subsequentes. A administração de toxina aumenta a permeabilidade na BHE e, assim, 

facilita a migração de linfócitos para o SNC, levando ao início mais precoce dos sintomas, 

bem como intensificando os sintomas clínicos de EAE (HASSELMANN et al., 2017; 

AHARONI et al., 2021; HUNTEMANN et al., 2022;) 

O modelo EAE além de ser induzido através da MOG, pode ser induzido pelos de 
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componentes da proteína básica de mielina (PBM) ou da Proteína Proteolipídica (PLP) que, 

depois de extraídos e purificados, são emulsificados e injetados nos animais susceptíveis. 

As formas clínicas da EAE podem variar de acordo com o protocolo de indução utilizado. 

A glicoproteína MOG é expressa no SNC e está localizada nos corpos celulares e 

constituintes da bainha de mielina dos oligodendrócitos. Em função desta localização a 

MOG tem sido objeto de estudos que apóiam a possibilidade de ela ser o antígeno-alvo 

primário no desenvolvimento da EM (RONCHI et al., 2016; GLATIGNY; BETTELLI, 

2018). 

 

2.5 ÁCIDO URSÓLICO (AU) 

 

As plantas são popularmente utilizadas para o tratamento de diversas doenças e 

fonte constante de estudos na busca de novos compostos terapêuticos, tanto no objetivo de 

potencializar os efeitos de medicamentos já existentes, assim como na descoberta de novos 

compostos terapêuticos para doenças que não possuem tratamento efetivo (RAMÍREZ-

RODRÍGUEZ et al., 2017; PATRIDGE et al., 2016; GUO et al., 2021). Dentro deste 

contexto, estudos vêm sendo realizados para a obtenção de compostos bioativos que 

possam ser utilizados na prevenção e também no tratamento de diversas doenças (LI; 

ZHENG; CHEN, 2017; ZHANG et al., 2020; GUO et al., 2021). 

Entre os diversos compostos extraídos de plantas é possível destacar o AU 

apresentado na Figura 7, um triterpeno pentacíclico encontrado em diversas plantas, 

incluindo maçã, manjericão, cranberry, menta, alecrim, orégano e ameixa (KASHYAP; 

TULI; SHARMA, 2016; SEO et al., 2018; GUDOITYTE et al., 2021). 
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Figura 7 - Estrutura química do ácido ursólico. 

 

Fonte: Seo et al. (2018). 

 

O AU apresenta múltiplos alvos intracelulares e extracelulares destacando-se por 

sua atividade anti-inflamatória e imunomoduladora, entre outras (KASHYAP; TULI; 

SHARMA, 2016; CARGNIN; GNOATTO, 2017; RAMOS-HRYB et al., 2017; SEO et 

al., 2018; CHEN et al., 2020; WANG et al., 2020; NGUYEN et al., 2021; RENDA; 

GÖKKAYA; ŞÖHRETOĞLU, 2021; TRIPATHI; ALSHAHRANI, 2021). 

Vários trabalhos têm sido realizados demonstrando o potencial anti-inflamatório do 

AU. Em estudo in vitro, utilizando com macrófagos murinos (J774A.1) estimulados com 

LPS o AU apresentou efeito anti-inflamatório ao reduzir os níveis de IL-1β, IL-6 e TNF e 

aumentar a produção de IL-10 (GONZÁLEZ-CHÁVEZ et al., 2017). Wang e 

colaboradores (2020) demonstraram que o AU atenuou a produção de IL-1β e IL-6 em 

condrócitos estimulados por TNF-α. Adicionalmente, no estudo realizado por Chun e 

colaboradores (2014) o AU inibiu a ativação de NF-κB, interferindo na fosforilação da 

subunidade inibitória do IkB-α, o que resultou na redução da expressão de quimiocinas e 

na inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias.  

Em estudo in vivo Ahmad e colaboradores (2006) revelaram que o AU reduz a 

expressão da citocina Th1 (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-γ e TNF-α). Adicionalmente, Baek e 

colaboradores (2014) observaram que o AU reduziu significativamente a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6) em um modelo de artrite induzida por 

adjuvante completo de Freund (CFA).  

Diversos estudos têm evidenciado o potencial terapêutico do AU em distúrbios 
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neuro-inflamatórios (RAMOS-HRYB et al., 2017; RAI et al., 2019; ZHANG et al., 2020; 

GUO et al., 2021; SALAU et al., 2021; CHEN et al., 2023). Zhang e colaboradores (2014), 

demonstraram que o AU protege contra lesão cerebral precoce em modelo de hemorragia 

subaracnóidea experimental, suprimindo a via inflamatória mediada por TLR4/NF-

kB.Corroborando com esse estudo, Wang e colaboradores (2018), demonstraram o AU 

reduziu a produção de citocinas inflamatórias protegendo o cérebro da lesão de isquemia e 

reperfusão cerebral através da via de sinalização HMGB1 / TLR4 / NF-κB. Em um estudo 

realizado por Sahu e colaboradores (2018) demostraram que o AU diminuiu os níveis de 

marcadores pró-inflamatórios, incluindo IL-6 e TNF-α, na medula espinhal com lesão na 

fase aguda da inflamação. Adicionalmente, Yamamoto e colaboradores (2020), 

demonstraram que em modelo de desmielinização induzidos por cuprizona (CPZ), o 

tratamento com o AU reduziu a desmielinização e disfunção motora dos animais. 

Recentemente, Rong e colaboradores (2022) observaram que o tratamento com AU em 

camundongos com lesão medular foi capaz de inibir a resposta inflamatória e proteger a 

atividade neuronal. Xu e colaboradores (2011) demonstraram que o AU inibe de forma 

seletiva a função do RORγt, diminuindo significativamente a expressão de IL-17, em 

células Th17, e melhorando os sinais clínicos da EAE. Adicionalmente, Xu e colaboradores 

(2022) reforçaram que o AU inibiu a diferenciação de células Th17 por reprimir a via de 

sinalização STAT3/RORγt. Em um experimento utilizando o modelo EAE, Zhang e 

colaboradores (2020), observaram que o AU reduziu a gravidade da doença e melhorou a 

recuperação clínica no início, no pico e nas fases crônicas da EAE ao reduzir o número de 

células Th1 e Th17. 

Portanto, considerando que o AU é capaz de modular a resposta inflamatória in vitro 

e ainda em modelos experimentais, inibindo a ativação de NF-κB e a produção de IL-1β, 

IL-6, IL-17, TNF-α e IFN-β, bem como outros mediadores, torna-se relevante estudar 

possíveis efeitos imunomodulatórios dos derivados do ácido ursólico: 3β-hidroxi-urs-12-

en-28-oato de metila (AUD1) e o 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD2) sobre a 

resposta inflamatória em modelos animais de inflamação aguda  e inflamação crônica. 
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3 HIPÓTESE 

 

A atividade imunomoduladora demonstrada pelos derivados do ácido ursólico: 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oatode metila (AUD1) e o 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila 

(AUD2), contribuiriam para a redução da inflamação aguda em edema de pata de 

camundongosBALB/c induzidos por carragenina, com a redução dos mediadores 

inflamatórios. E ainda os mesmos derivados do AU, levariam à melhoria dos sinais clínicos 

e das alterações imunohistopatológicas do SNC em camundongos C57BL/6 induzidos com 

EAE.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito imunomodulador dos derivados do ácido ursólico: 3β-hidroxi-urs-

12-en-28-oato de metila (AUD1) e o 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD2), nos 

modelos murinos de edema de pata e de encefalomielite autoimune experimental. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

− Avaliar o edema de pata induzido por carragenina em camundongos BALB/c tratados 

com os derivados do ácido ursólico (AUD1 e AUD2); 

− Avaliar os efeitos dos derivados do ácido ursólico (AUD1 e AUD2) na produção da 

citocina IL-6 em camundongos BALB/c induzido pela carragenina;  

− Avaliar o efeito dos tratamentos com os derivados do ácido ursólico (AUD1 e AUD2) 

no escore clínico e na massa corporal dos animais com EAE;  

− Avaliar a histopatologia do SNC dos animais com EAE, tratados com derivados do 

ácido ursolico (AUD1 e AUD2); 

− Avaliar os efeitos dos tratamentos com os derivados do ácido ursólico (AUD1 e 

AUD2) na produção de citocinas IL-12p70, TNF-α, IL-10, IL-1β, IL-6 e IFN-γ dos 

animais com EAE; 

− Avaliar a expressão de FOXP3, IL-10, CD4, IL-17A, CD8, IFN-γ, CD25, MHC-II, 

CD80, CD11c, CD86 em células de linfonodos inguinais e cérebro dos animais com 

EAE, tratados com derivados do ácido ursólico (AUD1 e AUD2). 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1 OBTENÇÃO DOS DERIVADOS DO ÁCIDO URSÓLICO  

 

Para a realização dos ensaios propostos no presente trabalho, foram empregados 

dois derivados semissintéticos do ácido ursólico (AUD1 e AUD2), com modificações 

principalmente os carbonos nas posições C-3 e C-28, obtidos no Departamento de Química 

Farmacêutica da Universidade de Salamanca, Espanha pela Profa. Ydia Mariele Valadares 

da UFJF-campus Governador Valadares (Figura 8). O ácido ursólico para obtenção dos 

derivados semissintéticos foi isolado de Jacaranda caroba e Remijia ferruginea. A síntese 

destes dois derivados semissintéticos do ácido ursólico representados na Figura 8, foi 

previamente publicada por Scherrer et al. (2019). 

 

Figura 8 - Derivados semissintéticos de ácido ursólico (AU): 3β-hidroxi-urs-12-en-28-

oato (AUD1), 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila (AUD2). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

5.2 ANIMAIS PARA EXPERIMENTO DE EDEMA COM CARRAGENINA 

 

Para a indução do edema de pata, foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas, 

com quatro semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da 

Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Minas Gerais. Eles foram mantidos no 

biotério de manutenção da Faculdade de Medicina da Universidade Federal dos Vales do 

Jequitinhonha e Mucuri (FAMMUC-UFVJM) - Teófilo Otoni/MG em estantes ventiladas 

e dieta ad libitum. Todos os procedimentos estavam de acordo com os princípios do Código 

Brasileiro para a Utilização de Animais de Laboratório. Este projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa em Animais da UFVJM – CEUA/Mucuri (Protocolo n° 03-

2018R). 
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5.3 INDUÇÃO DE EDEMA DE PATA POR CARRAGENINA E TRATAMENTO COM 

AU E SEUS DERIVADOS AUD1 E AUD2 

 

Os camundongos BALB/c fêmeas foram divididos em seis grupos (6 

animais/grupo) (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Caracterização dos grupos de camundongos para modelo de edema de pata 

GRUPO* 

(6 animais/grupo) 

Carragenina TRATAMENTO 

CN  

 

Não 

induzido 

Não recebeu tratamento. 

CARRAGENINA 

 

Induzido Tratado com PBS. 

DEXA  

 

Induzido Tratado com dexametasona com 0,5mg/kg de peso, 

i.p.  

AUD1  

 

Induzido Tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de 

metila (AUD1) com 200 mg/kg de peso, i.p. 

AUD2  

 

Induzido  Tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de 

metila (AUD2) com 200 mg/kg de peso, i.p. 

AU  

 

Induzido Tratado com o ácido ursólico (AU) com 200mg/kg 

de peso, i.p. 
  *Foram realizadas 3 repetições 

  Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Trinta minutos antes da indução do edema nas patas dos camundongos BALB/c 

fêmeas os mesmos foram tratados com PBS, dexametasona (0,5 mg/kg) ou o AU e seus 

derivados AUD1 e AUD2 diluídos em PBS (200 mg/kg) administrados por via 

intraperitoneal (100 µL). Animais tratados com dexametasona foram utilizados como 

controle positivo, pela conhecida atividade anti-inflamatória. Posteriormente, suas patas 

foram medidas com paquímetro (0h). A carragenina (2,5 %) foi dissolvida em PBS, e 20 

µL injetado na pata esquerda, e 20 µL de PBS na pata direita de todo o grupo. As patas 

direitas e esquerdas foram medidas 1, 2, 3 e 4 horas após a injeção da carragenina, e a 

medição calculou-se a diferença entre as patas (Figura 9). O edema induzido nas patas dos 

camundongos pela carragenina foi determinado pela fórmula: [Edema pata (mm)] = 

[medida pata injetada carragenina (mm) – medida pata de PBS (mm)].  
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Figura 9 - Delineamento experimental do experimento de edema de pata induzidos por 

carragenina.

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

 

5.4 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA 

 

A eutanásia foi realizada com dose letal de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (150 

mg/Kg) por via intraperitoneal, para a coleta de coxins plantares e os linfonodos inguinais 

após as 4 horas de análise. Após estarem completamente anestesiados, os animais foram 

perfundidos no ventrículo esquerdo com solução tampão fosfato (PBS) para a retirada dos 

linfonodos inguinais e coxins plantares para a quantificação de citocinas por ELISA.Os 

tecidos retirados foram rapidamente armazenados em freezer -80ºC. 

 

5.5 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA 

 

Os coxins plantares e os linfonodos inguinais removidos, pesados e 

homogeneizados (100mg/mL) em solução de extração contendo 0.4 M NaCl, 0.05% de 

tween 20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA), 0.5% de albumina soro bovino, 

0.1M de fenilmetilsulfonil fluoride. Em seguida os homogeneizados foram centrifugados 

a 2000xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -80 °C. 

As concentrações de IL-6 foram determinadas nos sobrenadantes dos linfonodos inguinais 

e dos coxins plantares pelo método ELISA. Placas de ELISA foram sensibilizadas com o 

anticorpo de captura, diluído em tampão específico conforme especificado no protocolo de 
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instrução (BD Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA), incubadas “over night”, em 

seguida lavadas com PBS-Tween quatro vezes e bloqueadas com PBS-Soro Fetal por 30 

minutos. Após este período, as placas foram lavadas novamente e, em seguida as amostras 

e os padrões de citocinas foram adicionados nos poços das placas. As placas foram então 

incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a incubação, as placas foram lavadas e o 2º 

anticorpo biotinilado acrescentado. A placa foi incubada por mais 1 hora à temperatura 

ambiente e mais quatro lavagens foram feitas e, após a colocação do conjugado enzimático 

estreptovidina-biotina, as placas foram incubadas por mais 1 hora. Transcorrido o tempo 

de 1 hora, a reação foi revelada pela adição do substrato e por fim bloqueada com ácido 

sulfúrico 2N e a leitura feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular 

Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas IL-6 foram calculadas a partir da curvas-

padrão, obtida pela concentração do recombinante para IL-6 (BD Biosciences Pharmingen, 

San Diego, CA, USA). 

 

5.6 ANIMAIS PARA EXPERIMENTO DE EAE 

 

Para a indução da encefalomielite autoimune experimental (EAE), foram utilizados 

70 camundongos da linhagem C57BL/6 fêmeas, com 8 semanas de idade, provenientes do 

Biotério do CBR-UFMG. Eles foram mantidos no biotério de manutenção da FAMMUC-

UFVJM em estantes ventiladas e dieta ad libitum. Todos os procedimentos foram de acordo 

com os princípios do Código Brasileiro para a Utilização de Animais de Laboratório. Este 

Trabalho foi aprovado pela CEUA-Mucuri/UFVJM (Protocolo n°04-2019R). 

 

5.7 INDUÇÃO DO MODELO DE EAE E TRATAMENTO COM AU E SEUS 

DERIVADOS 

 

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (14 animais/grupo) (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Caracterização dos grupos de camundongos para a indução da EAE. 

GRUPO* 

(14 animais/grupo) 

EAE TRATAMENTO 

CN Não 

induzido 

Não recebeu tratamento. 

EAE Induzido Não recebeu tratamento. 

AU Induzido Tratado com ácido ursólico (AU) com 50 mg/Kg de 

peso, i.p. 

AUD1 Induzido Tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de 

metila (AUD1) com 50 mg/Kg de peso, i.p.  

AUD2 Induzido  Tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de 

metila (AUD2) com 50 mg/Kg de peso, i.p. 
   *Foram realizadas 3 repetições 

 Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Cada animal foi imunizado (dia zero) por via subcutânea (s.c.) em cada lado da 

região dorsal próxima à base da cauda com 100 µg do peptídeo MOG35-55 (Sigma Chemical 

Co, Saint Louis, USA) emulsionado em Adjuvante Completo de Freund (Sigma) na 

proporção de 1:1 suplementado com 400 µg de Mycobacterium tuberculosis H37RA 

(Difco, Detroit, USA). No dia da imunização (dia zero) e após 48 horas, cada animal 

recebeu i.p. 300 ng de toxina pertussis (Sigma) em PBS em cada aplicação. Os tratamentos 

com ácido ursólico e os seus derivados AUD1 e AUD2 foram realizados por via 

intraperitoneal na concentração de 50 mg/kg. A dose e a via de administração do AU, 

AUD1 e AUD2 foram baseadas em estudos in vivo anteriores que mostraram efeitos anti-

inflamatórios do AU (XU et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Todos os tratamentos foram 

realizados diariamente, por 6 dias, a partir do 15° dia após a indução da EAE.  
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Figura 10 - Delineamento experimental do experimento do modelo de encefalomielite 

autoimune experimental (EAE) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

5.8 AVALIAÇÃO DO ESCORE CLÍNICO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE 

EAE 

 

Todos os animais por grupo foram avaliados em relação ao escore clínico e massa 

corporal. Em relação a massa corporal dos animais, os camundongos foram pesados 

diariamente desde o primeiro dia da indução (dia zero) até o dia da eutanásia (21º dia após 

imunização). A avaliação do escore clínico foi realizada do 8º até o 21º dpi, sendo que os 

animais foram clinicamente avaliados e classificados com relação à incapacidade 

neurológica através da escala apresentada na Tabela 4, adaptada por De Paula e 

colaboradores (2008). O escore final de cada animal corresponde ao somatório da 

pontuação obtida em todos os parâmetros avaliados em um mesmo dia. 

 

Tabela 4 - Escala score clínico para avaliar a EAE. 

Parte do animal           Sinais clínicos Escorea 

Cauda Nenhum sinal clínico 0 

 Perda do tônus muscular da cauda 1 

 Paralisia 2 

Membro-posterior       Nenhum sinal clínico 0 

 Fraqueza de uma das patas  1 
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 Fraqueza de ambas as patas  2 

 Paralisia de uma das patas 3 

 Paralisia de ambas as patas 4 

Membro-anterior        Nenhum sinal clínico 0 

 Fraqueza de uma ou ambas as patas  1 

 Fraqueza de ambas as patas  2 

Bexiga Continência 0 

 Incontinência 1 
a Pontuação numérica estabelecida arbitrariamente. 

Fonte: Adaptado de De Paula et al., (2008). 

 

5.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DOS ÓRGÃOS E TECIDOS DO 

EXPERIMENTO DE EAE 

 

A eutanásia foi realizada com dose letal de Xilazina (10 mg/kg) e Ketamina (150 

mg/kg) por via intraperitoneal para a coleta do cérebro, medula espinhal e linfonodos 

inguinais, no 21° dpi. Após estarem completamente anestesiados, vinte animais (4 

animais/grupo) foram submetidos a perfusão cardíaca com uma solução de formalina a 4% 

para a retirada do cérebro e da medula espinhal para a análise histológica. Vinte e cinco 

animais (5 animais/grupo) foram perfundidos no ventrículo esquerdo com solução tampão 

fosfato (PBS) para a retirada da medula espinhal para a quantificação de citocinas por 

ELISA, os tecidos retirados foram rapidamente armazenados em freezer -80°C. Em vinte 

e cinco animais (5 animais/grupo), células do cérebro e linfonodos inguinais destinados a 

citometria de fluxo foram coletados e imediatamente processados para separação e estas 

células foram submetidas aos protocolos de marcação extracelular e intracelular. 

 

5.10 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR ELISA DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

Para a avaliação dos níveis de citocinas, porções da medula espinhal congeladas a -

80°C foram descongelados e macerada em tampão de extração de citocinas (100mg/mL) 

composto de: 0,4 M de cloreto de sódio (NaCl) (Isofar Indústria e Comércio), 0,05% de 

tween 20 (Isofar Indústria e Comércio), 0,5% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma), 

0,1 M de fluoreto de fenil-metil-sulfonil (Sigma), 0,1 M de cloreto de benzetônio (Sigma), 

10 mM de ácido etileno diamino tetracético (EDTA) (Sigma) e 20 pM de aprotinina 
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(Sigma). Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 2000xg por 15 minutos a 4°C 

e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -80°C. As concentrações de citocinas 

IL-6, IL-12, IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-10 nos sobrenadantes foram determinadas pelo 

método ELISA. As placas de ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, 

diluído em tampão específico e incubadas por 18 horas a 4°C. Em seguida, lavadas quatro 

vezes com PBS-Tween e bloqueadas com PBS + Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% por 1 

hora. Após este período, as placas foram lavadas novamente quatro vezes e, em seguida, 

as amostras dos animais utilizados e os padrões de citocinas foram adicionados. As placas 

foram então incubadas por 18 horas a 4°C. Após a incubação, as placas foram lavadas 

quatro vezes, o 2º anticorpo biotinilado e o complexo enzimático acrescentado e a placa 

incubada por 1 hora à temperatura ambiente. Após a incubação as placas foram lavadas 

seis vezes e a reação revelada pela adição do substrato contendo TMB (BD Biosciences, 

San Diego, CA, USA) e bloqueio com ácido sulfúrico 2N. A leitura foi realizada em leitor 

de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de 

citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrão, obtidas pelas diferentes 

concentrações dos respectivos recombinantes (IL-6, IL-12, IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-10, 

BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA, USA).  

 

5.11 ISOLAMENTO E PREPARAÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DOS 

LINFONODOS INGUINAIS E CÉREBRO DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

Os linfonodos inguinais e cérebro coletados no 21º dpi, para realização da citometria 

de fluxo, foram macerados em meio RPMI-1640 com 10% de SFB. O macerado foi passado 

por um filtro de 70µm (BD Biosciences, Bedford, USA). As células dos linfonodos 

inguinais e cérebro foram posteriormente incubadas com RPMI contendo 2mg de 

colagenase D (Roche, Mannheim, Germany) a 37°C por 45 minutos, submetidas a uma 

constante agitação. As células mononucleares dos linfonodos inguinais e cérebro foram 

separadas por gradiente de Percoll e submetidas a uma lavagem com solução de PBS, 1% 

SFB e 0.09% de azida sódica. A seguir as células foram lavadas em solução de tampão de 

lise, centrifugadas a 1500 rpm ou 350xg por 5 minutos e resuspensas em PBS, 1% de SFB 

e 0.09% de azida sódica. 
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5.12 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS MARCADORES CELULARES POR 

CITOMETRIA DE FLUXO DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

Células isoladas dos linfonodos inguinais e cérebro foram incubadas com anticorpos 

CD4-PerCP, CD8-PerCP, CD80-PerCP, CD25-FITC, MHC classe II I-AD-aloficocianina 

(apc), CD86-PerCP, CD11c-FITC, (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Após 

30 minutos de incubação a 4°C, as células foram lavadas com tampão de marcação PBS, 

1% SFB e 0.09% de azida sódica e tampão de fixação contendo paraformaldeído (BD 

Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA) e lavadas em tampão de permeabilização (BD 

Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA). Após as marcações extracelulares as células 

foram submetidas às marcações intracelulares com anticorpos anti-camundongo IFN-γ- 

PE-Cy-7, IL-10-PE, IL-17A-Alexa Fluor 488, Foxp3-Alexa Fluor 488, (BD Biosciences 

Pharmingen, San Diego, USA). A captura das células foi feita utilizando-se o citômetro de 

fluxo FACScalibur® (Becton Dickinson, EUA) e as análises realizadas com FCS Express 

version 3. 

 

5.13 COLORAÇÃO POR HEMATOXILINA E EOSINA DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

As medulas espinhais e os cérebros foram coletados para análise do infiltrado 

inflamatório no 21° dia após indução. Os órgãos foram fixados em solução de 

paraformaldeído 4% e posteriormente incluídos em parafina. Após a inclusão, foram 

realizados cortes transversais de 5 µm de espessura para a coloração em hematoxilina-

eosina (H&E). Também foram realizados cortes longitunais da medula.  O processo de 

coloração em H&E ocorreu com a imersão das lâminas em xilol I, II e III, durante 5 minutos 

para a desparafinização. Em seguida, estas lâminas foram imersas durante 3 minutos em 

banhos de álcool absoluto, álcool 95%, álcool 80%, álcool 70% e água destilada por 5 

minutos para a hidratação. Após a hidratação, as lâminas foram imersas no corante 

específico, seguindo as exigências da técnica de H&E para a avaliação do infiltrado celular. 

As lâminas foram imersas em hematoxilina (corante ácido) por dois minutos, em seguida 

lavadas em água corrente por quatro minutos e imersas em água destilada por 2 minutos. 

Finalizada esta etapa, as lâminas foram imersas no corante eosina (corante básico), por 1 

minuto. Logo após, as lâminas foram desidratadas, sendo imersas na bateria de álcool 70%, 

álcool 80%, álcool 95% e álcool absoluto e xilol IV, V e VI. Posteriormente, os cortes 

foram montados com meio de montagem Erv-Mount (EasyPath, Erviegas, São Paulo, SP) 
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entre lâminas e lamínulas. As imagens foram obtidas usando o microscópio Olympus BX51 

e os resultados registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics TM). 

Avaliação histológica semiquantitativa para a inflamação foi pontuada de forma cega por 

um patologista usando uma escala de 0 a 5 com base na porcentagem aproximada de tecido 

envolvido com 0 = nenhum, 1= mínimo (1-5%), 2 = leve (6-10%), 3= moderado (11-25%), 

4= grave (26–50%) e 5= acentuado (>50%) (PANT et al., 2017). 

 

5.14 COLORAÇÃO POR LUXOL FAST BLUE DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

As medulas espinhais os cérebros foram coletados para análise da desmielinização 

no 21° dia após indução. Os órgãos foram fixados em solução de paraformaldeído 4% e 

posteriormente incluídos em parafina. Após a inclusão, foram realizados cortes transversais 

10 µm de espessura para a coloração de luxol fast blue (LFB) e visualização da 

desmielinização. Também foram realizados cortes longitunais da medula.  O processo de 

coloração ocorreu com a imersão das lâminas em xilol I, II e III, durante 5 minutos para a 

desparafinização. Em seguida, estas lâminas foram imersas durante 3 minutos em banhos 

de álcool absoluto e álcool 95%. Posteriormente, os cortes permaneceram imersos em LFB 

durante a noite em estufa a 56°C, em recipiente bem vedado para não evaporar. No dia 

seguinte foi retirado o excesso de corante com álcool 95% e as lâminas enxaguadas em 

água destilada. A diferenciação das lâminas foi realizada uma a uma na solução de 

carbonato de lítio, cerca de 1 minuto para a retirada do excesso de corante. Seguiu-se a 

diferenciação em álcool 70% agitando-se gentilmente até que a diferença entre substância 

branca e cinzenta ficasse nítida. A sequência do carbonato de lítio e álcool 70% foi repetida 

quando necessário, até a substância cinzenta ficar bem clara (acompanhamento ao 

microscópio). Terminada a diferenciação as lâminas foram coletadas em água destilada. 

Seguiu-se a coloração pela solução de cresil violeta durante 6 min e a desidratação 

rapidamente em etanol 95% e absoluto para posterior montagem em Erv-Mount (EasyPath, 

Erviegas, São Paulo, SP). As imagens foram obtidas usando o microscópio Olympus BX51 

e os resultados registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics TM). 

Avaliação histológica semiquantitativa para a inflamação foi pontuada de forma cega por 

um patologista usando uma escala de 0 a 5 com base na porcentagem aproximada de tecido 

envolvido com 0 = nenhum, 1= mínimo (1-5%), 2 = leve (6-10%), 3= moderado (11-25%), 

4= grave (26–50%) e 5= acentuado (>50%) (Pant et al., 2017). 
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5.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram representados por média ± erro padrão. As variáveis numéricas 

foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste paramétrico t’ student, de acordo com a 

análise de variância dos dados e One-Way ANOVA, com o pós-teste Bonferroni para 

comparações múltiplas, para determinação das diferenças significantes entre os grupos de 

camundongos, com nível de significância p<0,05. O programa estatístico utilizado foi o 

GraphPad Prism 5.0. 

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 AVALIAÇÃO DO TRATAMENTO COM OS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO 

EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA  

 

Os tratamentos com AU e seus derivados AUD1 e AUD2 apresentaram redução 

efetiva do edema de pata de camundongos BALB/c fêmeas, assim como a dexametasona, 

em comparação ao grupo carragenina, que recebeu apenas tratamento com PBS. A redução 

do edema de pata foi observada em 2h e persiste até as 4h (Figura 11). 

 

Figura 11 - Edema de pata induzido por carragenina. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 
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Camundongos BALB/c fêmeas (n=6 animais/grupo) foram tratados i.p. (100 μL) com PBS (Grupo 

CARRAGENINA), AUD1 (200 mg/Kg), AUD2 (200 mg/Kg), AU (200 mg/ Kg) ou DEXA (0,5 mg/Kg), 30 

minutos antes da indução do modelo. DEXA= grupo imunizado e tratado com dexametasona, 

CARRAGENINA= grupo imunizado tratado com PBS, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e 

AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado 

tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Edema da pata [Edema da pata (mm)] = [espessura da 

pata de carragenina (mm)] − [espessura da pata de PBS (mm)] foram monitorados até 4 horas. Cada ponto 

representa a média ± SEM.*p<0,05 AUD1, AUD2, AU e DEXA versus grupo CARRAGENINA. Os 

resultados foram representativos de três experimentos independentes. 

 

6.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA 

CONCENTRAÇÃO DA CITOCINA IL-6 NO SOBRENADANTE DO HOMOGENATO 

DO TECIDO DA PATA E DOS LINFONODOS INGUINAIS 

 

Em relação à análise de citocina no sobrenadante do macerado de tecido da pata e 

dos lindonodos dos camundongos BALB/c fêmeas, foi observado uma redução da IL-6 nos 

grupos induzidos e tratados com o AU e os derivados AUD1 e AUD2 comparados com o 

grupo carragenina (p< 0,05) (Figuras 12A e 12B).  
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Figura 12 - Concentração da citocina IL-6 no sobrenadante do homogenato em 

linfonodos inguinais e de tecido de pata. 

 

             Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

(A) Citocina IL-6 determinada no sobrenadante do homogenato de linfonodos inguinais e (B) patas por 

ELISA. Camundongos BALB/c fêmeas (n= 6 animais/grupo) foram tratados i.p. (100 μL) com PBS (grupo 

CARRAGENINA), AUD1 (200 mg/Kg), AUD2 (200 mg/Kg), AU (200 mg/Kg) ou DEXA (0,5 mg/Kg) e 

CN, 30 minutos antes da indução do modelo. CN=grupo não imunizado e não tratado, CARRAGENINA= 

grupo imunizado tratado com PBS, DEXA= grupo imunizado e tratado com dexametasona, AUD1= grupo 

imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila e AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-

acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila e AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico. Cada barra 

representa a média ± SEM. *p<0,05 AUD1, AUD2, AU, DEXA e CN versus grupo CARRAGENINA. Os 

resultados foram representativos de três experimentos independentes. 
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6.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO ESCORE 

CLÍNICO E MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

Após a indução do modelo de EAE em camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, 

utilizando o protocolo de indução com o peptídeo MOG35-55, tratados ou não com AU, 

AUD1 ou AUD2 no 15° dia após a indução (Figura 13A), 14 animais/grupo foram 

acompanhados diariamente durante 21 dias após indução para avaliação do curso clínico 

da EAE e da massa corporal. 

Para o grupo controle, não imunizado, durante todo o período avaliado não foi 

observado nenhum sinal clínico neurológico da EAE (Figura 13A). Por outro lado, os 

animais do grupo EAE desenvolveram sinais clínicos, sendo o 12º dia após a indução o 

início dos sinais clínicos da doença e o pico máximo de pontuação clínica ocorreu no 21º 

dia após a indução (Figura 13A). Houve redução significativa no escore clínico dos grupos 

tratados em relação ao grupo EAE no 21° dia após a indução (p<0,05) (Figura 13A). 

Para os níveis médios da massa corporal dos camundongos dos grupos EAE, AU, 

AUD1 e AUD2 não foi observada diferença entre os grupos (Figura 13B). 
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Figura 13 - Média do escore clínico e massa corporal 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

(A) Escore clínico de camundongos C57BL/6 (n=14 animais/grupo) imunizados ou não com peptídeo 
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MOG35-55.  (B) Massa corporal dos camundongos C57BL/6 (n=14animais/grupo) imunizados ou não com 

peptídeo MOG35-55. Os sinais clínicos foram registrados do dia 0 até o 21° dia após a imunização. Os 

tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 tiveram início no 15° dia após a imunização. CN= grupo não 

imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= 

grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 

3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada ponto representa a média ± SEM. *p<0,05 versus EAE. Os 

resultados foram representativos de três experimentos independentes. 

 

6.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO INFILTRADO 

INFLAMATÓRIO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM EAE 

 

A avaliação do infiltrado inflamatório da medula espinhal foram realizadas no 21º 

dia após a indução em camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, utilizando o protocolo 

de indução com o peptídeo MOG35-55, tratados ou não com AU, AUD1 ou AUD2 no 15° 

dia após a indução. A Figura 14 exibe cortes longitudinais, enquanto a Figura 15 apresenta 

cortes transversais, de medula espinhal corados com H&E, permitindo a avaliação da 

presença de infiltrado inflamatório.Os animais do grupo CN, apresentaram padrão 

parenquimatoso habitual na medula espinhal, sem presença de infiltrado celular 

inflamatório (Figuras 14A, 14B, 15A e 15B). Em contraste, os animais do grupo EAE 

apresentaram infiltrados de células inflamatórias, quando comparado ao grupo CN (Figuras 

14C, 14D, 15C e 15D). Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 demonstraram uma 

redução no infiltrado de células inflamatórias em comparação ao grupo EAE (Figuras 14E, 

14F, 14G, 14H, 14I, 14J, 15E, 15F, 15G, 15H, 15I e 15J). 
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Figura 14 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55. 

 

         Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes longitudinais da medula espinhal 

de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/grupo). As figuras 

são representativas da análise histológica de cada grupo experimental: CN= grupo não imunizado (A, B), 

EAE= grupo imunizado não tratado (C, D), AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico (E, F) e 

AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-em-28-oato de metila (G, H), AUD2= grupo 

imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-em-28-oato de metila (I, J). Magnificação de 10x (Figuras A, C, 

E, G, I), 40x (Figuras B, D, F, H, J), escala da barra= 100µm (10x) e 50µm (40x). Setas indicam os infiltrados 

celulares. 
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Figura 15 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

transversais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55. 

  
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes transversais da medula espinhal 

de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/grupo). As figuras 

são representativas da análise histológica de cada grupo experimental: CN= grupo não imunizado (A, B), 

EAE= grupo imunizado não tratado (C, D), AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico (E, F) e 

AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-em-28-oato de metila (G, H), AUD2= grupo 

imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-em-28-oato de metila (I, J). Magnificação de 10x (Figuras A, C, 

E, G, I), 40x (Figuras B, D, F, H, J), escala da barra= 100µm (10x) e 50µm (40x). Setas indicam os infiltrados 

celulares. 
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6.5 ESCORE DE INFLAMAÇÃO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM 

EAE 

 

Após a indução do modelo de EAE em camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, 

utilizando o protocolo de indução com o peptídeo MOG35-55, tratados ou não com AU, AUD1 

ou AUD2 no 15° dia após a indução, a medula espinhal de 4 animais/grupo foi coletada para a 

avaliação do escore de inflamação no 21º dia após a indução. 

 Os escores escore de inflamação (Figura 16) foram avaliados de forma cega por um 

patologista e mostrou que os tratamentos com os AU, AUD1 e AUD2 reduziram 

significativamente o infiltrado de células inflamatórias na medula espinhal, quando comparado 

com o grupo de EAE.  

 

Figura 16 - Escore de inflamação de cortes longitudinais e transversais da medula 

espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Escore de inflamação realizado através da análise histológica com a coloração de hematoxilina e eosina de 

cortes transversais e longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/grupo). Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 tiveram início no 15° 

dia após a imunização. EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico 

e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado 

tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada ponto representa a média ± SEM. *p<0,05 versus 

EAE. Os resultados foram representativos de três experimentos independentes. 
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6.6 AVALIAÇÃO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA DESMIELINIZAÇÃO DA 

MEDULA ESPINHAL COM EAE 

 

A avaliação da desmielinização da medula espinhal foi realizada no 21º dia após a 

imunização. A Figura 17 mostra os cortes longitudinais e a Figura 18 cortes transversais 

da medula espinhal corados com luxol fast blue para avaliação da presença de 

desmielinização. 

Os animais do CN, não imunizado, não apresentaram focos de desmielinização no 

cérebro (Figuras 17A e 18A). 

Os animais do grupo EAE (Figuras 17B e 18B), apresentaram maior número e focos 

mais extensos de desmielinização na medula, quando comparado aos animais dos grupos 

tratados com AU, AUD1 e AUD2, no 21°dia pós indução (Figuras 17C, 17D,17E, 18C, 

18D e 18E). 

 

Figura 17 - Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes 

longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós indução com 

peptídeo MOG35-55. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes longitudinais da medula espinhal de 

camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/ grupo). As figuras 
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são representativas da análise histológica de cada grupo experimental: CN= grupo não imunizado (A), EAE= 

grupo imunizado não tratado (B), AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico (C) e AUD1= grupo 

imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-em-28-oato de metila (D), AUD2= grupo imunizado tratado com 

3β-acetoxi-urs-12-em-28-oato de metila (E). Magnificação de 10x e escala da barra= 100µm.  

 

Figura 18 - Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes 

transversais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós indução com 

peptídeo MOG35-55. 

 

   Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Análise histológica através da coloração de luxol fast blue de cortes transversais da medula espinhal de 

camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/ grupo). As figuras 

são representativas da análise histológica de cada grupo experimental: CN= grupo não imunizado (A), EAE= 

grupo imunizado não tratado (B), AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico (C) e AUD1= grupo 

imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-em-28-oato de metila (D), AUD2= grupo imunizado tratado com 

3β-acetoxi-urs-12-em-28-oato de metila (E). Magnificação de 10x e escala da barra= 100µm.  

 

6.7 ESCORE DE DESMIELINIZAÇÃO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS 

COM EAE 

 

Após a indução do modelo de EAE em camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, 

utilizando o protocolo de indução com o peptídeo MOG35-55, tratados ou não com AU, AUD1 
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ou AUD2 no 15° dia após a indução, a medula espinhal de 4 animais/grupo foi coletada para a 

avaliação do escore de desmielinização no 21º dia após a indução. 

 Os escores escore de desmielinização (Figura 19) foram avaliados de forma cega por 

um patologista e mostrou que os tratamentos com os AU, AUD1 e AUD2 reduziram 

significativamente a desmielinização na medula espinhal, quando comparado com o grupo de 

EAE.  

 

Figura 19 - Escore de desmielinização de cortes longitudinais e transversais da medula 

espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Escore de desmielinização realizado através da análise histológica com a coloração de luxol fast blue de 

cortes transversais e longitudinais da medula espinhal de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/grupo). Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 tiveram início no 15° 

dia após a imunização. EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico 

e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado 

tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada ponto representa a média ± SEM. *p<0,05 versus 

EAE. Os resultados foram representativos de três experimentos independentes. 
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6.8 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NO INFILTRADO 

INFLAMATÓRIO NO CÉREBRO DOS ANIMAIS COM EAE 

 

A avaliação do infiltrado inflamatório do cérebro foi realizada no 21º dia após a 

imunização. A Figura 20 mostra os cortes transversais do cérebro corados com H&E para 

avaliação da presença de infiltrado inflamatório. 

Os animais do grupo CN, apresentaram padrão parenquimatoso habitual no cérebro, 

sem presença de infiltrado celular inflamatório (Figuras 20A e 20B).  

Os animais do grupo EAE apresentaram infiltrados de células inflamatórias, quando 

comparado ao grupo CN (Figuras 20C e 20D).  

Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 (Figuras 20C, 20D e 20E) reduziram o 

infiltrado de células inflamatórias, quando comparado com o grupo de EAE (Figura 20B). 

 

Figura 20 - Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina de cortes 

longitudinais do cérebro de camundongos C57BL/6 no 21° dia pós indução com peptídeo 

MOG35-55. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Análise histológica através da coloração de hematoxilina e eosina (H&E) de cortes longitudinais do cérebro 

de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=4 animais/grupo). As figuras 
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são representativas da análise histológica de cada grupo experimental: CN= grupo não imunizado (A), EAE= 

grupo imunizado não tratado (B), AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico (C) e AUD1= grupo 

imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-em-28-oato de metila (D), AUD2= grupo imunizado tratado com 

3β-acetoxi-urs-12-em-28-oato de metila (E). Magnificação de 40x e escala da barra= 50µm. Setas indicam 

os infiltrados celulares. 

 

6.9 ESCORE DE INFLAMAÇÃO NO CÉREBRO DOS ANIMAIS COM EAE 

 

Após a indução do modelo de EAE em camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, 

utilizando o protocolo de indução com o peptídeo MOG35-55, tratados ou não com AU, AUD1 

ou AUD2 no 15° dia após a indução, a medula espinhal de 4 animais/grupo foi coletada para a 

avaliação do escore de inflamação no 21º dia após a indução. 

Os escores escore de desmielinização (Figura 21) foram avaliados de forma cega por 

um patologista e mostrou que os tratamentos com os AU, AUD1 e AUD2 reduziram 

significativamente a inflamação na medula espinhal, quando comparado com o grupo de EAE.  

 

Figura 21 - Escore de inflamação de cortes longitudinais do cérebro de camundongos 

C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Escore de inflamação realizado através da análise histológica com a coloração de hematoxilina e eosina de 

cortes transversais do cérebro de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55 
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(n=4 animais/grupo). Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 tiveram início no 15° dia após a imunização. 

EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo 

imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-

acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada ponto representa a média ± SEM. *p<0,05 versus EAE. Os 

resultados foram representativos de três experimentos independentes. 

 

6.10 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA 

CONCENTRAÇÃO DAS CITOCINAS IL-1β, IL-6, IL-12P70, TNF-α, IFN-γ, IL-10 NO 

SOBRENADANTE DO HOMOGENATO DA MEDULA ESPINHAL POR ELISA NO 

21°DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO DE EAE 

 

Os níveis de IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α, IFN-γ e IL-10 foram quantificados em 

sobrenadante de homogenato de medula espinhal no 21° dia após a indução. Os animais do 

grupo EAE apresentaram um aumento nos níneis IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α, IFN-γ e 

IL-10 quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 22). Os grupos tratados com 

AU, AUD1 e AUD2 exibiram níveis inferiores de IL-1β, TNF-α e IL-10 em relação ao 

grupo EAE (p<0,05) (Figuras 22A, 22D e 22F). Em relação aos níveis de IL-6, apenas o 

tratamento com AU apresentaram menores níveis de IL-6 quando comparado com o grupo 

EAE (p<0,05) (Figura 22B). A dosagem de IFN-γ no homogenato do macerado da medula 

espinhal foi memor no grupo tratado com AU quando comparado com EAE (p<0,05) 

(Figura 22E). Nenhum dos grupos tratados apresentaram redução dos níveis de IL-12p70 

quando comparado com o grupo EAE (p> 0,05) (Figura 22C). 
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Figura 22 - Concentração das citocinas IL-1β (A), IL-6 (B), IL-12p70 (C), TNF-α (D), 

IFN-γ (E) e IL-10 (F) determinada no sobrenadante do homogenato da medula espinhal 

por ELISA no 21° dia pós indução com peptídeo MOG 35-55. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Citocinas IL-1β (A), IL-6 (B), IL-12p70 (C), TNF-α (D), IFN-γ (E) e IL-10 (F) determinada no sobrenadante 

do homogenato da medula espinhal de camundongos C57BL/6 por ELISA no 21° dia após a indução com 

peptídeo MOG35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, 

AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-

12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. 

Cada barra representa a média ± SEM. * = p < 0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de três 

experimentos independentes. 
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6.11 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA EXPRESSÃO 

DOS MARCADORES CELULARES EM CÉLULAS DO CÉREBRO POR 

CITOMETRIA DE FLUXO NO 21°DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO 

EXPERIMENTO DE EAE 

 

Foi realizada a análise do número absoluto das células do cérebro no 21° dia após a 

indução. Os tratamentos com AU, AUD1 e AUD2 foram capazes de reduzir o número de 

células CD11c+MHCII+, CD11c+CD80+ e CD11c+CD86+ quando comparado com o 

grupo EAE (p<0,05) (Figuras 23A, 23B, 23C). Ao analisar o número de células CD4+ e 

CD8+, os tratamentos AU, AUD1 e AUD2 reduziram números dessas células quando 

comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figuras 24A, 24B). Os grupos tratados com AU, 

AUD1 e AUD2 reduziram as células CD4+IL-17+, CD4+IFNγ+ e CD4+CD25+ quando 

comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figuras 25A, 25B e 25C). Os tratamentos com 

AU, AUD1 e AUD2 reduziram as células CD4+FOXP3+IL-10+ quando comparado com 

o grupo EAE (p<0,05) (Figura 26). 
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Figura 23 - Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e 

CD11c+CD86+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares 

isoladas do cérebro no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 

 
       Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e CD11c+CD86+(C) determinada por 

citometria de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro de camundongos C57BL/6 no 21° dia após 

a indução com peptídeo MOG35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado 

não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de 

metila. Cada barra representa a média ± SEM. * = p < 0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos 

de três experimentos independentes. 
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Figura 24 - Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro no 21° dia após a indução com 

peptídeo MOG35-55. 

 
       Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas do cérebro de camundongos C57BL/6   no 21° dia após a indução com peptídeo  

MOG 35-55 (n=5 animais/grupo).  CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo 

imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato 

de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada barra 

representa a média ± SEM. * = p < 0,05 versus EAE.  Os resultados foram representativos de três 

experimentos independentes. 
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Figura 25 - Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e 

CD4+CD25+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares isoladas 

do cérebro no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 

 
       Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e CD4+CD25+(C) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro de camundongos C57BL/6   no 21° dia após a indução 

com peptídeo MOG35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não 

tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de 

metila. Cada barra representa a média ± SEM. *=p<0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de 

três experimentos independentes. 
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Figura 26 - Número absoluto de células CD4+FOXP3+IL-10+ determinada por 

citometria de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro no 21° dia após a 

indução com peptídeo MOG35-55. 

 
       Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Número absoluto de células CD4+FOXP3+IL-10+ determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas do cérebro de camundongos C57BL/6   no 21° dia após a indução com peptídeo  

MOG35-55 (n=5 animais/grupo).   CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo 

imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato 

de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila. Cada barra 

representa a média ± SEM. *= p<0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de três experimentos 

independentes. 
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6.12 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS AUD1 E AUD2 NA EXPRESSÃO 

DOS MARCADORES CELULARES EM CÉLULAS DO LINFONODO POR 

CITOMETRIA DE FLUXO NO 21° DIA APÓS A INDUÇÃO DOS ANIMAIS DO 

EXPERIMENTO DE EAE 

 

Foi realizada a análise do número absoluto das células do linfonodo no 21° dia após 

a indução. O tratamento com AU foi capaz de aumentar o número de células 

CD11c+MHCII+, CD11c+CD80+ e CD11c+CD86+, entretanto, o tratamento com AUD2 

reduziu o número dessas células quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figuras 

27A, 27B, 27C). No grupo tratado com AUD1 ocorreu um aumento do número de células 

CD11c+MHCII+ e CD11c+CD80+ quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) 

(Figuras 27A e 27B). Em relação ao número de células CD4+ e CD8+, ocorreu um aumento 

dessas células no tratamento com AU e uma redução nos tratamentos com AUD1 e AUD2 

quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figuras 28A e 28B). Na análise do número 

de células CD4+IL-17+, foi observado um aumento dessas células no grupo tratado com 

AU e uma redução nos grupos tratados com AUD1 e AUD2 quando comparado com o 

grupo EAE (p<0,05) (Figura 29A). Nos grupos tratados com AU e AUD1 foi observado 

um aumento no número de células CD4+IFNγ+ e no grupo tratado com AUD2 uma 

redução de células CD4+IFNγ+ quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figura 

29B). Os tratamentos com AU e AUD1 aumentaram o número de células CD4+CD25+ 

quando comparado com o grupo EAE (p<0,05). Entretanto, o tratamento com AUD2 

reduziu o número de células CD4+CD25+ quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) 

(Figura 29C). Os resultados mostram que os grupos tratados com AU e AUD1 aumentaram 

o número de células CD4+FOXP3+IL-10+ quando comparado com o grupo EAE (p<0,05). 

Em relação ao tratamento com AUD2 foi observado uma redução de células 

CD4+FOXP3+IL-10+ quando comparado com o grupo EAE (p<0,05) (Figura 30). 
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Figura 27 - Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e 

CD11c+CD86+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares 

isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 

 

  Fonte: Elaborado pelo autor (2023) 

Número absoluto de células CD11c+MHCII+(A), CD11c+CD80+(B) e CD11c+CD86+(C) determinada por 

citometria de fluxo de células mononucleares isoladas do linfonodo de camundongos C57BL/6    no 21° dia 

após a indução com peptídeo MOG35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo 

imunizado não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado 

com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-

28-oato de metila. Cada barra representa a média ± SEM. *=p<0,05 versus EAE. Os resultados foram 

representativos de três experimentos independentes. 
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Figura 28 - Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas dos linfonodos inguinais no 21° dia após a 

indução com peptídeo MOG35-55. 

 

      Fonte: Elaborado pelo autor (2023) 

Número absoluto de células CD4+(A) e CD8+(B) determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas do linfonodo de camundongos C57BL/6   no 21° dia após a indução com peptídeo 

MOG 35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo 

imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato 

de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila.Cada barra 

representa a média ± SEM.  *=p<0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de três experimentos 

independentes. 
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Figura 29 - Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e 

CD4+CD25+(C) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares isoladas 

dos linfonodos inguinais no 21° dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 

 

   Fonte: Elaborado pelo autor (2023) 

Número absoluto de células CD4+IL-17+(A), CD4+IFNγ+(B) e CD4+CD25+(C) determinada por citometria 

de fluxo de células mononucleares isoladas do linfonodo de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a 

indução com peptídeo MOG 35-55 (n=5 animais/grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado 

não tratado, AU= grupo imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-

hidroxi-urs-12-en-28-oato de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de 

metila. Cada barra representa a média ± SEM.*= p<0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de 

três experimentos independentes. 
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Figura 30 - Número absoluto de células CD4+FOXP3+IL-10+ determinada por 

citometria de fluxo de células mononucleares isoladas dos linfonodos inguinais no 21° 

dia após a indução com peptídeo MOG35-55. 

 

                        Fonte: Elaborado pelo autor (2023) 

Número absoluto de células CD4+FOXP3+IL-10+ determinada por citometria de fluxo de células 

mononucleares isoladas do linfonodo de camundongos C57BL/6   no 21° dia após a indução com peptídeo 

MOG35-55 (n=5 animais/ grupo). CN= grupo não imunizado, EAE= grupo imunizado não tratado, AU= grupo 

imunizado tratado com ácido ursólico e AUD1= grupo imunizado tratado com 3β-hidroxi-urs-12-en-28-oato 

de metila, AUD2= grupo imunizado tratado com 3β-acetoxi-urs-12-en-28-oato de metila.Cada barra 

representa a média ± SEM.*= p < 0,05 versus EAE. Os resultados foram representativos de três experimentos 

independentes. 
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7 DISCUSSÃO 

 

A inflamação aguda é um mecanismo de defesa imediato desencadeado pelos 

estímulos nocivos que iniciam uma cascata de sinalização, ativando leucócitos, que então 

produzem e liberam citocinas inflamatórias, dentre elas a IL-6 (KANG. et al.; 2019; 

UCIECHOWSKI; DEMPKE; 2020). A IL-6 atua em células endoteliais ativando o fator 

de transcrição STAT-3, permitindo a expressão de quimiocinas e aumento de ICAM-1, 

recrutando os leucócitos para o local do antígeno, contribuindo para o processo 

inflamatório (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014; NARAZAKI; KISHIMOTO, 

2018; HIRANO, 2020). Sabe-se ainda que esta citocina pró inflamatória é a principal 

indutora de proteínas hepáticas de fase aguda, sendo secretada por neutrófilos, monócitos 

e macrófagos ativados (BODE et al., 2012; SCHMIDT-ARRAS; ROSE-JOHN, 2016). A 

IL-6 atua tanto na resposta imune inata, como na resposta imune adaptativa. Na resposta 

imune inata, a IL-6 é prontamente sintetizada por células mielóides, como macrófagos e 

células dendríticas, após o reconhecimento de patógenos por meio de receptores TLRs no 

local da infecção ou lesão tecidual. Na resposta imune adaptativa, a IL-6 desempenha um 

papel crítico para a ativação das células B, induzindo a formação de plasmócitos, que são 

células produtoras de anticorpos (KANG et al., 2019). Em combinação com o TGF-β, a 

IL-6 promove a diferenciação de células T naive para células Th17 que são produtoras de 

citocina pró- inflamatória IL-17 (QIN et al., 2009).  

A produção excessiva de IL-6, promove um aumento da relação Th17/Treg 

resultando na interrupção da tolerância imunológica, contribuindo para o desenvolvimento 

de doenças inflamatórias e autoimunes (GARBERS et al., 2018; KANG et al., 2019). 

Assim, vários agentes terapêuticos têm sido avaliados como possíveis inibidores de IL-6 e 

de suas vias de sinalização (GARBERS et al., 2018; KANG et al., 2019).  

Em resultados prévios in vitro obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, foi observada 

a atividade inibitória do AU e de seus derivados AUD1 e AUD2 sobre a expressão de NF-

kB (SCHERRER et al., 2019). Com o objetivo de dar continuidade à investigação acerca 

dos efeitos destes derivados, o presente trabalho inicialmente, avaliou os possíveis efeitos 

imunomodulatórios de AUD1 e AUD2 em uma inflamação aguda. Para alcançar o objetivo, 

foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos. A 

carragenina é uma substância que desencadeia uma inflamação aguda, com vasodilatação, 

edema e migração de células, como neutrófilos, para o local da lesão, assim como aumento 

de citocinas pró inflamatórias como IL-6, TNF-α e IL-1β (LOPES et al., 2020).  
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Os resultados obtidos no presente trabalho, mostraram que os camundongos Balb/c 

dos grupos que receberam os tratamentos com os derivados AUD1 e AUD2, apresentaram 

uma redução significativa do edema de pata, assim como observado no grupo tratado com 

a dexametasona. Sugere-se que um dos fatores contribuintes para esta significativa redução 

do edema de pata foi o decréscimo da concentração da citocina pró-inflamatória IL-6 

promovida pelos tratamentos com os derivados AUD1 e AUD2. 

Considerando ainda a capacidade do AU de modular a resposta inflamatória in vitro 

e ainda em modelos experimentais, por meio da inibição da produção de mediadores 

inflamatórios (XU et al., 2011; SAHU et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2020; RONG et 

al., 2022), o presente estudo investigou os possíveis efeitos dos tratamentos dos derivados 

AUD1 e AUD2, na modulação da resposta imune de uma inflamação crônica utilizando o 

modelo murino de EAE.  

A EAE é usada como um modelo experimental da esclerose múltipla, por 

desenvolver muitos aspectos clínicos, morfológicos e histológicos em comum com a EM. 

A neuroinflamação e desmielinização são responsáveis pelos sinais clínicos de 

incapacidade e progressão da EM e EAE (MCGINLEY et al., 2018; AHARONI et al., 

2021; BIRMPILI et al., 2022; HUNTEMANN et al., 2022). Como esperado, no presente 

trabalho os animais do grupo EAE apresentaram infiltrado de células inflamatórias, 

desmielinização e sinais clínicos corroborando com os dados previamente descritos na 

literatura.  

Na EAE as células Th1 e Th17 têm a capacidade de orquestrar o influxo de células 

inflamatórias nas lesões do SNC através da secreção de citocinas pró-inflamatórias 

(GLATIGNY; BETTELLI, 2018; VAN KAER et al, 2019). As células Th1 são células 

CD4+ produtoras das citocinas pró-inflamatórias tais como, IL-12, IFN-γ e TNF-α. Por sua 

vez, as células CD4+Th17+ são responsaveis pela produção de citocinas pró-inflamatórias 

IL-17, IL-21 e IL-22. Enquanto as citocinas pró-inflamatórias atuam contribuindo para o 

agravamento da doença, as citocinas anti-inflamatórias atuam suprimindo a resposta 

imunológica autorreativa (JAHAN‐ABAD et al., 2019).  

Sabe-se também que as células dendríticas, macrófagos infiltrantes, células B e 

micróglias residentes do SNC podem expressar a mólecula MHC de classe II e moléculas 

co-estimulatórias CD80 e CD86 que estão envolvidas na iniciação e progressão da EAE e 

EM. Em acréscimo, células que expressam CD11c+ se apresentam como potentes APCs 

auxiliando na resposta proliferativa de linfócitos T (DONG; YONG, 2019; JURGA; 

PALECZNA; KUTER, 2020).  
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Em conformidade com esses dados, as análises do presente estudo, mostraram um 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α e IFN-

γ relacionadas ao perfil Th1 e Th17. Concomitantemente, ocorreu um aumento do número 

de células CD4+, CD8+, CD11+MHC-II+, CD11+CD80+, CD11+CD86+, CD4+, CD8+, 

CD4+IL-17+ e CD4+IFNγ+ no SNC do grupo de animais EAE, o que indica que ocorreu 

um aumento na apresentação de antígenos, que contribuiu para o aumento da reativação 

das células perfil Th1 e Th17 no SNC dos animais EAE. 

A citocina IL-6 é conhecida por estar envolvida na inflamação do SNC e na 

patologia de EAE, diretamente através da ativação da micróglia e astrócitos ou 

indiretamente, promovendo a diferenciação e a expansão das células Th17 (NARAZAKI; 

KISHIMOTO, 2018). Em protocolos experimentais utilizando camundongos 

geneticamente deficientes em IL-6, não foi possível induzir a EAE, mostrando assim, a 

relevância desta citocina no desenvolvimento da doença (SERADA et al., 2008). No 

presente trabalho os tratamentos com os derivados AUD1 e AUD2 reduziram o número de 

células CD4+ produtoras de IL-17 no SNC.  

O perfil de célula auxiliar Th1 é produtor de IFN-γ e apresenta um papel 

fundamental na imunoestimulação e imunomodulação. Sabe-se ainda que, em resposta ao 

IFN-γ liberado pelos linfócitos Th1, as micróglias aumentam a expressão do MHC II e 

liberam citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β, IL-6, IL-23 e o TNF-α (KYRAN et al, 

2018). No presente estudo, foi observado que os derivados AUD1 e AUD2 reduziram o 

número de células CD4+ produtoras de IFN-γ, bem como a produção de citocinas IL-1β e 

TNF-α no SNC, sugerindo que ocorreu uma redução no perfil de células produtoras de 

IFN-γ, possivelmente Th1 no cérebro, reduzindo a ativação das micróglias e 

consequentemente o processo inflamatório. 

As características neuroimunológicas da EAE também têm sido avaliadas pela 

concentração das citocinas pró-inflamatórias: IL1-β e TNF-α. As citocinas IL1-β e TNF-α 

liberadas por células T ativadas e macrófagos facilitam o início da reação imune local. Essa 

reação pode produzir danos no endotélio vascular e aumentar a permeabilidade da BHE e 

consequentemente facilitar o infiltrado de células no SNC. As citocinas IL1-β e TNF-α 

também são secretadas por astrócitos e micróglias ativadas, promovendo 

neurodegeneração e desmielinização no SNC (CHOI et al., 2014; DONG; YONG, 2019). 

Neste estudo, os tratamentos com os derivados AUD1 e AUD2 atenuaram as concentrações 

das citocinas IL1-β e TNF-α na medula, o que pode ter contribuído para a redução do 

número de células CD8+, CD4+, CD4+IFN-γ+, CD4+IL-17+ encontradas SNC. 
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Resultados obtidos anteriormente por Ellrichmann et al. (2012), permitem ainda relacionar 

a inibição IL1-β e TNF-α na medula com a inibição do fator de transcrição NF-κB. O NF-

κB é um conhecido fator transcricional envolvido no processo inflamatório, sendo 

responsável por induzir a transcrição de vários genes de mediadores pró-inflamatórios, 

como o  TNF-α e IL-1β. Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, o ácido ursólico e 

seus derivados AUD1 e AUD2, reduziram a expressão de NF-κB (SCHERRER et al., 

2019). 

Entre as citocinas pró-inflamatórias na patogênese da EAE, pode-se destacar a IL-

12, denominada IL-12p70, que é uma citocina produzida principalmente por células 

apresentadoras de antígenos, com a capacidade de promover a diferenciação de células 

CD4+ em células do perfil Th1, como citado anteriormente. O fator de transcrição Tbet, 

controla um programa de expressão gênica que resulta na produção de IFN-γ, TNF-α, IL-

2, que possuem características predominantemente pró-inflamatórias (HAMZA; 

BARNETT; LI, 2010). Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que ambos os 

tratamentos com o AUD1 e AUD2 foram eficientes na redução do número de células CD4+ 

produtoras de IFN-γ no cérebro, mesmo não reduzindo a citocina IL-12p70. Desta forma, 

uma possível justificativa é que os tratamentos sejam atuantes na diferenciação periférica, 

migração e/ou entrada das células para o SNC, embora o microambiente no parênquima 

cerebral estivesse propicio para a atuação do perfil Th1 (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 

2015).  

A IL-10 é uma citocina que modula a imunidade inata e adaptativa, principalmente 

por exercer efeitos anti-inflamatórios, sendo produzidas por diversas células da resposta 

imune (TRINCHIERI, 2007; SUN et al., 2021). Entre as células produtoras de IL-10, 

ressalta-se o papel das células Tregs, caraterizadas pelas CD4+CD25+FOXP3+ 

(DARGAHI et al., 2017). Estudos têm demonstrado a importância da ação da IL-10 no 

controle da EAE devido ao seu efeito imunorregulador. As células TCD4+FOXP3+ 

produtoras de IL-10 estão associadas à diminuição dos sinais clínicos na EAE (DAI et al., 

2012; BAI et al., 2018). Embora as Tregs estejam associadas na melhora dos sinais clínicos 

sinais na EAE, o AUD2 promoveu uma redução significativa nos sinais clínicos dos 

animais tratados, no entanto, inibiu a produção de IL-10 na medula e ainda inibiu o número 

de células CD4+IL-10+FOXP3+ na periferia e no cérebro, demonstrando assim que o 

mecanismo de autorregulação para o AUD2 parece não estar relacionado com as células 

CD4+IL-10+FOXP3+. Já o derivado AUD1 apresentou mecanismos diferentes de 

regulação na periferia e no SNC. No SNC, o AUD1, não elevou a concentração de IL-10 
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na medula, e também não aumentou o número de células CD4+IL-10+FOXP3+ no cérebro, 

sugerindo que no SNC o AUD1 se comporta de maneira similar ao AUD2. Por outro lado, 

na periferia, o derivado AUD1 aumentou o número de células CD4+IL-10+FOXP3+. Este 

aumento de células CD4+IL-10+FOXP3+ na periferia pode justificar a redução do número 

de células CD4+, CD8+ e CD4+ produtoras de IL-17 nos linfonodos pelo o AUD1.  

No presente estudo observou-se que o tratamento com o AUD2 foi o que apresentou 

melhor resultado na inibição dos sinais clínicos da EAE, os resultados demonstram que 

este derivado atuou nas células apresentadoras, diminuindo o número de células APCs com 

moléculas coestimulatórias na periferia, sugerindo que esta redução pode ter contribuído 

na inibição do número de células do perfil Th1 e Th17 encontradas nos linfonodos, assim 

como no SNC. Os estudos mostram que em EAE e EM as células T autorreativas que 

escapam à tolerância central no timo, podem entram nos linfonodos. Neste local as APCs 

via MHC de classe II e co estimulação de CD80, CD86 e CD11c ativam as células T CD4+ 

que podem então se diferenciar em Th1 e Th17, entre outros tipos celulares. Essas 

moléculas coestimulatórias são importantes para a sinapse imunológica entre as APCs e os 

linfócitos T, não só para a apresentação do antígeno como também na indução do segundo 

sinal para a produção de citocinas. Estudos tem demonstrado que a inibição dessas 

moléculas é capaz de suprimir a EAE (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; 

MILOVANOVIC et al., 2020). 

Além das células CD4+, há evidências que as células CD8+ contribuem para o dano 

tecidual do SNC na EAE e também estão presentes no líquor de pacientes com EM 

(HUSEBY et al., 2001). Neste contexto, o AUD2 ao reduzir o número de células 

apresentadoras expressando moléculas coestimulatórias CD80/CD86, pode ter contribuido 

para a redução do número de células CD8+ observado nos linfonodos e no cérebro. Sabe-

se que a ligação de CD28, expressos em células T, com CD80/CD86 expressos em APCs, 

transduz um sinal co-estimulatório secundário fundamental para completar a ativação de 

células T CD8+ virgens em efetoras (FINK; HENDRICKS, 2011). 

Além da modulação do perfil celular e mediadores inflamatórios, os tratamentos 

com AUD1 e AUD2 também reduziram a presença de infiltrados inflamatórios e 

desmielinização na medula espinhal, sugerindo uma relação com a inibição do 

agravamento dos sinais clínicos. A desmielinização na EAE tal como na EM, é um 

resultado das lesões inflamatórias no SNC que conduzem para os sinais clínicos 

(LASSMANN, 2018).  

Diante dos resultados apresentados no presente trabalho, sugerem que os 
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mecanismos de ação destes derivados são diferentes. O derivado AUD2 melhora os sinais 

clínicos da EAE ao promover a redução das células APCs e suas moléculas 

coestimulatórias e consequentemente a redução da ativação das células CD4+, CD8+ e 

ainda uma inibição na diferenciação das células CD4+ em perfil Th1 e Th17 nos 

linfonodos, achados semelhantes ao encontrado por ZHANG et al. (2020), utilizando o 

ácido ursólico como tratamento em um modelo EAE. No SNC, o AUD2 reduziu as células 

apresentadoras e suas moléculas coestimulatórias, bem como as citocinas próinflamatórias 

(IL-1β e TNF-α), contribuindo para a redução da reativação das células Th1/Th17. Por sua 

vez, o AUD1 apresentou o mesmo mecanismo de ação observado para AUD2 no SNC. 

Entretanto, na periferia o derivado AUD1 inibiu o número de células CD4+, CD8+ e 

células CD4+Th17+ e aumentou o número de células reguladoras CD4+IL-10+FOXP3+, 

indicando uma atuação de Tregs no seu mecanismo de ação, o que não foi observado com 

o tratamento com o AUD2. Mais estudos são necessários para esclarecimentos destes 

resultados, no que diz respeito da migração para o SNC. 

É importante ainda ressaltar que ambos tratamentos foram capazes de reduzir o 

número de células CD4+ com perfil Th17 na periferia e no SNC. É conhecido que a 

inibição das atividades das células Th17 possui implicações significativas no tratamento 

da EM e de outras doenças relacionadas ao sistema imunológico (TESMER et al., 2008). 
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8 CONCLUSÃO 

 

No contexto do modelo de inflamação aguda, tanto o AUD1 quanto o AUD2 

demonstraram eficácia comparável à dexametasona, um anti-inflamatório amplamente 

utilizado na prática clínica.  

Em conclusão, no modelo EAE, a regulação das células imunológicas na periferia 

e a redução no número de células pró-inflamatórias no SNC com os tratamentos com AUD1 

e AUD2 se correlacionaram com melhores aspectos histológicos no SNC que culminaram 

com eficácia sobre os parâmetros clínicos apresentados na EAE, sugerindo um potencial 

terapêutico no tratamento da EM.   
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ANEXO B - Protocolo n°04-2019R 
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ANEXO D - Publicação de capítulo de livro 
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ANEXO E - Submissão de artigo  
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