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Resumo 

A mitoxantrona é um agente antineoplásico da família das antracenodionas, capaz de reduzir 

o número de células T, suprimir a imunidade humoral e in vivo ativar células T supressoras. A 

Esclerose Múltipla (EM) afeta mais de um milhão de pessoas em todo o mundo, 

caracterizando-se por ser uma doença inflamatória crônica desmielinizante do sistema 

nervoso central, de natureza auto-imune, sendo, na maioria dos casos, grave e incapacitante. 

Além disso, a terapêutica atual para a EM freqüentemente tem efeitos insatisfatórios, 

mostrando-se ainda ineficaz em relação à sua cura e total recuperação dos pacientes em fase 

avançada. A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas que afeta cerca de 300 

milhões de pessoas em todo o mundo. Atualmente, os medicamentos disponíveis para o 

tratamento da asma apenas controlam da doença e apresentam efeitos colaterais sistêmicos 

que, em geral, são observados com a utilização de doses elevadas por tempo prolongado. 

Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de uma série de 

derivados antraquinônicos análogos da mitoxantrona na modulação da resposta in vitro de 

macrófagos murinos ativados com lipopolissacarídeo e IFN-γ, e verificar a ação na modulação 

da resposta imune in vivo no modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e de 

alergia pulmonar (AP). Na etapa in vitro foi avaliada a citotoxicidade dos compostos e nos 

sobrenadantes da cultura foram quantificados os níveis de óxido nítrico. Na etapa in vivo foi 

investigado o uso do derivado O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (CS56) na 

evolução da EAE induzida em camundongos C57Bl/6 através da aplicação do MOG35–55, e na 

modulação da AP e da exacerbação por vírus da AP, induzidas em camundongos BALB/c por 

inalação de alérgenos da poeira. Os resultados obtidos demonstraram que as modificações 

estruturais realizadas nos derivados antraquinônicos originaram análogos menos citotóxicos, 

com elevada capacidade de inibir a concentração de NO. Os dados obtidos in vivo indicam 

que o tratamento da EAE com o CS56 melhora o escore clínico da doença e isto pode ser 

correlacionado com uma redução na liberação de citocinas inflamatórias e quimiocinas 

envolvidas no aumento de células no sistema nervoso central. Os resultados obtidos do 

modelo de AP demonstram que o tratamento com CS56 melhora o quadro respirátorio dos 

camundongos através da redução dos parâmetros da alergia pulmonar, como 

hiperresponsividade brônquica, hipersecreção de muco e infiltração de eosinófilos. Desta 

forma, os dados sugerem um papel imunomodulatório do derivado na EAE e na AP com 

potencial aplicabilidade terapeutica para a asma e a esclerose múltipla. 
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Abstract 

Mitoxantrone is an antineoplasic agent of the anthracenedione family, capable of reduce T 

cell numbers, suppress humoral immunity and in vivo activate suppressor T cells. Multiple 

Sclerosis (MS) affects about one million people worldwide, is characterized by an 

autoimmune chronic inflammatory demyelinating disease of the central nervous system, and, 

in most cases, severe and disabling. Moreover, the current therapy for MS has often 

unsatisfactory effects, being still ineffective in relation to its healing and full recovery of 

patients in advanced stages. Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways that 

affects approximately 300 million people worldwide. Currently, the treatment of asthma is 

intended to control the disease and the drugs used show systemic side effects that are 

generally observed with the use of high doses for long time. In this context, this study aimed 

to evaluate the effect of a series of anthraquinone derivatives, analogs of mitoxantrone, in the 

modulation of in vitro response of murine macrophages activated with lipopolysaccharide and 

IFN-γ, and check the action in the modulation of the in vivo immune response of experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE) and pulmonary allergy (PA). In the in vitro stage was 

evaluated the cytotoxicity of the compounds and the levels of nitric oxide produced. In the in 

vivo stage, the O,O’-bis-(3’-iodopropyl)-1,4-dihidroxyanthraquinone (CS56) derivative was 

investigated in the evolution of EAE induced in C57Bl/6 mice by applying MOG35-55, and in 

the modulation of PA and PA exacerbation by Rhinovirus, induced in BALB/c mice by 

inhalation of dust allergens. The results showed that the structural modifications performed on 

the anthraquinone derivatives produced less cytotoxic analogs with high ability to inhibit the 

NO concentration. The data obtained in vivo indicate that treatment of EAE with CS56 

improves the clinical score of disease and this may be correlated with a reduction in the 

release of inflammatory cytokines and chemokines involved in the increase of cells in the 

central nervous system. The results of PA model demonstrate that treatment with CS56 

improves respiratory mice by reducing the parameters of pulmonary allergy, such as bronchial 

hyperresponsiveness, mucus hypersecretion and infiltration of eosinophils. Thus, the data 

suggest an immunomodulatory role of the derivative in EAE and PA with potential 

therapeutic applicability for asthma and multiple sclerosis. 
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ASPECTOS GERAIS  DA  MITOXANTRONA 

 

A mitoxantrona (Figura 1) foi desenvolvida nos anos de 1970 como agente 

antineoplásico, sendo derivado da família das antracenedionas (SCOTT; FIGGITT, 2004) que 

são quimicamente análogas as antraciclinas que incluem a doxarrubicina e a daunorrubicina 

(MORRISSEY; LE PAGE; EDAN, 2005).  

 

 
Figura 1 – Estrutura química da mitoxantrona (BARASCH et al., 1999). 

 

Este agente se intercala ao DNA inibindo sua replicação e impedindo também a 

síntese de RNA (PELFREY et al., 2006), pois interage com a enzima topoisomerase II 

reponsável pela quebra das cadeias do DNA (NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004; 

CALABRESI; CHABNER in GOODMAN; GILMAN, 2005). Devido a sua capacidade de 

intercalar com o DNA, a mitoxantrona é utilizada para a inibição da proliferação de células 

cancerosas no tratamento de câncer de mama, linfomas não-Hodgkin, câncer de próstata e 

certos tipos de linfomas (FISHER; PATTERSON, 1991; AN; MORRIS, 2012). 

A mitoxantrona é uma substância imunossupressora capaz de inibir a imunidade 

humoral, reduzir o número de células T e ativar in vivo células T supressoras (PERICOT; 

MONTALBAN, 2003). Sua atividade imunossupressora têm sido atribuída a sua capacidade 

de reduzir a secreção de interferon – gama (IFN- γ), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interleucina 2 (IL-2) (FOX, 2004). Morrisey, Le Page e Edan (2005) observaram a capacidade 

da mitoxantrona em induzir de forma dose-dependente a apoptose e necrose de linfócitos B e 

células apresentadoras de antígenos. No tratamento de pacientes com esclerose múltipla, 

presume-se que a ação da mitoxantrona seja via depleção de linfócitos T e B auto reativos à 
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mielina, redução da desmielinização causada por macrófagos e da liberação de anticorpos 

anti-mielina (SCOTT; FIGGITT, 2004; FOX, 2006). 

A farmacocinética desta droga vem sendo determinada em estudos clínicos usando 

infusão intravenosa (FOX, 2004). Sua biotransformação ocorre em três fases, apresentando 

três meias-vidas (t 1/2) sucessivas: 6-12 min. (rápida), 1-3 h (intermediária) e 23-215 h (longa-

terminal) (MORRISSEY; LE PAGE; EDAN, 2005). Exibe distribuição inicial rápida e 

eliminação relativamente lenta dos compartimentos teciduais profundos, sendo o volume de 

distribuição grande. Elevadas concentrações de mitoxantrona são encontradas na tireóide, no 

fígado e no coração após a administração. Sua eliminação do corpo é feita principalmente 

pela excreção biliar, correspondendo a depuração plasmática renal por somente 10% da 

eliminação (FOX, 2004). 

Apesar de ser bem tolerada, em altas doses a mitoxantrona pode provocar efeitos 

secundários como mielossupressão caracterizada por leucopenia e neutropenia (6% - 50%), 

com efeito mínimo sobre as plaquetas e eritrócitos. A granulocitopenia pode resultar de leve a 

severas infecções, incluindo infecções no trato urinário (7%), pneumonia (9%), 

bacteremia/sepse (34%) e infecções fúngicas (9% - 15%). Ocasionalmente o paciente em 

tratamento com a mitoxantrona podem apresentar náuseas e vômito (31% - 72%), alopecia e 

estomatite (7% - 29%). Entretanto, a cardiotoxicidade (5% - 18%) é o efeito mais grave 

atribuído ao uso de mitoxantrona induzindo cardiomiopatias, como taquicardia, arritmia e 

insuficiência cardíaca congestiva sintomática (PERICOT; MONTALBAN, 2003). O aumento 

do risco de cardiotoxicidade está associado com o aumento cumulativo das doses de 

mitoxantrona, assim como, com a pré-disposição a doenças cardiovasculares (MORRISSEY; 

LE PAGE; EDAN, 2005). 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ESCLEROSE MÚLTIPLA 

 

A Esclerose Múltipla (EM) afeta cerca de 1,3 milhões de indivíduos em todo o mundo 

com uma incidência aproximada de 7 novos casos por ano para cada 100.000 pessoas 

(VOLLMER, 2007). O início da doença é principalmente observado entre 20 e 40 anos, mas 

10% dos pacientes são diagnosticados antes dos 16 anos. Embora os dados atuais da EM 

tenham como base trabalhos europeus e norte americanos, estudos brasileiros objetivam uma 

melhor caracterização epidemiológica, assim como, sua diferenciação em relação a outras 

doenças clinicamente semelhantes, como a neuromielite óptica. Os estudos nacionais 

demonstram um perfil de pacientes com EM predominantemente caucasianos, mulheres, 

apresentando a forma clínica remintente recorrente (ARRUDA et al., 2001; ALVES-LEON et 

al., 2008; LANA-PEIXOTO, 2008).  

Atualmente, existem duas hipóteses para a etiologia da EM: A hipótese infecciosa 

viral e a hipótese autoimune. Elas são complementares uma vez que experimentos utilizando 

modelos animais com base em tais hipóteses mostram degeneração axonal, como o fator 

determinante da incapacidade neurológica irreversível, assim como, ocorre em pacientes com 

EM (GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU, 2006). 

De acordo com a hipótese infecciosa viral, após a infecção os vírus ativam as células 

apresentadoras de antígenos (APCs), estes vírus (causadores, por exemplo, de sarampo, 

rubéola, entre outros) contêm seqüências protéicas similares às seqüências dos antígenos da 

mielina (mimetismo molecular) e, em hospedeiros susceptíveis, ocorre reação cruzada, ou 

seja, respostas imunológicas contra o vírus que resultam em reações contra os próprios tecidos 

(GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU, 2006, BRETTSCHNEIDER et al., 2009). 

Na hipótese autoimune o processo de desmielinizacão inicia-se com ativação de 

células T CD4+ periféricas com reatividade à mielina que atravessam a barreira 

hematoencefálica em direção ao SNC auxiliadas por um aumento na expressão de citocinas 

inflamatórias e de moléculas de adesão e receptores de quimiocinas nas células endoteliais 

desta barreira (RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003). Os auto-antígenos da mielina, 

sobretudo a Proteína Básica da Mielina (PBM) e a Glicoproteína Mielodendrítica (MOG) são 

apresentados por astrócitos, macrófagos e células gliais à estas células T CD4+, 
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desencadeando uma cascata que libera mediadores inflamatórios e culmina com a lesão ou 

destruição da bainha de mielina (RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003). A figura 2 

resume todo este processo (NEUHAUS; ARCHELOS; HARTUNG, 2003). 

 

 

Figura 2 - Hipótese auto-imune da Esclerose múltipla (Fonte: NEUHAUS; ARCHELOS; HARTUNG, 2003). 

 

De acordo com dados atuais, a EM se desenvolve em pessoas geneticamente 

susceptíveis, podendo ser necessários gatilhos ambientais como, por exemplo, temperatura, 

níveis de vitamina D, dieta alimentar e fumo (LINCOLN, COOK, 2009). Indivíduos que 

possuem parentes de primeiro grau portadores de EM, têm uma probabilidade de 2 a 5% 

maior de desenvolver a doença do que o restante da população, enquanto que entre gêmeos 

monozigóticos este risco é de 25% (DYMENT; EBERS; SADOVNICK, 2004). 

Similar a outras doenças autoimunes mediadas por células T, os genes que conferem 

risco específico para EM são da classe II do antígeno leucocitário humano (HLA)-DR e o 

HLA-DQ. O maior risco ocorre nos indivíduos homozigóticos para os alelos DR15 e DR2. 

Existem poucas informações com relação ao risco genético conferido pelos alelos HLA de 

classe I (SOSPEDRA; MARTIN, 2005). 

Os sintomas mais comuns da EM são fraqueza muscular, parestesias, deficiências 

visuais e/ou auditivas, alterações na coordenação motora e no controle dos movimentos finos, 

alterações urinárias e/ou sexuais, vertigens e/ou desequilíbrios, dores faciais, no tronco e/ou 

nas extremidades, disartria e/ou disfagia, entre outros. É mais comum em mulheres, sendo que 

as primeiras manifestações clínicas ocorrem frequentemente na idade adulta (HAFLER, 

2004). Sabe-se que 15 anos após o início da doença, cerca de 50% dos pacientes necessitam 

de auxílio para caminhar, e após 25 anos a maioria está incapacitada para andar. Estas 

características parecem se relacionar com o número e a gravidade dos surtos nos primeiros 
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anos da doença, neste sentido o diagnóstico e o tratamento precoce são imprescindíveis 

(TILBERY, 2007). 

As manifestações clínicas na EM incluem problemas sensoriais, motor e no sistema 

autônomo, sendo possível distinguir basicamente quatro formas clínicas da doença. No 

estágio inicial da doença 85% dos pacientes apresentam o tipo remitente-recorrente (RR), 

onde os surtos são de duração variável, seguidos de um período de remissão e com 

recuperação total ou parcial do indivíduo afetado; a maioria dos pacientes do tipo RR evolui 

para a forma secundária-progressiva (SP), onde após a remissão dos surtos, apresentam leve 

progressão da doença. Aproximadamente 10% dos pacientes apresentam a EM primária-

progressiva (PP) que inicia de forma progressiva, com platôs ocasionais e com pequenas 

melhoras temporárias. Na apresentação progressiva-recorrente (PR) desde o início observa-se 

o agravamento da incapacidade com surtos claramente identificáveis com ou sem recuperação 

do paciente (SOSPEDRA; MARTIN, 2005; LUBLIN, 2007; GOVERMAN, 2009). 

 

1.2 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE) 

 

Os estudos de desordens neuroinflamatórias do SNC em pacientes é restrito devido a 

dificuldade de acesso ao órgão, sendo as investigações limitadas às alterações sistêmicas que 

ocorrem durante a progressão da enfermidade e a exames de ressonância, sendo que estes não 

refletem todas as mudanças que desencadeiam o processo patológico no SNC e isto explica, 

em parte, a falta de terapias efetivas contra a EM.  

Na tentativa de superar estas limitações o uso de modelo animal torna-se necessário 

para o estudo da patogênese da EM e também para o desenvolvimento de terapias efetivas no 

tratamento desta patologia, pois os animais fornecem estudos que podem conduzir ao 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o tratamento da EM (´t HART; 

AMOR, 2003). 

A EAE é o modelo animal mais amplamente utilizado para o estudo da EM, sendo que 

várias razões contribuem para a utilização da EAE como um modelo de autoimunidade 

antígeno-induzida, tais como, o predomínio de inflamação com o envolvimento de células 

mononucleares e a desmielinização que são características que se assemelham às da EM 

(ERCOLINI; MILLER, 2006; YIN et al., 2010). 
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Inicialmente a EAE, assim como a EM, foi caracterizada como sendo uma doença 

mediada por linfócitos CD4+ T helper 1 (Th1) e a produção de citocinas relacionadas a este 

tipo celular, como produção de interferon-γ (IFN-γ) e interleucina (IL)-12 (MARCONDES et 

al., 2005; SOSPEDRA e MARTIN, 2005; WENSKY, 2005). Lees e colaboradores (2008) em 

estudo de transferência adotiva de células polarizadas em Th1 inoculados em camundongos 

tipo selvagem, deficientes em IFN-γ e deficientes em receptores para IFN-γ avaliaram a 

importância do IFN-γ no estabelecimento de um infiltrado celular e consequente 

desenvolvimento de lesões na medula espinhal, mas não no cerebelo e tronco encefálico, 

estabelecendo assim uma ação localizada do IFN-γ na patogênese da EAE.  

Atualmente sabe-se que linfócitos T helper 17 (Th17), produtores de IL-17 estariam 

diretamente relacionados com o desenvolvimento da EAE (MURPHY et al., 2010; KANG et 

al., 2010;). A polarização de linfócitos Th17 ocorre na presença de IL-23, IL-6 e do fator 

transformador do crescimento-beta (TGF-β). Em protocolos experimentais utilizando 

camundongos geneticamente deficientes em IL-6 e IL-23 não foi possível induzir a EAE, 

indicando a importância destas citocinas no desenvolvimento da patologia e 

consequentemente dos linfócitos Th17 (KROENKE, 2008; QUINTANA; WEINER, 2009). 

O modelo murino C57Bl/6 tem sido bastante útil na indução de EAE crônica, severa e 

sem recaídas, especialmente quando se utiliza a mielina do oligodendrócito (MOG) como 

indutora da doença (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).  

Este modelo pode ser induzido através de componentes da PBM, da MOG ou da 

Proteína Proteolipídica (PLP) (Figura 3) que, depois de extraídos e purificados, são 

emulsificados e injetados nos animais susceptíveis (GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU, 

2006). 
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Figura 3 - Seqüências indutoras do modelo de EAE e respectivas linhagens. 

 

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

utilizado. A indução com PBM desenvolve a forma progressiva primária da EAE, já com o 

uso da PLP, observa-se a forma secundária progressiva enquanto que o peptídeo MOG induz 

a forma recorrente-remitente da EAE. A glicoproteína MOG é expressa no SNC e está 

localizada nos corpos celulares e processos dos oligodendrócitos e na camada mais externa da 

bainha de mielina. Em função desta localização a MOG tem sido objeto de estudos que 

apóiam a possibilidade dela ser o antígeno-alvo primário no desenvolvimento da EM 

(SOSPEDRA; MARTIN, 2005). 

 

1.3 TRATAMENTO DA EM 

 

O tratamento da EM envolve os chamados agentes modificadores da doença, 

aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e são classificados em 

imunomoduladores ou imunossupressores, administrados de acordo com a fase e a progressão 

da doença (FOX, 2004). 

Entre os agentes terapêuticos que estão sendo testados ou já aprovados pelo FDA para 

o tratamento da EM podemos citar: interferon beta (IFN-β), o acetato de glatirâmer, 

natalizumab, fingolimod,  daclizumab e mitoxantrona (SORENSEN et al., 1999; NEUHAUS; 

ARCHELOS; HARTUNG, 2003; JONES; COLES, 2010). 
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O IFN-β é um agente terapêutico para o tratamento da EM, entretanto, o mecanismo 

de ação responsável pelo efeito benéfico do IFN-β não foi até o presente momento 

completamente esclarecido (AXTELL et al., 2010). Yen, Kong e Ganea (2010) abordam em 

seus estudos a capacidade do IFN-β em influenciar a migração de células dendrítricas para o 

linfonodo e também para o sítio inflamatório. Outros estudos também demonstraram a 

capacidade do IFN-β em inibir a diferenciação de Th17 e alterar o balanço entre células Th1 e 

Th2 (GUO; CHANG; CHENG, 2008; MARKAR et al., 2008; MARTIN-SAAVEDRA et al., 

2008). O tratamento com IFN-β pode levar a reações no local de aplicação (65% - 78%), 

sintomas de gripe (45% - 57%), insônia (18% - 21%), dores abdominais, problemas de 

coordenação e impotência (4% - 20%). O custo mensal do tratamento varia de R$ 3.200,00 a 

R$ 6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009).  

O acetato de glatirâmer (AG) é frequentemente utilizado no tratamento da EM, sendo 

composto de L-tirosina, L-lisina, L-alanina e L-tirosina. Estudo realizado por Neuhaus, 

Archelos e Hartung (2003) demonstraram que o acetato de glatirâmer atua polarizando a 

diferenciação de células T CD4+ para o perfil Th2. Kim e colaboradores (2004) 

demonstraram que monócitos isolados de pacientes tratados com acetato de glatirâmer 

produzem uma maior quantidade de IL-10 e baixa quantidade da citocina pró-inflamatória IL-

12. Recentemente, Burger e colaboradores (2009) demonstraram que o acetato de glatirâmer 

aumenta o antagonista endógeno de IL-1β, denominado sIL-1Ra reduzindo a indução de 

células T por IL-1β. O tratamento com AG pode levar a reações no local de aplicação (30%), 

sintomas de gripe (10%), dores abdominais (14% - 20%), infecções (25% - 30%) e 

taquicardia, palpitação  (4% - 20%). O custo mensal do tratamento varia de R$ 2.200,00 a R$ 

6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009; BOSTER, 2011). 

O natalizumab é um anticorpo monoclonal IgG4 que impede a migração de células 

através da barreira hematoencefálica por se ligar à integrina alfa 4 beta 1 (VLA-4) presente 

em linfócitos. A ligação do natalizumab em VLA-4 impede sua interação com seu ligante a 

molécula de adesão VCAM-1, expressa pelo endotélio vascular (ELICES et al., 1990). O 

tratamento com natalizumab pode levar a sintomas de gripe (10% - 25%), dores abdominais 

(8% - 28%), infecções (30%) e depressão  (4% - 8%). O custo mensal do tratamento varia de 

R$ 6.000,00 a R$ 7.200,00 (CHIAO; MEYER, 2009; O'DAY et al., 2011). 

O fingolimod é um agonista do receptor esfingosina-1-fosfato que está presente em 

linfócitos e regula sua migração para os órgãos linfoides secundários. A intensa estimulação 

do receptor esfingosina promove a internalização deste receptor e consequentemente, as 
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células ficam privadas dos sinais de migração (SAWICKA et al., 2005). O tratamento com 

fingolimod pode levar a sintomas graves como falha cardíaca e infecções severas. O custo 

mensal do tratamento varia de R$ 7.000,00 a R$ 9.200,00 (O'DAY et al., 2011). 

O daclizumab é um anticorpo monoclonal IgG1 humanizado que se liga a cadeia α do 

receptor de IL-2 (BIELEKOVA et al., 2006). A ação do daclizumab no controle de células T 

esta relacionada à expansão e sobrevivência de células T matadoras naturais (NK). Estas 

células NK exerceriam um efeito imunomodular sobre as células T por meio de um contato 

entre as duas células. Bielekova e colaboradores (2006) apresentam que células 

mononucleares do sangue periférico quando tratadas com daclizumab atuam promovendo a 

expansão e sobrevivência de células NK e estas por sua vez seriam responsáveis pela morte 

de célula T ativada. Pacientes com EM tratados com daclizumab apresentam uma correlação 

significativa entre células NK e declínio de linfócitos T CD4 e linfócitos T CD8. A 

administração do daclizumab atua reforçando a citotoxicidade de células NK sobre células T 

ativadas (BIELEKOVA et al., 2006). O tratamento com daclizumab pode levar a sintomas 

graves como falha cardíaca e sangramentos. O custo mensal do tratamento varia de R$ 

5.000,00 a R$ 7.000,00 (O'DAY et al., 2011).  

A mitoxantrona atua principalmente na periferia, onde causa a inibição das APCs e de 

linfócitos T auto-reativos, e no SNC, inibe os mecanismos efetores de macrófagos e linfócitos 

B (NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004). 

Embora todos estes fármacos apresentem resultados promissores no tratamento da 

EM, eles são ineficazes na cura do paciente em fase evolutiva da doença. Além disso, estes 

fármacos apresentam um problema fundamental que é sua atuação não seletiva nas células do 

sistema imune, o que desencadeia efeitos colaterais graves como leucoencefalopatia 

multifocal progressiva, aumento das taxas de infecções, erupções cutâneas e úlceras (JONES; 

COLES, 2010). 
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2 OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

 Avaliar o efeito do derivado antraquinônico O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-

dihidroxiantraquinona (CS56), análogo da mitoxantrona na modulação da resposta imune no 

modelo de encefalomielite autoimune experimental. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Avaliar o efeito dos derivados antraquinônicos na viabilidade de macrófagos; 

� Quantificar a produção de NO em sobrenadantes de cultura de macrófagos 

estimulados com IFN-γ e LPS e tratados com os derivados antraquinônicos; 

� Avaliar a evolução do quadro de sintomas da EAE, através do peso e escore 

clínico dos animais; 

� Avaliar o infiltrado celular no cérebro e na medula espinhal, através da 

histopatologia; 

� Quantificar os níveis de citocinas e quimiocinas em macerado de cérebro, e 

medula espinhal através da técnica de ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 SÍNTESE DOS ANÁLOGOS 

 

Os análogos foram sintetizados no Departamento de Química da Universidade Federal 

de Juiz de Fora (UFJF), e gentilmente cedidos para estudo pelo grupo de pesquisa coordenado 

pelo Prof. Dr. Mauro Vieira de Almeida. A mitoxantrona foi cedida pela Quiral Química do 

Brasil S.A.. Inicialmente obteve-se o composto antraquinona que foi modificado para dois 

compostos intermediários, a diaminoantraquinona e a dihidroxiantraquinona. Após diferentes 

reações foi obtida a substituição dos radicais pelos diferentes compostos que deram origem 

aos derivados antraquinônicos análogos da mitoxantrona (Figura 4). A mitoxantrona também 

é um derivado da antraquinona, na qual envolve a reação da leuco-1,4,5,8-

tetrahidroxiantraquinona com 2-[(2-aminoetil)amino]etanol para formar a 1,4-dihidroxi-6,7-

dihidro-5,8-di[{2-[(2-hidroxietil)amino]etil}amino]-9,10-antracenodiona. 

 
Figura 4 – Esquema de sintese dos derivados antraquinônicos 7-13. 
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3.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS ANÁLOGOS DA MITOXANTRONA EM 

MACRÓFAGOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-γγγγ 

 

3.2.1 LINHAGEM CELULAR E CULTURA 

 

Macrófagos J774.A1 mantidos a 37 °C em estufa de CO2 (5%) em RPMI-1640 

suplementado (2 mM de L-glutamina, 100 µg/mL  de estreptomicina e penicilina, 5% de soro 

fetal bovino) foram utilizados para o estudo. Macrófagos primários de camundongos foram 

adquiridos pela injeção intraperitoneal (i.p.) de 2,0 ml de tioglicolato (3%) (Sigma Chemical 

Co., Saint Louis, USA). Após três dias, os camundongos foram sacrificados, a cavidade 

peritoneal lavada com 5 ml de salina tamponada gelada contendo 0,1% de soro albumina 

bovina e 20 µmol/L de EDTA e o exsudato foi coletado e contado. A viabilidade celular de 

ambos os grupos celulares foi avaliada pelo método de exclusão por azul de trypan 0,4%. 

As células foram distribuídas (2x105 cell/mL) em placas de 96 poços em RPMI-1640 

suplementado e mantidas a 37 °C em 5% de CO2. Os macrófagos foram cultivados por 48 

horas na presença ou ausência da mitoxantrona ou dos derivados nas concentrações de 0,2, 1, 

5 e 25 µg/mL e estimulados ou não com LPS (1µg/mL) e IFN-γ (0.9 ng/mL) em quintuplicata. 

Como controle foram utilizados células apenas estimuladas com LPS e IFN-γ e não tratadas 

com os análogos, células não estimuladas e células não estimuladas tratadas com DMSO 

0,1% (diluente utilizado na dissolução da mitoxantrona e dos análogos). 

 

3.2.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DA MITOXANTRONA E SEUS ANÁLOGOS 

 

A viabilidade dos macrófagos J774.A1 foi determinada pelo método colorimétrico do 

MTT (corante Thiazol Blue Tetrazolium Bromido - Sigma, St. Louis, MO, USA). Para o teste, 

após o tempo de cultura de 48 horas os sobrenadantes foram coletados para posterior dosagem 

de NO e a seguir foram adicionados nos poços contendo as células cultivadas 100 µL de 

RPMI e 10µL de MTT (5mg/mL). A placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de CO2. 

Transcorrido o período de 4 horas a reação foi finalizada com o acréscimo de 100 µL de 

álcool isopropílico acidificado com 0,4% de HCL 1N. A absorbância foi lida a 570 nm e a 

citotoxicidade (%) obtida pela fórmula 100-((x 1/ x 2)*100), considerando x 1 e x 2 a media da 
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OD (570nm) nos poços de células tratadas com os derivados e células não tratadas, 

respectivamente. 

 

3.2.3 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE NO 

 

A concentração de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito) foi 

medida pelo método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de cultura. Para realização do 

teste 100 µL de sobrenadante de cada poço foram transferidos para placas de 96 poços, 

posteriormente foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 

0,1% de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5% H3PO4, Sigma, St. Louis, MO, USA). 

A concentração de NO foi determinada por comparação com uma solução padrão de nitrito de 

sódio. A absorbância medida a 540 nm. O NG- monometil-L-arginina (L-NMMA) foi 

utilizado como padrão positivo do controle da inibição. A porcentagem de inibição foi 

calculada em relação à inibição do L-NMMA e células apenas estimuladas.  

 

3.3 AVALIAÇÃO DO DERIVADO CS56 NO MODELO IN VIVO DE EAE  

 

3.3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados 40 camundongos da linhagem C57Bl/6, fêmeas, com 6-8 semanas, 

provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da UFJF. Eles foram 

mantidos na sala de manutenção de animais do laboratório de Imunologia, em estantes 

ventiladas e dieta ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os 

princípios do Código Brasileiro para a Utilização de Animais de Laboratório. Este projeto foi 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Animais da UFJF (Protocolo 

número 006/2008) 
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3.3.2 INDUÇÃO DA EAE 

 

Cada animal foi imunizado 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 (H37 RA; Difco Detroit, USA). 

No dia da imunização e após 48 horas, cada animal recebeu i.p. 300 ng de toxina pertussis 

(Sigma) em PBS em cada aplicação.  

 

3.3.3 TRATAMENTO COM MITOXANTRONA E ANÁLOGO 

 

Os camundongos foram divididos em 4 grupos: (a) EAE (induzido e não-tratado); (b) 

EAE tratado (induzido e tratado com mitoxantrona); (c) EAE tratado (induzido e tratado com 

o análogo CS56); (d) controle (não-induzido e não-tratado).  

O tratamento foi iniciado no 14º dia após a indução da EAE através de injeções 

intraperitoneais e se estendeu até o 21º dia após a indução, considerando-se o dia da indução 

como dia 0. A mitoxantrona e seus análogos foram diluidos em PBS com 1% de DMSO na 

concentração inicial de 5mg/mL. As injeções i.p. foram feitas na concentração de 1mg/kg em 

100µl, adaptada de Piao e colaboradores (2007). 

 

3.3.4 AVALIAÇÃO CLÍNICA 

 

Os camundongos foram pesados diariamente desde o dia da indução (dia 0) até o dia 

da eutanásia (21º dia após imunização). Os animais também foram avaliados com relação a 

incapacidade neurológica através da escala apresentada na tabela 1, conforme adaptada por 

De Paula e colaborados (2008).  
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Tabela 1 - Escala de incapacidade neurológica 

Cauda: 

0 a Um camundongo normal mantém sua cauda ereta enquanto se move. 

1 Se a extremidade da cauda está flácida, com tendência a cair. 

2 Se a cauda está completamente flácida e arrasta na superfície. 

Membros inferiores: 

0 Um camundongo normal tem uma marcha enérgica e não arrasta suas patas. 

1 Um dos dois testes seguintes é positivo: 

 -Teste da virada: enquanto mantém a cauda entre o polegar e o indicador, vire o animal de 

barriga para cima e observe o tempo que ele leva para acertar a postura. Um camundongo 

saudável se vira imediatamente. Uma demora sugere fraqueza nas patas traseiras; 

 -Posicione o camundongo na parte externa da gaiola e observe sua movimentação à medida 

que ele atravessa de uma extremidade à outra da gaiola. Se uma ou ambas as patas traseiras 

freqüentemente atravessam as barras da gaiola, consideramos que há uma paralisia parcial. 

2 Ambos os testes anteriores são positivos. 

3 Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinais de paralisia, mas algum movimento é 

preservado, por exemplo: o animal pode agarrar e se manter na parte interna da gaiola por um 

curto momento antes de se soltar. 

4 Quando ambas as patas traseiras estão paralisadas e o camundongo as arrasta enquanto se 

move. 

Patas dianteiras: 

0 Um camundongo normal usa suas patas dianteiras ativamente para se agarrar e andar e 

mantém sua cabeça ereta. 

 1 Andar é possível, mas difícil, devido à fraqueza em uma ou ambas as patas; por exemplo, as 

patas dianteiras são consideradas fracas quando o camundongo tem dificuldade em se agarrar 

na parte interior da gaiola. Outro sinal de fraqueza é falta de tônus no pescoço. 

2 Quando uma pata dianteira está paralisada (impossibilidade de agarrar) e o camundongo fica 

dando voltas em torno da pata paralisada. Nesse momento, o pescoço também já perdeu muito 

de seu tônus muscular. 

3 O camundongo não pode se mover e não consegue beber água ou se alimentar. 

Bexiga: 

 0 Um camundongo normal tem total controle sobre sua bexiga. 

1 Um camundongo é considerado incontinente quando a porção posterior de seu corpo está 

encharcada de urina. 

Morte: 

15  

a Pontuação numérica estabelecida arbitrariamente 
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3.3.5 OBTENÇÃO DE PLASMA, ÓRGÃOS E CÉLULAS 

 

Após 21 dias da indução de EAE, os camundongos foram eutanasiados por dose letal 

de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (150 mg/Kg). Foi coletado o sangue (punção cardiaca) 

para a obtenção de plasma, a medula espinhal e o cérebro, para dosagem de citocinas, 

anticorpos e quimiocinas, avaliação do perfil celular e análise histopatológica. 

 

3.3.6 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

No 21o dia após a indução da EAE os animais foram sacrificados e cérebro e medula 

foram fixados por perfusão em formalina tamponada (PBS 10%). Cortes transversais de 

cérebro, transversais da medula em niveis cervical, torácico e lombar, foram processados para 

inclusão em parafina. Cortes de 8 µm foram corados em H&E para avaliar a presença de 

infiltrados inflamatórios e corados com luxol fast blue para avaliar a desmielinização. 

Os cortes foram examinados e documentados em microscópio olympus BX51 através 

de uma câmera e software para aquisição digital das imagens. 

 

3.3.7 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA 

 

Para a avaliação dos níveis de citocinas e quimiocinas, porções dos órgãos congelados 

a -80º C foram descongelados e o cérebro e a medula espinhal foram macerados em tampão 

de extração de citocinas (100mg/mL) composto de: 0,4 M de NaCl (Isofar Indústria e 

Comércio), 0,05% de tween 20 (Isofar Indústria e Comércio), 0,5% de soro-albumina bovina - 

BSA (Sigma), 0,1 M de fluoreto de fenil-metil-sulfonil - PMSF (Sigma), 0,1 M de cloreto de 

benzetônio - BC (Sigma), 10 mM de ácido etileno diamino tetracético - EDTA (Sigma) e 20 

pM de aprotinina - AP (Sigma). Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 

10.000 rpm por 15 minutos a 4° C e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -70 °C. 

As concentrações de IL-17, IFN-γ, IL-12p40, IL-6, IL-10, TGF-β, CCL20 e CCL5 nos 

sobrenadantes foram determinadas pelo método ELISA utilizando anticorpos e concentrações 

comercialmente disponíveis de acordo com os procedimentos recomendados pelo fabricante 

para IFN-γ, IL-12p40, IL-6, IL-10, TGF-β, CCL20 e CCL5 (BD Biosciences Pharmingen, 

San Diego, EUA) e para IL-17 (eBioscience, San Diego, USA).  
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3.3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram representados pela média ± erro-padrão. As variáveis numéricas 

foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov 

para distribuição gaussiana dos dados. Foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney 

para determinação das diferenças significantes entre os grupos de camundongos, com nível de 

significância menor que 5% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS 
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4.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS ANÁLOGOS DA MITOXANTRONA NA VIABILIDADE CELULAR E 

PRODUÇÃO DE NO EM MACRÓFAGOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-γγγγ 

 

Os resultados obtidos nos experimentos in vitro, são representativos de três 

experimentos independentes. A verificação dos efeitos dos derivados na viabilidade celular 

foi determinada pelo método colorimétrico de MTT após cultivo dos macrófagos por 48 

horas. Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que os compostos testados, em sua 

maioria, não foram citotóxicos nas concentrações inferiores a 5 µg/mL, na linhagem de 

macrófagos J774A.1. Já para os macrófagos peritoneais (Tabela 3), excluindo-se o análogo 

CS56, todos os outros foram tóxicos para as concentrações superiores a 1µg/mL. A 

mitoxantrona, por sua vez, foi tóxica em todas as concentrações testadas em ambos os 

macrófagos (Tabela 2 e 3).  

A avaliação do efeito dos derivados na liberação de NO por macrófagos estimulados 

com LPS e IFN-γ, mostra que o composto CS56 foi capaz de inibir a produção de NO pelos 

macrófagos J774.A1 em níveis muito próximos ao observado pelo padrão de inibição – 

LNMMA - (Tabela 2). Entretanto, quando avaliado a capacidade de inibição da liberação de 

NO nos macrófagos peritoneais, somente o composto CS56 levou a uma pequena inibição, 

sem ser citotóxico (Tabela 3). 
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Tabela 2. Inibição da produção de Óxido Nítrico e viabilidade celular pelos derivados 
antraquinônicos análogos da mitoxantrona em macrófagos J774A.1 estimulados com 
LPS/IFN-γ.  
Compostos Inibição de NOa  Viabilidade cellular 

 0,2 b 1 5 25   0,2 1 5 25 

(07)CS 42   22% 24% 29% 94% cit   100% 100% 100% 86% c 

(08)CS 56   35% 36% 71% 158% cit   100% 100% 100% 43% c 

(09)CS 62   0% 0% 0% 16% cit   100% 100% 94% 71% c 

(10)CS 60   0% 0% 0% 0%   98% 96% 90% c 87% c 

(11)CS 46   25% 28% 33% 58% cit   100% 100% 100% 72% c 

(12)CS 48d   0% 0% 0% 0%   100% 100% 100% 86% c 

(13)CS 59   0% 0% 0% 0%   100% 100% 100% 79% c 

Mitoxantrona  16% cit 62% cit 123% cit 141% cit   72% c 30% c 22% c 19% c 

LNMMA 100%      100%     

a A porcentagem de inibição foi calculada em relação a inibição obtida pelo LNMMA e as células estimuladas 

não tratadas. Os resultados foram calculados usando a formula 100-((x 1-A)/( x 2-A))*100, considerando x 1 e 

x 2 a media da concentração de NO (µM) nos poços contendo os derivados e as células estimuladas não tratadas, 
respectivamente. “A” corresponde a concentração de NO no sobrenadantes dos poços tratados com LNMMA. 
b Concentração das drogas (µg/mL). 
c Citotóxico. 
cit  Inibição relacionada com a citotoxicidade. 
 
 
Tabela 3. Inibição da produção de Óxido Nítrico e viabilidade celular pelos derivados 
antraquinônicos análogos da mitoxantrona em macrófagos peritoneais estimulados com 
LPS/IFN-γ.  
Compostos Inibição de NOa  Viabilidade cellular 

 0,2 b 1 5 25   0,2 1 5 25 

(07)CS 42   8% 14% cit 22% cit 119% cit   96% 80% c 76% c 68% c 

(08)CS 56   14% 16% 26% 106% cit   100% 100% 97%  60% c 

(09)CS 62   0% 0% 0% 35% cit   100% 90% c 85% c 61% c 

(10)CS 60   0% 0% 0% 25% cit   90% c 83% c 75% c 59% c 

(11)CS 46   13% 14% cit 17% cit 32% cit   100% 83% c 80% c 62% c 

(12)CS 48d   0% 0% 0% 0%   98% 90% c 85% c 78% c 

(13)CS 59   0% 0% 0% 0%   95% 93% 90% c 87% c 

Mitoxantrona   93% cit 139% cit 145% cit 147% cit   80% c 47% c 36% c 33% c 

LNMMA 100%      100%     

a A porcentagem de inibição foi calculada em relação a inibição obtida pelo LNMMA e as células estimuladas 

não tratadas. Os resultados foram calculados usando a formula 100-((x 1-A)/( x 2-A))*100, considerando x 1 e 

x 2 a media da concentração de NO (µM) nos poços contendo os derivados e as células estimuladas não tratadas, 
respectivamente. “A” corresponde a concentração de NO no sobrenadantes dos poços tratados com LNMMA. 
b Concentração das drogas (µg/ml). 
c Citotóxico. 
cit  Inibição relacionada com a citotoxicidade. 
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4.2 AVALIAÇÃO  DO CURSO CLÍNICO  DA  EAE 

 

Após a etapa de estudos in vitro, o análogo CS56 foi escolhido por ter sido o 

composto que combinava duas importantes características, a capacidade de inibir a produção 

de NO sem provocar citotoxicidade dos macrófagos. 

Nesta fase do experimento foi determinado o curso clínico da EAE nos animais 

tratados com o análogo CS56. A evolução do quadro clínico da EAE é determinada através 

dos pontos atribuídos aos sinais clínicos apresentados na tabela 1, além da alteração no peso 

dos camundongos. Os resultados obtidos do escore clínico dos animais demonstraram que no 

grupo EAE houve a detecção do escore clínico no 11º dia após a indução da EAE, o qual foi 

progredindo até o pico no 19º dia após a indução e mantendo elevadamente estáveis após este 

dia (sinal clínico médio de 4 pontos) (Figura 5 A). Já nos grupos tratados com MIT e CS56, o 

pico ocorreu no 16º após a indução do modelo e a partir deste ponto houve uma tendência de 

diminuição dos sinais clínicos da EAE e estes dados são significativamente diferentes do 

grupo EAE (EAE induzidos e não tratados) a partir do 17º dia após a indução para CS56 

(p<0,05) (Figura 5 A). 

Para os níveis médios dos pesos dos camundongos dos grupos EAE, MIT e CS21 não 

foi observada diferença entre os grupos (Figura 5 B). 
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Figura 5 - Sinais clínicos da EAE. Os animais foram monitorados diariamente para os sinais clínicos da EAE 
após imunização com 100 µg de peptídeo MOG35-55. Os camundongos foram tratados (n = 5) ou não (n = 5) com 
1mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 durante 7 dias. (A) Escore clínico dos camundongos tratados e não-tratados 
com MIT ou CS56. (B) Medidas de peso dos camundongos induzidos tratados e não-tratados. Cada ponto 
representa a média aritmética ± SEM. *, p<0,05 quando comparados os animais tratados (MIT e CS56) aos 
animais não tratados (EAE). A linha pontilhada indica o dia do início do tratamento. 
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4.3 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DA MEDULA ESPINHAL 

 

Para a avaliação do infiltrado celular na medula espinhal (Figura 6) foram feitos cortes 

os quais foram corados com H&E, para avaliação do infiltrado celular, ou LFB, para 

determinação do grau de desmielinização, para os grupos controle, EAE, MIT e CS56. Pode-

se observar um aumento do infiltrado celular nos tecidos dos animais com EAE e uma relativa 

redução do infiltrado após o tratamento com MIT e CS56. Além do aumento do infiltrado 

celular uma maior extensão da desmielinização foi observada nos animais com EAE que 

apresentou-se reduzida após o tratamento (Figura 6). 
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Figura 6 – Histopatologia da medula dos camundongos imunizados ou não com 100 µg de peptídeo MOG35-55. 
Os camundongos foram tratados (n = 5) ou não (n = 5) com 1mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 durante 7 dias. 
Cortes representativos dos grupos examinados, corados com hematoxilina e eosina (H&E), para análise do 
infiltrado de células, ou luxol fast blue (LFB), para análise da desmielinização. Aumento Original: objetiva de 
20X. Setas indicam os infiltrados celulares. Barra 50 µm. 
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4.4 AVALIAÇÃO  DE CITOCINAS  NA  MEDULA 

 

Os presentes resultados mostram que o tratamento com CS56 reduziu os níveis de IL-

17, IFN-γ, IL-6, IL-12p40 e TGF-β (Figura 7). Já o tratamento com MIT não foi capaz de 

reduzir os níveis de IFN-γ, IL-6 e TGF-β (Figura 7 B, C e E) em relação ao grupo EAE 

(p<0,05). 

Os animais EAE apresentaram aumento dos níveis de IL-17, IFN-γ, IL-6 e IL-12p40 

(Figura 7 A - D) e, em relação a TGF-β, esta manteve-se inalterada, quando comparados ao 

grupo controle (Figura 7 E). 
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Figura 7 – Avaliação das citocinas IL-17 (A), IFN-γ (B), IL-6 (C), IL-12p40 (D) e TGF-β (E) na medula. Níveis 
de citocinas no sobrenadante do macerado de medula de camundongos imunizados com 100 µg de peptídeo 
MOG35-55 e tratados (n = 5) ou não-tratados (n = 5) com 1mg/kg de MIT ou CS56 e grupo controle (n = 5) no 21º 
dia pós-imunização. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo 
EAE. 
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4.5 AVALIAÇÃO  DOS NÍVEIS  DE QUIMIOCINAS  NA  MEDULA 

 

A dosagem de CCL5 e CCL20 foi feita nos sobrenadantes do macerado de medula 

espinhal dos animais e pode-se observar que o tratamento com o análogo CS56 reduziu os 

niveis destas quimiocinas nas amostras, enquanto o tratamento com MIT não alterou a 

produção das mesmas em relação ao grupo EAE (Figura 8). Os animais EAE apresentaram 

níveis aumentados de ambas as quimiocinas em comparação ao grupo controle (Figura 8) 
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Figura 8– Detecção de quimiocina. Produção de CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante do macerado do 
medula de camundongos imunizados com 100 µg de peptídeo MOG35-55 e tratados (n = 5) ou não-tratados (n = 5) 
com 1mg/kg de mitoxantrona ou CS56 no 21º dia pós-imunização. Cada barra representa a média aritmética ± 
SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo EAE. 
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A EM é uma doença crônica, inflamatória e desmielinizante do SNC com uma 

etiologia ainda pouco conhecida (CEPOK et al., 2005). Os tratamentos para a EM disponíveis 

atualmente possuem uma série de desvantagens como, por exemplo, serem parcialmente 

efetivos, não serem eficazes na contenção da progressão da doença, exigirem injeções 

regulares, além do alto custo (revisto por PLATTEN; STEINMAN, 2006). O presente estudo 

investiga os efeitos do tratamento com O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona 

(CS56), derivado antraquinônico análogo da mitoxantrona, na modulação da resposta imune 

utilizando o modelo murino de EAE. Os resultados obtidos mostraram um potencial efeito 

terapêutico do CS56 na melhora dos sinais clínicos da EAE. 

Neste estudo inicialmente foi avaliado o efeito dos derivados antraquinônicos na 

viabilidade celular e na produção de NO por macrófagos ativados com LPS e IFN-γ. Os 

resultados mostraram que o CS56 foi capaz de inibir a liberação de NO causando pouca ou 

nenhuma citotoxicidade aos macrófagos, principalmente na dosagem de 5 µg/ml. Diversos 

estudos, já demonstraram a relevância do NO, nitritos e nitratos, além da NO sintase em 

processos inflamatórios e na exacerbação dos mesmos (NAVA; PALMER; MONCADA, 

1991; KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991; MULLIGAN et al., 1991; LEVINE, 

PUNIHAOLE; LEVINE, 2012; REYES, 2012). A EM, por ser uma doença inflamatória 

crônica (CEPOK et al., 2005), já algum tempo vem despertando o interesse de pesquisadores 

para o papel do óxido nítrico e derivados na patogênese da doença. Estudos mostram que o 

NO está envolvido na exacerbação da inflamação no CNS e na desmielinização dos axônios, e 

que a inibição do mesmo, leva a uma melhora dos sinais clinicos do modelo experimental 

(PARKINSON, MITROVIC; MERRILL, 1997; POZZA et al., 2000; ENCINAS, 

MANGANAS; ENIKOLOPOV, 2005; ZENG et al., 2012; LJUBISAVLJEVIC(a) et al., 

2012; LJUBISAVLJEVIC(b) et al., 2012). Com isso, pelo resultado de inibição da liberação 

do NO, o CS56 foi escolhido como potencial composto de teste para a melhora da EAE. 

Os resultados do presente estudo mostram que o CS56 foi capaz de melhorar o escore 

clínico da EAE. Esta melhora pode ser correlacionada com os baixos níveis de CCL5, 

CCL20, IL-17, IFN-γ, IL-12p40, IL-6 e TGF-β na medulla espinhal condizendo com redução 

do infiltrado inflamatório e da desmielinização. 

A migração de leucócitos para o SNC é sabidamente orquestrada por quimiocinas 

produzidas pelas células endoteliais, astrócitos e micróglia (HESSELGESSER; HORUK, 

1999). Previamente foi demonstrado que o bloqueio de CCR6, o receptor para a quimiocina 

CCL20, é capaz de inibir o desenvolvimento da EAE através da redução da quimiotaxia de 
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células T CD4+ autorreativas (LISTON et al., 2009; VILLARES et al., 2009). Além disso, a 

regulação do CCL5, ou do seu receptor CCR5, modula o recrutamento de leucócitos e 

consequentemente, a patogênese da EAE (DOS SANTOS et al., 2008; YANG et al., 2012). 

Com isso, os níveis reduzidos de CCL5 e CCL20 na medula espinhal dos camundongos no 

presente estudo, podem ser relacionados com a redução no recrutamento de células T CD4+ 

produtoras de IFN-γ e IL-17, sugerindo a melhora no sinal clínico da EAE nos camundongos 

tratados com CS56. 

A desmielinização na EAE, assim como na EM, é resultado das lesões provocadas 

pelo processo inflamatório na substância branca, levando ao prejuízo dos sintomas clínicos 

(TRAPP et al., 1999; CLARNER et al., 2012; LEVY-BARAZANY; FRENKEL, 2012). 

Lublin e colaboradores (1987) e em seguida, Watson e colaboradores (1991) demonstraram a 

capacidade da mitoxantrona em reduzir a desmielinização nos modelos de EAE. O tratamento 

com CS56, assim como a mitoxantrona, levou a redução na desmielinização, reduzindo os 

sinais clinicos nos camundongos induzidos. 

As citocinas, principalmente IL-17 e IFN-γ, vem sendo sugeridas com papel 

importante na indução e na gravidade da EAE e da EM (KOMIYAMA et al., 2006; 

STEINMAN, 2007; PAREEK et al., 2011; CASIRAGHI et al., 2012). O’Connor e 

colaboradores (2008) demonstraram que células Th1 produtoras de IFN-γ são capazes de 

entrar no SNC não inflamado e criar processo inflamatório no local, algo que as células Th17 

não são capazes e só migrariam para o SNC após o processo inflamatório estabelecido pelas 

células Th1, exacerbando o mesmo. Já Kebir e colaboradores (2007) demostraram que os 

linfócitos Th17 humanos são capazes de penetrar a barreira hemato-encefálica pela produção 

de IL-17, e ao adentrar no SNC liberam fatores capazes de causar a morte dos neurônios e 

promover a inflamação no local. Em revisão desenvolvida por Pierson e colaboradores 

(2012), os mesmos afirmam que os reais mecanismos de regulação da entrada de linfócitos 

Th1 e/ou Th17 no SNC e da patogênese causada pelos mesmos ainda não estão 

completamente esclarecidos, mas que existe um padrão de aparecimento de células IFN-γ+ e 

IL-17+ na medula, determinando o modelo clássico de EAE, enquanto um predomínio de IL-

17+ no cérebro dos camundongos determina um modelo atípico da EAE. O tratamento com 

CS56 levou a uma redução tanto de IFN-γ quanto de IL-17 na medula dos camundongos 

EAE, correlacionando-se a melhora nos sinais clínicos. 

A citocina IL-6 é conhecida por estar envolvida na patogênese do SNC durante a 

EAE, tanto por diretamente provocar a ativação da microglia e dos astrócitos (FERRARI et 
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al., 2004) quanto por indiretamente promover com TGF-β a diferenciação de células Th0 para 

Th17 (VELDHOEN et al., 2006). Roy e colaboradores (2012) demonstraram que a IL-6 induz 

aumento da expressão de quimiocinas relacionadas a quimiotaxia e adesão de granulócitos 

para os vasos sanguíneos do SNC levando ao agravamento dos sinais clínicos da EAE. Além 

disso, O’Connor e colaboradores (2012) mostraram que a redução da sinalização 

desencadeada pela IL-6, através do bloqueio dos seus receptores, nas células Treg, impede 

que estas se tornem células produtoras de IL-17 no SNC inflamado durante a EAE. Diferentes 

estudos já demonstraram a capacidade de derivados antraquinônicos reduzirem a produção e 

liberação de IL-6 em diferentes modelos de inflamação (KUO et al., 2001; HA et al., 2011; 

LU et al., 2011; LU et al., 2012). No presente estudo, o tratamento com CS56 reduziu não só 

a IL-6, como também o TGF-β, correlacionando com a redução de IL-17 na medula dos 

camundongos.  

A interleucina-12, devido sua relação com as células Th1, é considerada de relativa 

importância na patogênese da EM e da EAE (SMITH et al., 1997; SMITH et al., 2011). 

Devido as subunidades proteicas da IL-12 (p35 e p40), estudos com camundongos 

“knockouts” para as subunidades demonstraram que é a subunidade p40, também subunidade 

da IL-23, é quem estaria relacionada a susceptibilidade e/ou agravamento da EAE (CUA et 

al., 2003; MURPHY et al., 2003; ZHANG et al., 2003). O tratamento com CS56 levou a uma 

redução dos níveis de IL-12p40, condizendo também com a redução de IFN-γ, IL17 e melhora 

dos sinais clinicos dos camundongos. 

Desta forma, os resultados obtidos pelo tratamento com O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-

dihidroxiantraquinona sugerem potencial terapêutico deste análogo para a encéfalomielite 

autoimune experimental e consequentemente a esclerose múltipla, porém estudos clínicos são 

necessários para afirmar a eficácia deste composto. 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 
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O tratamento com o O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (CS56), 

análogo da mitoxantrona, mostrou ser efetivo na melhora dos sinais clínicos da EAE através 

da redução de CCL5, CCL20, IL-17, IFN-γ , IL-6 e IL-12p40 na medula espinhal dos 

camundongos, apresentando potencial terapêutico para a EAE, modelo amplamente aceito da 

Esclerose Múltipla. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 ASMA 

 

A asma é uma doença crônica, na qual as vias aéreas são caracterizadas por 

inflamação, hiperresponsividade e obstrução intermitente ao fluxo aéreo. Embora a causa 

precisa seja desconhecida, parece resultar de uma interação entre fatores genéticos e 

exposição ambiental (BLUMENTHAL, 2012). Manifesta-se clinicamente por episódios 

recorrentes de sibilância, dispnéia e aperto no peito (MEDEIROS, et al. 2011). 

Considerada um grave problema de saúde, estima-se que a asma afete mais de 300 

milhões de pessoas em todo o mundo, acarretando cerca de 160 mil hospitalizações por ano 

no Brasil, acometendo indivíduos de ambos os sexos, de todas as idades, grupos raciais, 

culturais e níveis econômicos (GINA, 2011; DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA 

DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012). A asma 

severa corresponde por 5% a 10% dos casos, e causa 50% do total de custos a saúde 

relacionados a asma (THOMSON; CHAUDHURI; SPEARS, 2011). Infecções com o vírus da 

gripe comum estão entre as causas do aumento da asma severa (KIENINGER et al., 2012). 

O encargo econômico imposto pela asma é considerável, incluindo tanto custos 

diretos, como hospitalizações e serviços médicos, quanto custos indiretos, como perda de dias 

de escola e trabalho. A asma causa sério impacto na qualidade de vida, restringindo 

significativamente as atividades do indivíduo (FRANCO et al., 2009, SHENOLIKAR et al., 

2011). 

 

1.2. RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA ASMA  

 

A asma é caracterizada por uma resposta de hipersensibilidade imediata, sendo a 

sequência típica de eventos iniciada com a exposição a um antígeno, por via inalatória 

(AVERBECK et al., 2007). Essa resposta é predominantemente de células Th2, com altos 

níveis de IgE total e alérgeno-específica, eosinofilia brônquica, infiltrado de células T CD4+ 

nas vias aéreas e produção de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) (VIEIRA et al., 2007; CHU 

et al., 2012). A citocina IL-4 leva a mudança de isotipo para IgE pelos linfócitos B, a IL-5 

recruta e ativa eosinófilos e a IL-13 está associada ao desenvolvimento de 
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hiperresponsividade das vias aéreas e produção de muco pela ativação da mucina 5AC nas 

células caliciformes (KOCH et al., 2006; SHI; QIN, 2005; YU et al., 2010; KANG; JUNG; 

KIM, 2012). 

A persistência de uma resposta Th2 leva ao remodelamento das vias aéreas, 

caracterizado por deposição de colágeno e fibras elásticas, hipertrofia e hiperplasia do 

músculo liso, hipertrofia das glândulas produtoras de muco e aumento da vascularização 

(VIEIRA et al., 2007). 

Nos últimos anos, entretanto, tem sido bem estabelecido que o desequilíbrio do 

sistema imunológico ocorrido nas respostas alérgicas não pode ser explicado somente pela 

predominância de uma resposta Th2 em detrimento de uma resposta Th1, havendo 

participação tanto de células T regulatórias (Treg) quanto de células Th17, nesse processo. 

Mais do que isso, as células Th17 tem sido relacionadas ao aumento da severidade da 

asma (LAJOIE et al., 2010; KUDO et al., 2012; MADDUR et al., 2012; NAKAGOME; 

MATSUSHITA; NAGATA, 2012). A IL-17 está relacionada com a regulação da resposta 

inflamatória pulmonar e a defesa pulmonar do hospedeiro (HUNG et al., 2008). Porém, 

indivíduos com asma severa demonstram não somente um aumento exacerbado da 

hiperresponsividade bronquica, como também uma elevação do infiltrado de neutrófilos e 

aumento da produção de IL-17 nos pulmões (BARCZYK; PIERZCHALA; SOZANSKA, 

2003; CHAKIR et al., 2003; AL-RAMLI et al., 2009). Lajoie e colaboradores (2010) 

demonstraram que a produção elevada e concomitante de IL-17A e de citocinas das células 

Th2 levam os camundongos a desenvolver hiperresponsividade brônquica severa. Além disso, 

o bloqueio da IL-17A reduz a severidade da doença. 

Já as células T regulatórias CD4+CD25+ são componentes importantes da homeostase 

do sistema imune e a deficiência na sua atividade pode estar relacionada ao desenvolvimento 

de doenças alérgicas. Os mecanismos pelos quais essas células atuam permanecem 

controversos, mas estudos in vitro e in vivo sugerem papéis relevantes para as citocinas IL-10 

e TGF-β e para fatores de transcrição como o FOXP3. Nesse sentido, as células T 

CD4+CD25+ atuariam normalmente suprimindo respostas Th2 para alérgenos, regulariam a 

inflamação eosinofílica e limitariam o desenvolvimento do fenótipo de células pró-

inflamatórias Th2, principalmente, por limitar a produção de citocinas (SHI; QIN, 2005). 
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1.3. MODELO MURINO DE ASMA   

 

O uso preditivo de modelos animais é essencial para o entendimento das doenças e 

subsequente desenvolvimento de novas e efetivas drogas para o seu tratamento (BRAUN; 

TSCHERING; GRONEBERG, 2008). Os modelos murinos de asma alérgica experimental 

têm sido utilizados para investigar os mecanismos imunopatológicos que levam ao 

desenvolvimento dessa doença (FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2008). 

Vários protocolos para indução de asma alérgica experimental, tanto aguda quanto 

crônica, tem sido publicados empregando uma ampla variedade de antígenos, rotas de 

aplicação, doses, sequências e avaliações (BÖRGER et al., 2008, McANULTY, 2011). A 

maioria dos modelos para a indução de asma em camundongos utiliza uma sensibilização 

sistêmica com diferentes proteínas, seguido por um período de desafio que consiste na 

exposição inalatória repetida do antígeno (HOLMES; SOLARI; HOLGATE, 2011). 

Em relação à linhagem de camundongos, a mais comumente usada é a BALB/c, pois 

os camundongos dessa linhagem exibem uma tendência geneticamente determinada para 

desenvolver uma resposta imune desviada para Th2 (SCHRÖDER; MAURER, 2007). Entre 

os antígenos empregados, encontra-se o extrato do ácaro (Dermatophagoides spp.) de poeira 

doméstica (HDM), capaz de induzir uma forte resposta Th2, IgE-específica, com elevada 

produção de muco, infiltração celular e broncorestrição (KAWAKAMI et al., 2012, 

FREDRIKSSON et al., 2012).  

Similarmente aos humanos, os camundongos desenvolvem hiperreatividade das vias 

aéreas, inflamação peribrônquica com infiltrados consistindo principalmente de linfócitos e 

eosinófilos, aumento na IgE total, desenvolvimento de anticorpos IgE específicos para o 

antígeno e hiperplasia das células caliciformes (SCHRÖDER; MAURER, 2007). 

 

1.4. TRATAMENTO DA ASMA 

 

O principal objetivo do tratamento da asma é a obtenção e manutenção do controle da 

doença, ou seja, o controle dos sintomas e a prevenção das exacerbações, já que não há cura 

para esta patologia até o momento (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012). Nesse sentido, a 

combinação de corticóides inalatórios com beta-agonistas de ação prolongada caracteriza a 

terapia mais eficaz disponível atualmente. Alguns efeitos colaterais importantes, como por 
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exemplo, catarata e osteoporose, podem ser observados quando essas drogas são utilizadas em 

altas doses e por tempo prolongado (ADCOCK; CARAMORI; CHUNG, 2008).  

Nas crises de asma o tratamento deve ser instituído imediatamente para diminuição 

dos sintomas agudos, sendo os medicamentos de escolha os beta-2 agonistas inalatórios de 

curta duração, podendo ainda haver a necessidade de uso de corticosteróides orais (GINA, 

2011). 

A maioria dos asmáticos responde bem aos tratamentos disponíveis atualmente, 

entretanto, a exacerbação e a severidade da doença são eventos comuns e de difícil controle 

nos pacientes asmáticos (ADCOCK; CARAMORI; CHUNG, 2008). Nesses casos as opções 

terapêuticas são reduzidas e os resultados dos tratamentos com drogas alternativas como 

ciclosporina, brometo de ipratrópio, sulfato de magnésio e aminofilina são variáveis e devem 

ser avaliados individualmente (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012).  

Apesar dos diferentes estudos de compostos com relativa eficácia terapêutica na asma, 

poucos trabalhos mostram o efeito de derivados antraquinonicos em alergias pulmonares (LU 

et al., 2011; CHU et al., 2012). Estudos com o derivado antraquinônico emodin, mostraram 

que o tratamento com este composto reduz o infiltrado de eosinófilos e a atividade de 

mastócitos, além de reduzir a produção de citocinas Th2 em modelos experimentais (LU et 

al., 2011; CHU et al., 2012). 

Existe, portanto, a necessidade de desenvolver novas drogas para tratamento dos 

pacientes com asma severa e de difícil controle e outras que objetivem a cura da doença. 
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2 OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito do O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (CS56), 

derivado antraquinônico análogo da mitoxantrona, na modulação da resposta imune no 

modelo de alergia pulmonar induzida por HDM. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Avaliar a evolução da obstrução das vias aéreas na alergia pulmonar (AP), através 

da hiperresponsividade bronquica; 

� Avaliar o infiltrado celular e produção de muco nos pulmões, através da 

histopatologia; 

� Avaliar os níveis de expressão gênica de citocinas e fatores de trasncrição nas vias 

aéreas, através de qRT-PCR; 

� Avaliar a produção de citocinas nos linfonodos peribronquiais, através de ELISA; 

� Avaliar a evolução da obstrução das vias aéreas na exacerbação da AP com vírus, 

através da hiperresponsividade bronquica; 

� Avaliar o infiltrado celular na exacerbação da AP com vírus; 

� Quantificar os números virais na exacerbação da AP com vírus, através de qRT-

PCR. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 ANIMAIS  

 

Foram utilizados camundongos livre de patógenos da linhagem BALB/c, machos, com 

6-8 semanas, provenientes da University of Newcastle. Eles foram mantidos na sala de 

manutenção de animais, em estantes climatizadas e dieta ad libitum. Todos os procedimentos 

foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Animais da University of Newcastle. 

 

3.2 INDUÇÃO E EXACERBAÇÃO DA ALERGIA PULMONAR (AP) 

 

Para o estudo da AP, camundongos foram sensibilizados intranasalmente (i.n.) com 50 

µl de extrato de alérgeno de poeira doméstica (house dust mite – HDM – 1 µg/ µl) nos dias 0, 

1 e 2. Os animais foram então desafiados, nos dias 14, 15, 16 e 17, com 50 µl de HDM (0,1 

µg/ µl) i.n.. Camundongos não sensibilizados receberam somente solução salina. 24 horas 

após o último desafio, os animais foram sacrificados (Figura 9). 

Para a exacerbação da AP, 24 horas após o último desafio, os camundongos foram 

infectados i.n. com 50 µl de um solução com 1x106 virions/ml de vírus do resfriado comum 

(Rinovirus – RV) ou 50 µl de vírus inativado por ultra-violeta (UVRV). Os camundongos 

foram sacrificados 24 horas após a infecção com o vírus (Figura 9). 

 

 

 
Figura 9. Esquema de indução da alergia pulmonar (AP) e da exacerbação da AP por infecção com vírus da gripe 
comum (RV). 
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3.3 TRATAMENTO COM MITOXANTRONA E CS56 

 

Os camundongos do estudo da AP foram divididos em 4 grupos: (a) não-alérgico 

(Salina); (b) HDM alérgico (HDM); (c) HDM alérgico e tratado com mitoxantrona (MIT); (d) 

HDM alérgico e tratado com CS56. Para o estudo da exacerbação da AP os camundongos 

foram divididos em 5 grupos: (a) não-alérgico (Salina); (b) HDM alérgico com infecção do 

vírus inativado (UVRV); (c) HDM alérgico com infecção do vírus (HDM+RV); (d) HDM 

alérgico com infecção do vírus e tratado com mitoxantrona (MIT); (e) HDM alérgico com 

infecção do vírus e tratado com CS56 (CS56).   

O tratamento foi iniciado no 12º dia após o início da sensibilização da AP através de 

injeções intraperitoneais e se estendeu até o 17º dia, considerando-se o dia de início da 

sensibilização como dia 0. A mitoxantrona e o CS56 foram diluídos em PBS com 1% de 

DMSO na concentração inicial de 5 mg/mL. As injeções i.p. foram feitas na concentração de 

1 mg/kg em 100 µl. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA RESISTÊNCIA DAS VIAS AÉREAS  

 

A avaliação da resistência das vias aéreas foi feita através da medida da 

hiperresponsividade bronquica (HRB) dos camundongos no dia do sacrifício (18º ou 19º dia 

após sensibilização). 

Os camundongos foram anestesiados por injeção de 100 µl de pentobarbital (1:30) i.p.. 

A traqueia foi cirurgicamente exposta, os camundongos foram canulados e submetidos a 

avaliação da resistência total dos pulmões em resposta a doses crescentes de metacolina 

através do pleitismógrafo de corpo inteiro (Buxco Electronics Inc. Troy, NY, USA) para 

análise de resistência e complacência dos pulmões. A resistência foi medida pelo percentual 

de aumento da resistência em relação à resistência basal (solução salina - PBS).  

 

3.5 OBTENÇÃO DE ÓRGÃOS E CÉLULAS 

 

Vinte e quatro horas após o último desafio ou após a infecção com RV, os 

camundongos provenientes da análise da AHR foram sacrificados por injeção i.p. letal de 

pentobarbital (300 µl a 1:30) seguida de exsanguinação. Foi coletado então o lavado 
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broncoalveolar (LBA), por canulação da traquéia, com agulha (40x12), e instilação de 800 µl 

de HBSS gelado. A cavidade torácica foi exposta e então os lobos pulmonares foram retirados 

e armazenados para dosagem posterior de citocinas, avaliação do perfil celular e análise 

histopatológica. 

 

3.6 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Os pulmões dos camundongos, que não foram submetidos ao LBA, foram fixados por 

perfusão em formalina tamponada (PBS 10%). Após os procedimentos para inclusão em 

parafina, cortes de 5 µm foram corados em ácido periódico de Schiff (PAS) – para análise da 

liberação de muco –  ou em azul de toluidina – para análise do infiltrado de mastócitos. Os 

cortes foram examinados e documentados em microscópio olympus BX51 através de câmera 

e software para aquisição digital das imagens. A liberação de muco e o infiltrado de 

mastócitos foram contados em vinte campos com área média de 100 µm2 contendo as vias 

aéreas de maior calibre.  

 

3.7 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DO LBA 

 

O LBA após coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4º C. O 

sobrenadante foi coletado e armazenado e o precipitado de células foi submetido ao processo 

de lise de eritrócitos (Tampão de hemólise - Cloreto de amonio – 4,15 g; Bicarbonato de 

sódio – 1,0 g; EDTA – 0,0185 g; Água Milli Q - 500 mL). Após nova centrifugação o 

precipitado celular foi suspenso em 100 µl de HBSS. O total de células viáveis foi avaliado 

por ensaio de exclusão de azul de trypan em câmara de Neubauer. Para a avaliação diferencial 

das células do LBA, foram feitos citoesfregaços, utilizando a citocentrífuga Cytospin* 4 

(Thermo, USA). As lâminas foram então coradas com May-Grunwald-Giemsa. As contagens 

das células diferenciais foram determinadas de um total de 300 células por esfregaço. 
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3.8 ANÁLISE QUANTITATIVA DA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (QRT-

PCR) PARA AVALIAÇÃO DE CITOCINAS E FATORES DE TRANSCRIÇÃO  

 

Lobo do pulmão esquerdo de cada animal foi coletado e as vias aéreas foram 

separadas e armazenadas em RNA later (Ambion, USA) em -80 °C. RNA total foi extraído de 

acordo com as instruções do fabricante (mirVana m/miRNA isolation kit, Ambion, USA). Os 

RNA iniciadores específicos utilizados foram sintetizados pela Sigma (Tabela 4). As reações 

de qRT-PCR foram feitas usando o SYBR® Green (Kappa Biosystems, USA) de acordo com 

as especificações do fabricante. RNA foi normalizado com os níveis de hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyl transferase (HPRT) e a expressão relativa foi calculada com o 2-∆∆Ct método. 

 

Tabela 4. Sequências dos RNA iniciadores específicos utilizados. 

Primers Sequência (5’ � 3’) 

 Forward Reverse 

IL-17F CTGTTGATGTTGGGACTTGCC TCACAGTGTTATCCTCCAGG 

IL-17A ATCCCTCAAAGCTCAGCGTGTC GGGTCTTCATTGCGGTGGAGAG 

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

IL-23p19 CCAGCAGCTCTCTCGGAATC TCATATGTCCCGCTGGTGC 

IL-10 CATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG GCCTTGTAGACACCTTGGTCTTGG 

TGF-β TGTGGAACTCTACCAGAAATATAGC GAAAGCCCTGTATTCCGTCTC 

TNF-α GTCTACTGAACTTCGGGGTGATCG AGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACCT 

IL-12p35 TACTAGAGAGACTTCTTCCACAACAAGAG TCTGGTACATCTTCAAGTCCTCATAGA 

IFN-γ CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA GTTGCTGATGGCCTGATTGTC 

STAT4 ACTATGGCAACAATTCTGCTTCA CGCCCCAACTGTTCATCCAA 

STAT3 AATATAGCCGATTCCTGCAAGAG TGGCTTCTCAAGATACCTGCTC 

Muc5a TGGGAACCATCATCTACAACCA TCCTGACTAACCCCTTTGACCA 

Foxp3 AGCAGTGTGGACCGTAGATGA GGCAGGGATTGGAGCACTT 

ROR-γT CGCGGAGCAGACACACTTA CCCTGGACCTCTGTTTTGGC 

Tbet TGCTTCTAACACACACGTCTTT TGATCTCTGCGTTCTGGTAGG 

RV GTGAAGAGCCSCRTGTGCT GCTSCAGGGTTAAGGTTAGCC 

HPRT AGGCCAGACTTTGTTGGATTTGAA CAACTTGCGCTCATCTTAGGCTTT 
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3.9 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS NOS LINFONODOS PERIBRONQUIAIS 

 

Linfonodos peribronquiais foram coletados e macerados através de filtros de nailon de 

70 µm. Os tubos foram centrifugados, 1500 rpm por 10 minutos a 4º C, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado celular foi submetido a lise de eritrócitos (tampão de lise). Após 

nova centrifugação, o precipitado celular foi suspenso e as células viáveis foram avaliadas 

por ensaio de exclusão de azul de trypan em câmara de Neubauer. As células foram ajustadas 

para uma concentração de 1,2x106 células/mL e colocadas em cultura em placas de 96 poços 

(fundo em U) na presença de HDM (50 µg/mL) por 6 dias, em estufa de CO2 (5%) a 37º C. 

No sexto dia as placas foram centrifugadas (1500 rpm, 10 minutos 4º C) e o sobrenadante foi 

coletado para dosagem de IL-5, IL-13 e IFN-γ. Os níveis das citocinas foram determinados 

por ELISA seguindo as intruções do fabricante (BD Biosciences Pharmingen, USA). 

 

3.10 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE MARCADORES EM CÉLULAS PULMONARES E DOS 

LINFONODOS PERIBRONQUIAIS 

 

Para a avaliação dos perfis celulares nos pulmões e nos linfonodos peribronquiais dos 

camundongos, ambos os órgãos foram individualmente macerados em 500 µl de RPMI 

incompleto utilizando-se uma placa de 24 poços. Após a maceração o material foi transferido 

para tubos falcon de 15 ml e centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm a 2ºC. Após a lise dos 

eritrócitos, foi distribuído 30 µl desta solução celular em cada poço de uma placa de 96 poços 

onde foram acrecentados 10 µl dos marcadores nas seguintes combinações: anti-CD4-

PE/anti-CD8-FITC/anti-CD3-PerCP e anti-CD3-PerCP/anti-CD19-FITC (Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA.). Após 30 minutos de incubação no gelo e em ambiente escuro foi feita a 

leitura em aparelho de Citometria de Fluxo (FACSCanto-BD) em ambiente climatizado a 20º 

C. Os dados foram analisados em software específico (FACSDiva – BD). As análises foram 

feitas através do número absoluto de células expressando os marcadores. 

 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram representados pela média ± erro-padrão. As variáveis numéricas 

foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov 
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para distribuição gaussiana dos dados. Foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney 

para determinação das diferenças significantes entre os grupos de camundongos, com nível de 

significância menor que 5% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS 
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4.1 AVALIAÇÃO DA HIPERRESPONSIVIDADE BRONQUICA (HRB) 

 

Para investigar as propriedades anti-inflamatórias do CS56 e da mitoxantrona, foi 

induzida a alergia pulmonar (AP) nos camundongos BALB/c. Os camundongos do grupo 

HDM apresentaram elevada resistência das vias aéreas frente à metacolina (Figura 10). Após 

o tratamento com CS56 ou mitoxantrona, houve redução na resistência das vias aéreas (Figura 

10). 
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Figura 10 – Hiperresponsividade brônquica (HRB). Os animais foram submetidos à análise da HRB no 18º dia 
após a sensibilização. Os camundongos foram tratados (n =8) ou não (n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrona ou 
CS56 durante 6 dias. Cada ponto representa a média aritmética ± SEM. *, p<0,05 quando comparados os 
animais tratados (MIT e CS56) com os animais não tratados (HDM). 
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4.2 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DO PULMÃO 

 

Para a avaliação histopatológica do pulmão, foram feitos cortes os quais foram 

corados com PAS ou azul de toluidina, para os grupos salina (A e G), HDM (B e H), MIT (C 

e I) e CS56 (D e J). Pode-se observar um aumento no número de células produtoras de muco e 

no infiltrado de mastócitos nos pulmões dos animais alérgicos (Figura 11 B-F e H-K). Após o 

tratamento observa-se uma redução do número de células caliciformes produzindo muco e do 

infiltrado de mastócitos (Figura 11 C-F e I-K). Além disso, o tratamento com mitoxantrona ou 

CS56 reduziu a expressão do RNAm (Muc5a) para produção de muco (Figura 11 F). 
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Figura 11 – Histologia do pulmão dos camundongos do grupo salina (A e G), HDM (B e H), mitoxantrona (C e 
I) e CS56 (D e J). Cortes representativos dos grupos examinados. Aumento original: objetiva de 10X. Setas 
indicam a produção de muco. Cabeças de setas indicam os mastócitos. * lúmen brônquico. Barra 50 µm. 
Contagem média das células caliciformes (E) e dos mastócitos (K) em 100 µm2. * p<0,05 quando comparados ao 
HDM. (F) Expressão relativa ao grupo salina de RNAm para mucina nas vias aéreas. * p<0,05 quando 
comparados ao HDM. 
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4.3 AVALIAÇÃO DA CONTAGEM CELULAR NO LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA) 

 

Para avaliar as possíveis alterações nos números celulares nos diferentes grupos 

experimentais, o LBA foi coletado e subemtido a contagem por azul de trypan e May-

Grunwald-Giemsa. A indução da AP elevou o número total de células (Figura 12A) por 

conseguinte o número de neutrófilos, linfócitos e, principalmente, eosinófilos (Figura 12B). O 

tratamento com mitoxantrona ou CS56 reduziu o número total de células e os números de 

neutrófilos, linfócitos e eosinófilos presentes no LBA (Figura 12A e B). 
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Figura 12 – Contagem de células no BAL. Contagem total (A) e diferencial (B) de células no BAL de 

camundongos HDM tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) com 1mg/kg de MIT ou CS56 e do grupo salina (n = 

8) no 18º dia. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM. 
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4.4 EXPRESSÃO DE RNAM POR QRT-PCR 

 

Para avaliar as possíveis alterações na expressão de RNAm para os diferentes perfis de 

células T auxiliares, as vias aéreas foram submetidas a análise por qRT-PCR. O tratamento 

com CS56 reduziu a expressão de RNAm relacionados ao perfil de Th1 como STAT4, Tbet e 

TNF-α (Figura 13). Mais do que isso, o CS56 reduziu os principais parâmetros relacionados 

ao perfil Th17 – STAT3, ROR-γT, IL-17A, IL-17F, IL-23 e IL-6 (Figura 14). Além disso, o 

tratamento foi capaz de aumentar a expressão de RNAm para T reguladoras – FOXP3, IL-10 

e TGF-β (Figura 15). O tratamento com mitoxantrona reduziu a expressão de todos os 

marcadores analisados, excluindo-se FOXP3, IL-10, IL-12p35 e IFN-γ (Figura 13 e 15). 
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Figura 13 – Expressão de RNAm relacionados ao perfil Th1. Expressão relativa à salina de STAT4, Tbet, TNF-
α, IL-12p35 e IFN-γ nas vias aéreas de camundongos AP induzidos e tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) 
com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados 
ao grupo HDM. 
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Figura 14 – Expressão de RNAm relacionados ao perfil Th17. Expressão relativa à salina de STAT3, ROR-γT, 
IL-17A, IL-17F, IL-23p19 e IL-6 nas vias aéreas de camundongos AP induzidos e tratados (n = 8) ou não-
tratados (n = 8) com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 
quando comparados ao grupo HDM. 
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Figura 15 – Expressão de RNAm relacionados ao perfil Treg. Expressão relativa à salina de FOXP3, IL-10 e 
TGF-β nas vias aéreas de camundongos AP induzidos e tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) com 1mg/kg de 
MIT ou CS56. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM. 
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4.5 DOSAGEM  DE CITOCINAS  NO SOBRENADANTE  DE CULTURA  DOS 

LINFONODOS  PERIBRONQUIAIS 

 

Os níveis de citocinas (IFN-γ, IL-13 e IL-5) foram quantificados no sobrenadante da 

cultura dos linfonodos peribronquiais e estão representados na figura 16. O tratamento com 

CS56 reduziu os níveis de IL-13 e IL-5 (Figura 16 A e B) e aumentou os níveis de IFN-γ 

(Figura 16 C) em comparação ao grupo HDM (p<0,05). Coincidentemente, o tratamento com 

mitoxantrona apresentou os mesmos padrões do CS56 (Figura 16). 
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Figura 16 – Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura dos linfonodos peribronquiais de camundongos 
AP induzidos e tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representa a 
média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM. 
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4.6 AVALIAÇÃO  DA  EXPRESSÃO DE MARCADORES  CELULARES 

 

Para avaliar as possíveis alterações na expressão de marcadores celulares nos 

diferentes grupos experimentais, células pulmonares e de linfonodos peribronquiais foram 

submetidas à marcação e análise por citometria de fluxo. Os resultados da expressão dos 

marcadores celulares demonstraram que o grupo HDM apresentou um aumento de todos os 

marcadores quando comparados ao grupo salina (Figura 17), nos pulmões e nos linfonodos. 

Com relação aos tratamentos, observou-se que MIT e CS56 reduziram o número 

absoluto de células que expressavam CD3, CD4, CD8 e CD19 nos pulmões (Figura 17A) e 

aumentaram os mesmos nos linfonodos dos camundongos (Figura 17B). 
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Figura 17 – Expressão de marcadores celulares. Expressão absoluta de CD4, CD8, CD3 e CD19 nos pulmões 
(A) e linfonodos peribronquiais (B) de camundongos AP induzidos e tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) 
com 1 mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados 
ao grupo HDM. 
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4.7 AVALIAÇÃO  DA  HRB  NA  EXACERBAÇÃO  DA  AP 

 

A AP exacerbada pela infecção com RV foi utilizada para investigar as propriedades 

anti-inflamatórias do CS56 e da mitoxantrona nos camundongos BALB/c. Os camundongos 

do grupo HDM+RV apresentaram elavada resistência das vias aéreas frente à metacolina 

(Figura 18) em comparação aos camundongos infectados com RV inativado (UVRV). Após o 

tratamento com CS56 ou mitoxantrona, houve redução na resistência das vias aéreas (Figura 

18). 
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Figura 18 – Hiperresponsividade brônquica (HRB). Os animais foram submetidos à análise da HRB no 19º dia 
após a sensibilização. Os camundongos foram tratados (n =8) ou não (n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrona ou 
CS56 durante 6 dias. Cada ponto representa a média aritmética ± SEM. *, p<0,05 quando comparados os 
animais HDM+RV com todos os outros grupos. 
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4.8 AVALIAÇÃO DA CONTAGEM CELULAR NO LBA NA EXACERBAÇÃO DA AP 

 

Para avaliar as possíveis alterações nos números celulares nos diferentes grupos 

experimentais, o LBA foi coletado e subemtido a contagem por azul de trypan e May-

Grunwald-Giemsa. A exacerbação da AP elevou o número total de células (Figura 19A) e por 

conseguinte o número de neutrófilos, linfócitos e, principalmente, eosinófilos (Figura 19B). O 

tratamento com mitoxantrona ou CS56 reduziu o número total de células e os números de 

neutrófilos, linfócitos e eosinófilos presentes no LBA (Figura 19A e B). 
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Figura 19 – Contagem de células no BAL. Contagem total (A) e diferencial (B) de células no BAL de 
camundongos HDM tratados (n = 8) ou não-tratados (n = 8) com 1mg/kg de MIT ou CS56 e do grupo salina (n = 
8) no 19º dia. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM. 
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4.9 CONTAGEM DO NÚMERO DE CÓPIAS VIRAIS NA EXACERBAÇÃO DA AP 

 

Os camundongos do grupo HDM+RV apresentaram elavado número de cópias do 

vírus (Figura 20) em comparação aos camundongos infectados com RV inativado (UVRV) ou 

salina. Após o tratamento com CS56, houve redução no número de cópias virais presentes nas 

vias aéreas (Figura 20). O tratamento com mitoxantrona não reduziu o número de cópias 

virais (Figura 20). 
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Figura 20 – Contagem de cópias virais. Os animais foram submetidos à contagem de cópias virais nas vias 
aéreas, por meio de qRT-PCR, no 19º dia após a sensibilização. Os camundongos foram tratados (n =8) ou não 
(n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 durante 6 dias. Cada barra representa a média aritmética ± SEM. 
*, p<0,05 quando comparados aos animais HDM+RV. 
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5 DISCUSSÃO 
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No presente estudo o tratamento com O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-

dihidroxiantraquinona (CS56), derivado antraquinônico análogo da mitoxantrona, reduziu os 

fatores característicos da doença alérgica das vias aéreas, como hiperresponsividade, 

inflamação das vias aéreas com presença de eosinófilos, neutrófilos e linfócitos, recrutamento 

de células T para os pulmões, expressão de fatores de transcrição Th17 e hipersecreção de 

muco. Mais do que isso, o tratamento com CS56 foi capaz de induzir o aumento de fatores 

característicos de células Treg (FOXP3, IL-10 e TGF-β). 

A asma é determinada como uma doença inflamatória aguda-a-crônica das vias aéreas 

com recrutamento de eosinófilos, hiperresponsividade bronquica (HRB), hiperplasia das 

células caliciformes e hipersecreção de muco (RABE et al., 2011). Além disso, o 

remodelamento das vias aéreas, como consequência da ação de citocinas e quimiocinas, é 

sinal característico da asma (DOHERTY; BROIDE, 2007). O tratamento com CS56 reduziu a 

AHR, o infiltrado de eosinófilos além de diminuir a produção de muco nos pulmões dos 

camundongos, levando a uma melhora da doença. Além disso, o tratamento reduziu o 

infiltrado de mastócitos nos pulmões. Cho e colaboradores (2012) demonstraram papel 

importante dos mastócitos durante a inflamação das vias aéreas, principalmente alterando a 

resposta de Th2 para uma resposta predominante de Th17, o que causa a exacerbação da 

asma. 

Além disso, apesar da resposta imune na asma ser principalmente induzida pelas 

células do subtipo Th2, células dos subtipos Th1, Th17, mais recentemente Th9, assim como 

células T reguladoras, são capazes de modular a resposta imune aos alérgenos nos pulmões 

alérgicos (LLOYD; HESSEL 2010). Mais do que isso, McGrath e colaboradores (2012) 

demonstraram que um grande número de pacientes apresentam asma sem a infiltração 

característica de eosinófilos. Baraldo e colaboradores (2011) sugerem que mecanismos além 

da resposta Th2 podem estar envolvidos na patologia de alguns pacientes. O tratamento com 

CS56 reduziu a expressão gênica de fatores característicos de células Th17 e Th1, além de ter 

reduzido a liberação de citocinas de resposta Th2 (IL-13 e IL-5) e mais do que isso aumentou 

a expressão de fatores de células T reguladoras. Al-Ramli e colaboradores (2009), assim 

como, Kudo e colaboradores (2012) demonstraram que a IL-17 leva a um aumento a 

hiperresponsividade além da severidade dos casos de asma. Mais do que isso, o aumento da 

resposta de células Th17 ocasiona uma agravada infiltração de neutrófilos nos pulmões dos 

pacientes asmáticos acarretando na piora do quadro clínico da doença (WILSON et al., 2009, 

NAKAGOME; MATSUSHITA; NAGATA, 2012). Já a ativação de mecanismos 
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imunoreguladores, através da liberação de IL-10 e TGF-β, que fazem parte do perfil de 

células reguladoras, podem suprimir uma gama de mecanismos celulares (SEROOGY; 

GERN, 2005; von BOEHMER, 2005). Interessantemente, o tratamento com o CS56 foi capaz 

de aumentar a expressão de FOXP3 e também de IL-10 e TGF-β. 

A infiltração de linfócitos T, CD4 e CD8, e de linfócitos B, nos pulmões dos pacientes 

asmáticos é um fato muito bem documentado (YING et al., 1997; LLOYD; HESSEL, 2010; 

SCANLON et al., 2011). O tratamento com CS56 reduziu os números de células expressando 

CD4, CD8, CD3 e CD19 nos pulmões, porém pode-se observar um aumento dos mesmos 

marcadores nos linfonodos drenantes dos pulmões, sugerindo que após o tratamento houve 

uma redução na migração destas células. Hutchison e colaboradores (2009) demonstraram que 

a migração de linfócitos para as vias aéreas inflamadas ocorrem em fluxos determinados que 

indicam fases distintas de localização e apresentação de antígenos. A disparidade na migração 

de células dos linfonodos drenantes para os locais de inflamação levam a redução na patologia 

e severidade da asma (PLE et al., 2010, LI et al., 2011). 

As exacerbações da asma são manifestações comuns na vida do asmático, 

constituindo-se no evento mais temido pelo paciente por ser causa de grande morbidade. A 

asma severa corresponde por 5% a 10% dos casos e causa 50% do total de custos a saúde 

relacionados à asma (THOMSON; CHAUDHURI; SPEARS, 2011). A asma severa está 

associada ao aumento da produção de IL-17 (AL-RAMLI et al., 2009) e Lajoie e 

colaboradores (2010) sugeriram um papel crítico para o aumento de IL-23-Th17 através do 

aumento de IL-13. Alguns estudos já demonstraram que células produtoras de IL-17 podem 

levar a inflamação neutrofílica, o qual está relacionada à baixa função pulmonar, piora da 

asma e aumento das exacerbações (SIMPSON et al., 2006; AL-RAMLI et al., 2009; HASTIE 

et al., 2010). Com isso, a asma severa não é somente uma doença mediada pela resposta Th2, 

mas envolve a ativação anormal de células Th17 (WANG; WILLS-KARP, 2011) além do 

acúmulo de neutrófilos nas vias aéreas (WENZEL et al., 1997). 

Além da exacerbação por desregulação nas funções celulares, as infecções, por 

exemplo, infecções virais, podem ocasionar o agravamento da asma (GAVALA; BERTICS; 

GERN, 2011, KIENINGER et al., 2012). O tratamento com CS56 foi capaz de reduzir a 

hiperresponsividade e o infiltrado celular na exacerbação causada pela infecção com o virus 

da gripe. Além disso, o tratamento reduziu o número de cópias virais encontradas nas vias 

aéreas dos camundongos. Diferente do CS56, a mitoxantrona, apesar de ter reduzido a AHR, 

não foi capaz de reduzir o número de cópias virais. Estudos já demonstraram que derivados 
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antraquinônicos, incluindo a mitoxantrona, são capazes de reduzir as infecções virais 

(ANDERSEN et al., 1991; SEMPLE et al., 2001; DENG et al., 2007; XIONG et al., 2011; 

SCHWARZ et al., 2011; ALTMANN et al., 2012), porém a mitoxantrona é relacionada 

durante o tratamento a infecções oportunistas por vírus (NAKANO et al., 2011). 

Conforme o exposto, os resultados obtidos pelo tratamento com O,O’-di-(3’-

iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona sugerem potencial terapêutico deste análogo para a 

alergia pulmonar e consequentemente a asma, porém estudos clínicos são necessários para 

afirmar a eficácia deste composto. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

 

O tratamento com o O,O’-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (CS56), 

derivado antraquinonico análogo da mitoxantrona, mostrou ser efetivo na melhora da alergia 

pulmonar através da modulação das respostas imunes envolvidas, tais como, redução do 

infiltrado de células, principalmente eosinófilos, da liberação de muco, dos níveis de IL-5 e 

IL-13 e aumento de IL-10 e FOXP3. Além disso, foi capaz de reduzir o efeito da exacerbação 

da AP por infecção viral, sugerindo um potencial terapêutico no tratamento da asma e da 

asma severa. 
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ANEXO  A  – ARTIGOS PUBLICADOS  

 

ANTHRAQUINONE DERIVATIVE O,O'-BIS-(3'-IODOPROPYL)-1,4-DIHIDROXYANTHRAQUINONE 

MODULATES IMMUNE RESPONSE AND IMPROVES EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE 

ENCEPHALOMYELITIS. 

ALVES CC, CASTRO SB, COSTA CF, DIAS AT, ALVES CJ, RODRIGUES MF, TEIXEIRA HC, 

ALMEIDA MV,  FERREIRA AP. 

INTERNATIONAL IMMUNOPHARMACOLOGY 14, P. 127-132, 2012 

DOI INFORMATION: 10.1016/J.INTIMP.2012.06.013 
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ANEXO  B – ARTIGOS SUBMETIDOS  
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ANEXO C – Carta Programa de Doutorando no Brasil com Estágio no 

Exterior – PDEE 

 


