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Resumo: 
 
 Anormalidades na função de linfócitos 
e macrófagos são os principais fatores que 
desencadeiam o surgimento e manutenção de 
respostas imunes indesejáveis. O tratamento 
com medicamentos imunossupressores para 
inibir estas respostas é usado na clínica. 
Contudo, estes fármacos apresentam efeitos 
adversos devido ao seu uso prolongado e 
ineficácia dos tratamentos convencionais, 
sendo necessária a busca por novos 
compostos. O objetivo do presente trabalho foi 
avaliar a capacidade da N-acilhidrazona 
TSD1386 em modular a resposta de 
macrófagos ativados in vitro e em modelo 
experimental in vivo. Inicialmente foi avaliada a 
citotoxicidade do composto TSD1386, derivado 
das N-acilhidrazonas. Dosagens de citocinas 
foram realizadas pelo método ELISA e a via de 
ativação NFkB foi estudada pela ação da 
luciferase. Por fim, foi avaliada a sobrevivência 
de animais desafiados com LPS no ensaio de 
choque endotóxico. O composto modulou a 
resposta, aumentou a sobrevida dos animais e 
ativou a via do NFkB. 
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Introdução: 

 
 Respostas imunes indesejáveis são 

responsáveis por um grande número de 
doenças. Anormalidades na função dos 
linfócitos e macrófagos são os principais 
fatores que desencadeiam o desenvolvimento 
e manutenção destas doenças (CRUVINEL et 

al., 2010). Macrófagos são células efetoras da 
imunidade inata, cujos principais mecanismos 
de ação são a fagocitose, liberação de 
mediadores inflamatórios e síntese de 
proteínas de fase aguda. Na inflamação, os 
macrófagos atuam como células 
apresentadoras de antígeno, potencializando a 
ativação de linfócitos pela expressão de 
moléculas coestimuladoras, e liberam citocinas 
proinflamatórias como IL-6, TNF-α, 
quimiocinas, além de espécies reativas de 
oxigênio e nitrogênio, como óxido nítrico. A 
aplicação clínica de substâncias 
imunossupressoras para inibir respostas 
inflamatórias indesejadas é amplamente 
empregada. Entretanto, estes fármacos 
apresentam efeitos secundários associados ao 
uso prolongado dos medicamentos e ineficácia 
dos tratamentos convencionais (CASTRO, 
2005). Assim, a procura por medicamentos 
mais adequados é ainda necessária. Neste 
contexto, o objetivo do presente trabalho foi 
avaliar a capacidade da N-acilhidrazona 
TSD1386 em modular a resposta de 
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macrófagos ativados in vitro e em modelo 
experimental in vivo. 
 
Metodologia: 
 
 A citotoxicidade da N-acilhidrazona foi 
avaliada em macrófagos da linhagem J774, 
incubados em placas de 96 poços (1x104 
células/poço) em meio Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de 
soro bovino fetal e 50 µg/mL de gentamicina e 
mantidos por 24 h em estufa a 37ºC e 5% de 
CO2. O composto foi testado em triplicatas, 
incubado por 72 horas. Posteriormente, foi 
adicionado 20 µL/poço de AlamarBlue durante 
6 h. A leitura no espectrofotômetro foi 
realizada a 570 e 600 nm. O resultado foi 
analisado a partir do cálculo de Concentração 
Citotóxica de 50% (CC50), utilizando leituras 
obtidas em três experimentos independentes. 
Como controle positivo foi utilizado à violeta de 
genciana.  
Em seguida, partir de concentrações atóxicas, 
foi avaliada a produção das citocinas IL-6 e 
TNF- α através do método ELISA sanduíche 
utilizando o protocolo, anticorpos e citocinas 
recombinante do kit Duoset ELISA Developmet 
System (R&D Systems, Minneapólis, MN, 
EUA). A leitura foi realizada em 
espectrofotômetro (Spectramax), com filtro de 
450 nm. A produção de óxido nítrico foi 
determinada através de seu produto oxidativo, 
o nitrito, pelo método de Griess. A absorbância 
foi determinada em leitor de ELISA 
(Spectramax), com filtro de 570 nm. Por fim, a 
indução de choque endotóxico foi realizada 
através da administração em grupos de 
camundongos diferentes doses de 
lipopolissacarídeo (LPS) por via 
intraperitoneal, a fim de obter a dose que 
causa a morte de 100% dos animais (DL 100). 
Os grupos de animais estimulados pela dose 
estabelecida foram tratados com o composto 
TSD1386 e Dexametasona ou não por via 
intraperitoneal em diferentes tempos. A 
mortalidade dos animais foi acompanhada 
durante cinco dias. Todas as análises foram 
realizadas no Software Softmax 4.3.1. 
  
 
Resultados e Discussão: 
 
 O composto TSD1386 apresentou 
baixa citotoxicidade, CC50= 55 (± 4) μM, 

quando comparado com a violeta de genciana 
(CC50= 0,8 ± 0,1) e concentrações atóxicas 
foram usadas nos demais experimentos (30, 
20, 15, 10, 7,5 e 5 μM). Uma redução da 

síntese de óxido nítrico, do TNF-α e da IL-10 e 
um aumento da produção de IL-6 foram 

observados em macrófagos estimulados com 
LPS e IFN-γ e tratados com o composto em 
estudo. Além disso, o TSD1386 inibiu a via do 
NFkB, a qual está associada a uma resposta 
próinflamatória. Um aumento da sobrevivência 
em cerca de 80% dos camundongos tratados 
com TSD1386 foi observada após a indução 
de choque endotóxico.  

 
Conclusões: 
 
 O composto TSD1386 apresentou 
importante atividade imunomoduladora, 
inibindo a produção de óxido nítrico e de 
citocinas próinflamatórias. Além disso, o 
tratamento com este composto aumentou a 
sobrevivência de camundongos após indução 
de choque endotóxico. Portanto, o composto 
derivado da N-acilhidrazona é uma molécula 
promissora para desenvolvimento de novas 
terapêuticas com ação imunomoduladora e 
anti-inflamatória. 
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