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RESUMO

O processo inflamatério é uma resposta coordenada do organismo a infeccées e
lesdes teciduais, ativando a resposta imune e levando a liberagado de substancias
pro- inflamatérias, como o dxido nitrico, TNF-a e [L-1f3. Neste trabalho uma série de
aminodlcoois lipofilicos de cadeia alifatica longa foi avaliada na linhagem de
macrofagos RAW 264.7 e macrofagos peritoneais inflamados de camundongos
BALB/c, para verificar a viabilidade celular pelo Método do MTT, a producédo de
6xido nitrico pelo Método de Griess, assim como a dosagem de TNF-a e IL-1 por
Elisa. Os aminoalcoois lipofilicos que apresentaram bons resultados in vitro, foram
utilizados in vivo no tratamento de camundongos nos modelos de inducéo de edema
em patas de camundongos pela carragenina, na dosagem de TNF-a e IL-18 no
sobrenadante do macerado de coxins plantares de patas de camundongos, assim
como no modelo de reacdo de hipersensibilidade tardia (RHT) a ovalbumina. Foram
realizadas culturas com macréfagos da linhagem RAW 264.7 na presenga de
aminoalcoois com diferentes concentragées (1, 0,5 , 0,05 e 0,005 pg/mL). Os
aminoalcoois testados ndo alteraram a viabilidade celular e inibiram a produgéo de
NO e de TNF-a, na maioria das concentracdes testadas, porém sem alterar a
producdo de IL-1B. Nas culturas de macréfagos primarios foram testados os
aminodlcoois 4a e 4b, que alteraram a viabilidade celular, € n&o induziram a
diminuigao da produgéo de NO e das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-13. Os
aminoalcoois 4a e 4b foram escolhidos para os testes in vivo. A dexametasona foi
escolhida como referéncia, por ser um dos farmacos de escolha para o tratamento
das desordens inflamatérias, porém apresenta efeitos secundarios indesejados
devido & supresséo total da resposta imune. O aminoélcool 4b mostrou redugdo do
edema induzido em pata de camundongo pela carragenina, e diminuicdo de TNF-a e
IL-18 tao eficiente quanto o tratamento com dexametasona. Na reagédo de
hipersensibilidade tardia & OVA os aminoalcoois 4a e 4b apresentaram redugao no
edéma em pata de camundongo similar a dexametasona. Em fung&o dos resultados
observados in vitro e in vivo o composto 4b mostrou propriedades anti-inflamatérias

promissoras.

Palavras chaves: aminoalcoois, atividade anti-inflamatoria.




ABSTRACT

The inflammatory process is a coordinated response to infections and tissue damage
by activating the immune response and leading to the release of pro-inflammatory
substances, such as nitric oxide, TNF-a and [L-1B. In this study a series of lipophilic
long chain aliphatic aminoalcohols was evaluated in RAW 264.7 macrophage lineage
and inflamed peritoneal macrophages of mice BALB/c, to verify cell viability by the
MTT method, the production of nitric oxide by Griess method, as well as dosage
TNF-a and IL-1B by ELISA. Lipophilic amino alcohols that presented good results in
vitro, were uséd in vivo treatment of mice in models of the carrageenan- induced paw
edema in mouse and measure the levels of TNF-a and IL-1B in the supernatant of
macerated of footpad mice as well as in the delayed hypersensitivity reaction (RHT)
to ovalbumin model. Cultures of RAW 264.7 macrophage lineage with aminoalcohols
in the presence of different concentrations (1, 0.5, 0.05 and 0.005 mg / mL) were
evaluated. The aminoalcohols tested did not affect cell viability and inhibit the
production of NO and TNF-a, most of the concentrations tested, but without altering
the production of IL-1B. In cultures of primary macrophages the amino alcohols 4a
and 4b, which altered cell viability and did not induce a decrease in NO production
and pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-1p were tested. The amino alcohols 4a
and 4b were chosen for testing in vivo. Dexamethasone is chosen as the reference
drug for treating various inflammatory diseasés, but have unwanted side effects due
to the complete suppression of immune response. The amino alcohol 4b showed
reduced edema induced in mouse paw by carrageenan, and decreased TNF-a and
IL-1B8 as effective as treatment with dexamethasone. In the anti-ovalbumin delayed
hypersensitivity reaction the aminoalcohols 4a and 4b showed reduction in paw
edema mice similar dexamethasone. In function of the results observed in vifro and in

vivo compound 4b showed promissory anti-inflammatory properties.

Keywords: amino alcohols, anti inflammatory activity.
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1 INTRODUGAO

Os mecanismos de defesa do hospedeiro séo constituidos pela imunidade
inata, responsavel pela protecdo inicial contra infecg@es, e pela imunidade adquirida,
que se desenvolve mais lentamente e é responsével pela defesa tardia e especifica
contra as infeccées (RASMUSSEN, REINERT & PALUDAN, 2009). Celulas do
sistema imune inato usam receptores de padrdes para detectar e sinalizar a
ocorréncia de infecgdo microbiana, reconhecendo estruturas que sdo comuns a
diversas classes de microrganismos e que ndo estdo presentes nas células do
hospedeiro (FOLCIK, AN & OROSZ, 2007). Estes sinais apresentam duas fungoes
principais: iniciagdo de uma cascata inflamatéria que ajuda a conter a infeccéo e
ativacdo da resposta imune adaptativa. A resposta imune adaptativa consistevda
expansdo de clones de linfocitos antigenos-especificos, sendo um processo
altamente eficiente e especifico, mas que demora dias para o desenvolvimento
completo (BARTON, 2008).

A inflamacdo ou processo inflamatério é uma resposta coordenada do
organismo as infecgdes e danos teciduais. As principais células envolvidas na
resposta inflamatdria séo representadas por basdfilos, mastocitos, neutréfilos,
mondcitos, macréfagos e também pelos linfocitos B e T, principalmente T helper 1
(Th1) , T helper 2 (Th2) e T helper 17 (Th17) (GALLEY & WEBSTER, 1996;
BRUGIOLO et al., 2011; CASTRO et al., 2012). O macrofago € uma importante
célula da resposta imune inata que participa do processo inflamatério, por meio da
producdo de mediadores inflamatérios, tais como, interleucina 13 (IL-1B), Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) e oOxido nitrico (NO), que estdo relacionados com a
ativacdo de células endoteliais, adesao, rolamento e extravasamento de leucécitos
(BEUTLER, 1989; CASTELLHEIM, 2009; CASTRO et al., 2012).

A resposta imunologica insuficiente ocasiona risco de infecgbes graves
(CASTARDO et al., 2008). Por outro lado, a reagéo inflamatoria exagerada pode
causar superproducdo de mediadores inflamatérios que ocasionam danos e
disfuncdes orgénicas, que envolvem febre intensa, erupgdo cutanea, risco de
septicemia, faléncia multipla dos d6rgdos e morte (NATHAN, 2002Z;
SUNDERKOTTER, 2003; BARTON, 2008; DINARELLO, 2009; SIMS, 2010). Esta

ampla intensidade da resposta inflamatoria, além da morbidade e mortalidade, pode
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ocasionar também doencas cronicas, como a artrite reumatodide, esclerose multipla,
doengya de Crohn e Alzheimer (SEGAL et al,, 2000; SAKAGUSHI, 2004; PARK,
2009¥. Desta forma ao mesmo tempo em que a resposta inflamatoria deve ser répida
e destrutiva, ela também precisa ser controlada e auto limitada, sendo, portanto,
necessario mecanismos capazes de regular esta resposta.

A inibicdo de mediadores inflamatérios e a regulagéo da resposta imune,
através da atividade imunomoduladora, tém sido mostiradas como resultados de
tratamentos com aminoalcoois (OLMO et al., 2006). Estudos anteriores mostraram,
in vitro, que o tratamento com aminoalcoois lipofilicos e aminoalcoois ligados a
carboidratos inibiram a producdo de NO sem efeitos na viabilidade celular em
linhagem de macréfagos J774.1 (REIS et al., 2008; CORREA et al., 2012;). Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro os efeitos imunomoduladores dos
aminoalcoois lipofilicos de cadeias longas em macrofagos primarios inflamados de
camundongos BALB/c e em macréfagos da linhagem RAW 264.7, ambos ativados, e
in vivo nos modelos de edema em pata de camundongo BALB/c induzido por
carragenina, e de reagdo de hipersensibilidade tardia a ovalbumina (OVA) em

camundongos BALB/c.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA RESPOSTA IMUNE

O sistema imunoldgico é o sistema de defesa do organismo contra diferentes
patégenos, e é composto pela resposta imune inata e a resposta imune adaptativa.
A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra a invasdo microbiana e
representa uma resposta que pode ser ativada rapidamente (ROBERTSON &
COOPERSMITH, 2006). O sistema imunolégico inato é formado pelo epitélio, que
fornece barreiras fisicas e quimicas as infecgbes, pelas células presentes na
circulacéo e nos tecidos, e por diversas proteinas plasmaticas (WOLOWCZUK et al.,
2008). A resposta inflamatdria inicial € usualmente aguda sendo caracterizada por
um aumento da permeabilidade vascular e infilirado de células levando a formagao
de edema, resultando no extravasamento de fluidos e proteinas, e acumulo de
leucécitos no local da inflamagao (POSADAS et al., 2004).

Células efetoras do sistema imune inato, como os neutréfilos, macrofagos,
células natural killer (NK), e células dendriticas (DCs), possuem receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) que reconhecem padrbes estruturais que se
repetem nos patogenos, e sdo chamados de padrées moleculares associados aos
patégenos (PAMPs) (ROBERTSON & COOPERSMITH, 2006; HALMAN, RAMET &
EZEKOWITZ, 2001). Dentre os PRRs, os receptores do tipo “Toll-like” (TLR) se
destacam pelo seu papel central na ligagdo de patégenos e iniciagéo da resposta
inflamatéria, esses receptores sédo especificos para diferentes componentes dos
microrganismos (HALMAN, RAMET & EZEKOWITZ, 2001; IWASAKI &
MEDIZHITOV, 2004). Um exemplo dos PAMPs s&o os Iipopolissacarideos (LPS),
uma endotoxina presente na parede celular das bactérias gram-negativas que sdo
reconhecidas pelo TLR4, um dos tipos de TLR (HALMAN, RAMET & EZEKOWITZ,
2001; IWASAKI & MEDIZHITOV, 2004; ROBERTSON & COOPERSMITH, 2006). A
ativacdo dos PRRs por PAMPs induz a fagocitose, a liberagdo de citocinas
inflamatérias e mediadores quimicos, que levam a iniciagéo da resposta inflamatoria,
na tentativa de conter a infecgcdo, e ativagdo da resposta imune adaptativa
(HALMAN, RAMET & EZEKOWITZ, 2001).




16

Os macréfagos, assim como as células dendriticas e os linfécitos B, sé&o
potentes celulas apresentadores de antigenos (APC) e grandes responsaveis pela
modulacdo da resposta inflamatéria, que ocorre por meio de fagocitose, lise
intracelular, apresentagdo para as ceélulas efetoras e ativagao da resposta imune
(SCHEPETKIN & QUINN, 2006). Os mondcitos que migram para os tecidos através
do fluxo sanguineo diferenciam-se em macréfagos, e sob influéncia das citocinas
dependendo do tecido de fixacdo, recebem um nome especifico, como osteoclastos
no tecido 6sseo, células de Kupffer no figado, micréglia no sistema nervoso central,
macroéfagos alveolares nos pulmdes e outros (SEBASTIAN et al., 2005).

Os macréfagos desempenham um papel fundamental na iniciagdo da
resposta imunologica através da sua capacidade de produzir citocinas pro-
inflamatorias, entre elas podemos destacar o TNF-a e a IL-13 (WYNN, CHAWLA &
POLLARD, 2013). O TNF-a e a IL-1B sé&o citocinas envolvidas no desencadeamento
de doengas inflamatorias tais como esclerose multipla e o Parkinson, que sé&o
doencas neuro-degeneratiVas (LEAL et al., 2013).

O TNF-a é produzido por macrofagos ativados, e € um importante mediador
inflamatério da resposta imune inata, promovendo o recrutamento de neutréfilos e
macrofagos para os locais da infecgdo atuando na estimulagdo das células
endoteliais, estimulando a expressao de moléculas de adesdo e a producdo de
quimiocinas (NIU, GUO & ZHOU, 2009). Com isso a inibicdo deste mediador é
objetivo de varios estudos que utilizam novos compostos com potencial agéo
moduladora da resposta inflamatéria (NIU, GUO & ZHOU, 2009). Entre as citocinas
pro-inflamatérias, o TNF-a tem um importante papel na inibicdo da proliferagédo
tumoral, uma vez que sua producdo pode ser local ou sistémica, afetando
diretamente tanto-.o tumor em crescimento quanto em metastase, aumentando
também respostas imunitarias contra células tumorais (KUNINAKA et al., 2000).

Assim como o TNF-qa, a IL-13 também tem um importante papel em inimeras
doencgas inflamatérias, incluindo doencgas autc-imunes, onde a IL-1B & produzida na
forma inativa denominada pro- IL-1B, e é ativada apds a sua clivagem por proteases,
onde uma das mais importantes € chamada caspase-1 (JOOSTEN et al., 2009).

Corréa e colaboradores (2013) mostraram que derivados da 1,4-antraceno-
9,10-diona, analogos da mitoxantrona, inibiram a produgdo da IL-13, mas nao
inibiram a producdo de TNF-a. Tais resultados sugeriram uma inibicdo da

sinalizacdo de IL-1B especifico por uma via independente de NF-kB por estes
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compostos, mostrando que apesar da via de sinalizaggo intracelular e ag&o na
resposta inflamatéria serem similares, os mecanismos de sintese e regulagéo de
TNF-a e IL-1B podem ser completamente diferentes.

Outro importante mediador na inflamag&o aguda é o oxido nitrico (NO), que é
o principal mediador citotéxico das células imunes efetoras ativadas. E uma
importante molécula reguladora do sistema imune, ja que macréfagos e outros tipos
“celulares produzem ou respondem ao NO (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003). O
NO é sintetizado pela agao de uma enzima, a oxido nitrico sintase (NOS), a partir do
aminoécido L-arginina, que produz 6xido nitrico e L-citrulina (GUZIK, KORBUT &
ADAMEK-GUZIK, 2003), necessitando de dois cofatores, o oxigénio e o fosfato
dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH) (ROBBINS & GRISHAM, 1997). O NO
em condigdes fisiopatolégicas se apresenta em trés isoformas distintas de 6xido
nitrico sintase (NOS): endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS)
(POSADAS et al.,, 2004; HANDY & MOORE, 1998). Essas enzimas séo ativadas de
duas maneiras: eNOS e nNOS, que se apresentam em baixos niveis e sao ativadas
pelo aumento do influxo de calcio, 0 que aumenta rapidamente a produgéo de NO.
Entretanto, a enzima INOS, que é ativada pelos macrofagos induzidos por citocinas,
oémo por exemplo o TNF-a e interferon (IFN-y) (MONCADA & HIGGS, 1991;
HANDY & MOORE, 1998). A isoforma iNOS e a principal isoforma envolvida nas
reagdes inflamatorias (COLEMAN, 2001). I ,

Os principais efeitos do NO na fase inflamatéria sdo: vasodilatagao, atividade
antimicrobiana, efeitos antiplaquetarios e aumento da permeabilidade vascular
(SCHWENTKER et al, 2002). O NO, élém de desempenhar fungdes pro-
inflamatérias como a vasodilatagdo, também possui agbes antiinflamatorias
regulando a inflamagdo, através da regulagdo da atividade funcional,
desenvolvimento e destruicdo de muitos tipos celulares envolvidos na inflamagéo e
imunidade, incluindo macréfagos, linfécitos T, células apresentadoras de antigenos,
mastocitos, neutréfilos e células natural killer (BOGDAN, 2001).

O NO sob condicdes patolégicas age na modulagdo tanto das reacdes
agudas como crénicas da inflamagéo, ele também participa da defesa do organismo,
e ainda atua como agente citotdxico as células tumorais (WILLEY, 2007; BOVE &
VLIET, 2006). Sua citotoxicidade resulta da sua agao direta ou da reagdo com outros
compostos liberados durante o processo inflamatério, o que pode causar em parte
um dano tecidual (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003; TRIPATHI et al., 2007).



Os macrofagos e as células dendriticas também expressam receptores para
IFN-y, que s&o produzidos primariamente pela ativacdo de linfécitos T CD4 ou CD8
e células natural killer (NK), sendo assim reconhecido como mediador da resposta
imunologica inata e da adquirida (TAU & ROTHMAN, 1999).

Entre as atividades biol6gicas do IFN-y, a ativagao dos macréfagos € uma das
principais funcdes, tornando-os mais eficazes na destruicdo dos microrganismos
fagocitados (MUHL & PFEILSCHIFTER, 2003). O IFN-y induz a produgéo de varias
substancias pré-inflamatorias, como IL-12, 1L-15, TNF-a, 6xido nitrico e outros. De

acordo com suas caracteristicas funcionais e bioldgicas o IFN-y tem se mostrado
| importante em varios modelos de doencas inflamatérias e autoimunes, como por
exemplo, diabetes mellitus, miastenia graves, glomerulonefrite, entre outras (MUHL
& PFEILSCHIFTER, 2003).

O lipopolissacarideo (LPS) € um componente de parede celular de bactérias
gram-negativas, que assim como o IFN-y, pode ativar diretamente as células
inflamatorias (SOHN et al., 2012). O mecanismo de ativacdo dos macrofagos pelo
LPS leva a biossintese de diversos mediadores inflamatérios, como o TNF-a, a IL-1B
e a IL-6 e co-estimula a producdo de algumas moléculas necessarias para a
resposta imune adaptativa (SMEDEGARD, CUI & HUGLIT, 1989).

A respoéta imune inata & fundamental no desenvolvimento da resposta imune
adaptativa subsegliente (BARTON & MEDZHITOV, 2002). A resposta imune
adaptativa & especifica na defesa do hospedeiro contra patégenos, sendo
necessaria uma exposigcao prévia ao mesmo para desenvolver esta resposta. Neste
tipo de imunidade estao envolvidos mecanismos celulares e moleculares (linfécitos
T, linfécitos B, anticorpos/Imunoglobulinas) para reconhecimento especifico do
agente invasor, levando a geragdo da memoria imunologica, que & a propriedade
individual depois do contato com o antigeno pela primeira vez, conferindo a
capacidade de responder melhor e mais rapidamente quando re-exposto a este
mesmo antigeno (RASMUSSEN, REINERT & PALUDAN, 2009; ROBERTSON &
COOPERSMITH, 2006). O reconhecimento especifico do agente invasor € baseado
no rearranjo e expanséo clonal de vasto repertério de receptores antigeno-especifico
expressos nos linfocitos B, responsaveis pela resposta humoral, através do
reconhecimento de células B (BCR), e linfocitos T responsaveis pela resposta celular
através do reconhecimento de células T (TCR). As respostas humorais mediadas

pelas celules B podem ser geradas contra varios tipos de antigenos da membrana
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celular dos microrganismos e antigenos soliveis, ja a maioria dos linfocitos T
reconhece antigenos peptidicos dos microrganismos que sao apresentados pelas
células apresentadoras de antigenos (APC) as celulas do hospedeiro juntamente
com as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) (BARTON,
2008).

Vale ressaltar que os mecanismos de resposta imune inata e adaptativa séo
baseados no processo geral de reconhecimento antigénico, existindo diferenga na
natureza genética dos receptores e distincdo do envolvimento dos dois tipos de
respostas nos mecanismos de reconhecimento antigénico (WOLOWCZUK et al.,
2008).

2.2 MODELOS ANIMAIS DE RESPOSTA INFLAMATORIA

2.21 MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA EM
CAMUNDONGO BALBI/C |

A caragenina € um polissacarideo obtido de algas vermelhas da familia das
Rhodophyceae que possui aplicagbes farmacéuticas e sdo utilizadas
freqlientemente na medicina experimental para testar agentes anti-inflamatorios
(Zacharopoulos & Philips, 1997).

Em 1962 Winter e colaboradores descreveram inicialmente o modelo da
inducdo de edema em pata utilizando ratos, e posteriormente outros autores
passaram a utilizar também patas de camundongos (LEVY, 1969; DI ROSA,
GIROUD & WILLOUGHBY, 1971). Desde entdo, o modelo de edema em patas de
camundongos tem sido cada vez mais utilizado para testar novos compostos anti-
inflamatérios, assim como os mecanismos envolvidos na inflamagéo (POSADAS et
al., 2004).

O edema de pata de camundongo induzido por carragenina € um modelo de
inflamacdo aguda que consiste de duas fases: a primeira, detectada em torno de
uma hora, & chamada de fase rapida, com liberacgdo de histamina, serofonina e
bradicinina, a segunda fase € chamada de tardia, com os mediadores, cininas e
prostaglandinas, liberados ap6s duas e trés horas respectivamente (VINEGAR,
SHREIBER & HOGO, 1969; DI ROSA, GIROUD & WILLOUGHBY, 1971).
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A resposta inflamatéria aguda é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular e infiltrado celular levando & formagao do edema, como
resultado do extravasamento de fluidos e proteinas, e acumulo de leucécitos no sitio
inflamatorio. A inducdo de edema em patas de camundongos pela carragenina € um
modelo amplamente utilizado para testar a atividade antiinflamatéria (POSADAS et
al., 2004), onde a inflamagéo local ou sistémica é associada com o aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, [L-18 e IL-6 (CUZZOCREA et al.,
1999).

Bhattacharyya e colaboradores (2008) mostraram que a carragenina induz a
ativacdo de NF-kB e a interleucina 8 (IL-8) em células epiteliais do intestinal
humano, através de uma via de imunidade inata mediada pela proteina BCL10.
[dentificaram também que o receptor Toll-like 4 (TLR4) é um receptor de membrana
que interage com carragenina, o que reforca a hipétese de que os efeitos da
carragenina s&o atribuiveis a ativagdo de uma resposta inflamatéria inata,
imunomediada em colondécitos humanos.

Recentemente Liao e colaboradores (2013) apresentaram em seus estudos a
importancia do modelo de edema em patas de camundongos induzido pela
carragenina para avaliar a atividade anti-inflamatoria de novos compostos, como o
N-(3-Fluorofenil) etilcafeamida, um composto sintético que foi capaz de modular a

produgdo de COX-2, NO e TNF-a nos tecidos inflamados.

2.2.2 MODELO DE REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (RHT)

O termo hipersensibilidade é usado para designar uma resposta imune
adaptativa que ocorre de forma exagerada ou inapropriada. Essas reagbes de
hipersensibilidade s&o expressdes inadequadas de respostas imunes protetoras que
algumas vezes resultam em reagdes inflamatérias e dano tecidual. As reagbes de
hipersensibilidade podem ser de quatro tipos (I, I, Ill, IV), sendo que nenhum dos
tipos se manifesta no primeiro contato com o antigeno. As do tipo I, It e lll
apresentam mecanismo humoral enquanto a do tipo 1V apresenta mecanismo celular
(ENSINA et al., 2009).

A hipersensibilidade tipo | ou imediata € um tipo de reag&o patclégica
causada pela liberacdo de mediadores liberados por mastécitos. A reagéo imediata é

uma reacdo desencadeada pela produgio de anticorpos g contra antigenos
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ambientais in6bcuos e que se ligam nos mastécitos em diversos tecidos. A
hipersensibilidade tipo I ou mediada por anticorpos citotéxicos, participam
diretamente na lesdo dos antigenos celulares ou teciduais predispondo-os a
fagocitose ou lise. A hipersensibilidade tipo lll ou mediada por imunocomplexo
ocorre pela ligacdo de anticorpos humorais a antigenos soliveis, formando
imunocomplexos, que podem depositar-se nos vasos sanguineos em varios tecidos,
atraindo neutréfilos, que produzem os danos ao tecido através da liberagcdo de
enzimas lisossomais e gerando radicais livres toxicos. A hipersensibilidade Tipo IV
ou tardia (RHT) s&o reagbes mediadas por linfécitos T, normalmente contra
antigenos proprios ou antigenos exdgenos associados a células e tecidos. E uma
resposta imunolégica ndo sé a variedade de agentes microbioldgicos intracelulares,
particularmente Mycobacterium tuberculosis, mas também para muitos virus, fungos,
protozoarios e parasitas. As dermatites de contato alérgicas e rejeicdo do enxerto
também sdo exemplos de reacdo mediada por células (KOBAYASHI, KANEDA &
KASAMA, 2001; ENSINA et al.,2009).

A RHT ou tipo IV é chamada tardia por ocorrer de 24 a 48 horas apds o
individuo imunizado ser desafiado com a proteina indutora. Este é o tempo gasto
para as células T efetoras voltarem ao local de teste do antigeno, responderem ao
antigeno neste local e induzirem uma reagao detectavel afravés da liberagdo de
citocinas inflamatorias (DANNENBERG, 1991).

Em 1890, Robert Koch definiu a “reacdo tuberculinica”, como um tipo de
Reacéo de Hipersensibilidade tardia (RHT), observando que os individuos infectados
previamente com o Mycobacterium tuberculosis, ou vacinados, desenvolviam a
resposta inflamatéria localizada quando o filtrado derivado de cultura de
micobactéria (PPD, proteina purificada derivada) era injetado intradermicamente
(BARRETO, PEREIRA & FERREIRA, 2006) A inflamag&o granulomatosa € uma
forma de hipersensibilidade do tipo tardia crbénica, geralmente em resposta aos
microrganismos persistentes, como o Mycobacterium tuberculosis (KOBAYASHI,
KANEDA & KASAMA, 2001).

Faquim-Mauro e Macedo (1998) mostraram que proteinas de alto peso
molecular extraidas do helminto Ascaris suum inibiu as RHT a OVA, além da
proliferacao celular e producéo de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-4 e [L-10) e anticorpos
(IlgG, IgM, IgE), mostrando acdes tanto em respostas imunes celulares, quanto

humorais.
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A reacgdo de hipersensibilidade tardia é mediada por células e ocorre pela
hab%iidéde dos linfécitos T CD4" da subpopulagdo T Helper 1 (Ty1) de ativarem os
macréfagos. (SPRINGER, 1995) Os macréfagos em conjunto com as células
endoteliais, recrutam células inflamatérias e ativam a resposta imune adaptativa para
reparar o dano tecidual causado, com infiltrado de células T e monocitos nos tecidos,
edema e aumento da permeabilidade vascular em resposta as citocinas pro-
inflamatérias  1L-13, IL-6, 1L-12 e TNF-a, produzidas pelas células T CD4",
desencadeando assim a RHT (APOSTOLOPOULOS et al., 2008, SUN et al., 2006).
No processo inflamatério, as citocinas proé-inflamatérias, tais como IL-18 e TNF-q,
desempenham um importante papel, por estimularem a produg¢do de guimiocinas e
atracdo de células inflamatoérias, incluindo macréfagos (TRINCHIERI, 1995).

A RHT pode ser demonstrada na patogénese de muitas doencgas infecciosas,
tais como a tuberculose, lepra, toxoplasmose, leishmaniose, e outras, ocorrendo a
presenca de inflamagdo granulomatosa, calcificacdo, necrose, caseificacdo e
formacao de cavidades (DANNENBERG, 1991; PELLETIER et al., 2002).

2.3 OS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS COMO POTENCIAIS AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS

Em 1991, GILMAN e colaboradores observaram que diferentes agentes
farmacolégicos poderiam ter uma importancia terapéutica para varias patologias,
pois apresentavam o potencial de interferir nas fun¢des da resposta imune. Desde
entdo as drogas anti-inflamatoérias vém sendo amplamente estudadas e empregadas
ao longo de varias décadas no tratamento de varias patologias, o que tem
despertado interesse também na elucidagdo dos efeitos farmacodindmicos destas
substancias. Sabe-se que a reacao inflamatéria esta presente em varias lesdes
produzidas no organismo humano, sejam por traumas, infecgdes, reacdes
imunoldgicas e agentes externos, além dos processos auto-imunes que, em maior
ou menor grau, sdo acompanhados de rea¢des inflamatoérias. (MEAGHER, WINES &
COOPER, 2002).

Fujita e colaboradores, em 1989, isolaram um metabdlito do caldo do fungo
Isaria sinclarii chamado miriocina (ISP-1) (Figura 1) (HIROSE et al, 1996) e

descreveram sua atividade imunossupressora, que era cinco vezes mais potente e




menos toxico que a ciclosporina A, ja utilizada comercialmente como droga
imunossupressora em transplantes (FUJITA et al., 1995-A). Na continuidade dos
trabalhos, Fujita e colaboradores (1995-B) estudaram a relagéo estrutura-atividade
do ISP-1, concluindo que a presengca de um grupo aminoalcool 2-alquil-2
aminoetanol e de uma cadeia longa de carbono eram necessarios para a
manutencdo da atividade imunossupressora, desenvolvendo-se assim o composto
FTY720 {Cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-octilfenil)etil]1,3-propanodiol} (ADACHI et al.,
1995), que ¢é atualmente comercializado como Gylena (Figura 1). O FTY720 possui

uma porcao alifatica analoga aos aminoalcoois estudados neste trabalho.

NH, HCI
HO

OH

C8Hl7

ISP-1(Miriocina) FTY720

Figura 1. Estruturas quimicas do ISP-1 (miriocina) e do FTY720
(Fonte: DEL OLMO et al., 2008).

A lipofilicidade é uma caracteristica importante para atividade de uma
substancia por promover maior difusdo através das membranas biologicas
aumentando assim a concentracdo intracelular do composto (POLKOWSKI et al,,
2004). Com isso, novos aminoalcoois lipofilicos tém sido descritos como uma classe
promissora de compostos com diferentes propriedades farmacolégicas (SAIBABU
KOTTI, TIMMONS & LI, 2006), antiparasitarias (GIORDANI et al., 2008; COSTA et
al., 2009), antimicrobianas (TAVEIRA et al., 2007) e imunomoduladoras (OLMO et
al., 2006; REIS et al., 2008). Estes trabalhos despertaram o interesse em avaliar a
atividade anti-inflamatoria de aminoalcoois lipofilicos de cadeia alifatica longa, assim

como a relagdo estrutura atividade baseada em modificagbes estruturais.




3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a potencial atividade dos seis aminoalcoois lipofilicos de cadeia longa
na modulacéo da resposta imune in vifro em macréfagos da linhagem RAW 264.7 e
macréfagos peritoneais primarios inflamados de camundongos BALB/c, além da
modulacgdo da resposta imune in vivo nos modelos de indugéo de edema em pata de

camundongos pela carragenina e reagdo de hipersensibilidade tardia a ovalbumina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do tratamente com os aminoalcoois lipofilicos (4a, 4b, 5, 6, 9

e 10) na viabilidade celular da linhagem de macréfagos RAW 264.7;

- Quantificar a producdo de NO, TNF- a e IL-1B em sobrenadantes de cultura
de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y, e tratados com os

aminoalcoois lipofilicos (4a, 4b, 5, 6, 9 e 10);

- Avaliar o efeito do tratamento com os aminoalcoois (4a e 4b) na viabilidade

em macrdéfagos peritoneais primarios inflamados de camundongos BALB/c;

- Quantificar a producédo de NO, TNF-a e IL-13 em sobrenadantes de cultura
de macréfagos peritoneais primarios inflamados estimulados com LPS e IFN-y, e

tratados com os aminoalcoois lipofilicos (4a e 4b),

- Avaliar o edema de pata induzido pela carragenina em camundongos

BALB/c tratados com os aminoalcoois lipofilicos 4a e 4b;

- Quantificar os niveis das citocinas TNF-a e IL-13 em macerado de coxim

plantar de camundongos BALB/c, através da técnica de ELISA,

- Avaliar a reacdo de hipersensibilidade tardia a OVA em camundongos

BALB/c tratados com os aminoalcocis lipofilicos 4a e 4b.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS AMINOALCOQOIS LIPOFILICOS

Os compostos foram sintetizados no Departamento de Quimica, no Instituto
de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora, como descrito
previamente (REIS et al., 2008). A sintese dos aminoalcoois lipofilicos 4a, 4b, 5, 6, 9
e 10, iniciou-se com a mesilacédo dos alcodis 1a, 1b e 7 em piridina a 0°C, formando
0s intermédia’rios 2a, 2b e 8 (esquema 1). Os compostos mesilados 2a e 2b foram
tratados com azida de sbédio em DMF (dimetilformamida) a 120°C, levando as
monoazidas 3a e 3b, que foram hidrogenadas resultando nos aminoalcoois 4a e 4b.
Os aminoalcoois 5, 6, 9 e 10 foram preparados pela reagao dos intermediarios 2 e 8
com dietanolamina e 3- amino- 1 — propanol, em etanol e refluxo por 24h sob
agitacdo magnética. Todos os compostos foram purificados e caracterizados pela
espectroscopia de Infravermelho e de Ressonéncia Magnética Nuclear de hidrogénio
(RMN de 'H) e de carbono (RMN de °C).

CH3Cla MsCl HoN(CHp)30H
CH3(CH,),CH(OH)CH(OH) ——————>  CHy(CH,),CH(OH)CHOMS ———————3e- CH3(CH2) 11 CH{OH) CHzNH(CH,)3OH
0°C, ta, Pi EtOH , refluxc
2a: n=9 '
1a: n=9 2b: n=11 5
1b: n=11
NaNy/DMF
120°C HN(CH,CH,OH),

VY

CH3(CH,)11CH(OH)CH,N(CH,CH,0H),
CH3(CH,),CH(OH)CH N, EtOH. refluxe G

3a: n=9 -
3b: n=11

Hy, PdiC
EtOH

CH3(CHy),CH(OH)CH,NH,

4a: n=9
4b: n=11

HN(CH,CH,OH),
> CHy(CH,)1oCHN(CH,CH,OH),
EtOH, refluxo
CH,Cl, MsCl 9
e e CHy(CHy)12CH,0Ms
0°C, ta, Pi 8
z 2 HoN(CHZ)2OH

CH3(CH3)1,CH,0H

CH3(CH,) 12CHNH(CH,);0H
o

EtOH, refluxe

Esquema 1 — Sintese dos aminoalicoois lipofilicos 4a, 4b, 5, 6, 9 e 10.
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4.2 AVALIACAO DO EFEITO DOS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS EM
MACROFAGOS RAW 264.7 E MACROFAGOS PRIMARIOS ESTIMULADOS COM
LPS E IFN-y

4.2.1 PREPARAGAO E DILUICAO DOS AMINOALCOOIS PARA TESTES IN
VITRO

Os compostos 4a, 4b, 5, 6, 9 e 10 sintetizados foram avaliados in vitro. Os
mesmos foram diluidos inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSO), e as diluigbes
sucessivas foram feitas em meio RPMI — 1640 suplementado com 5% de soro fetal
bovino, 1% de aminoacidos essenciais e 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina
(Gibco - Invitrogen, CA, USA). Os compostos foram testados nas concentragoes
finais de 1 ug/mL, 0,5 pg /mL, 0,05 pg / mL e 0,005 pg /mL.

4.2.2 LINHAGEM CELULAR E CULTURA MACROFAGOS RAW 264.7

Macrofagos RAW 264.7 (2x10° células/mL) foram cultivados em placas de 96
pocos em RPMI-1640 suplementado com 2mM L-glutamina, 100 pg/mL de
antibiético (estreptomicina e penicilina), 5% de soro fetal bovino (SFB), mantido a
37°C em 5% de CO2. Os macrofagos foram cultivados por 24 e 48 horas na
presenca ou auséncia de aminodlcoois nas concentragbes de 1 pg/mL; 0,5 pg/mlL,;
0,05 pg/mL e 0,005 pg/mL e estimulados ou ndo com LPS (10pg/mL) e IFN-y (9
ng/mL) em triplicata. Foram realizadas culturas de: células estimuladas que nao
receberam tratamento com aminoalcoois lipofilicos, células estimuladas e tratadas
com aminoalcoois lipofilicos, células ndo estimuladas e tratadas com aminoalcoois
lipofilicos, células n&o estimuladas e ndo tratadas com aminoalcoois lipofilicos, e
células nao estimuladas tratadas com DMSO 1% (diluente utilizado na dissolucé&o

dos aminoalcoois lipofilicos).
4.2.3 LINHAGEM CELULAR E CULTURA MACROFAGOS PRIMARIOS

Macrofagos peritoneais primarios inflamados de camundongos BALB/c foram
adquiridos pela injec&o intraperitoneal (i.p.) de 2,0 mL de tioglicolato (3%) (Sigma

Chemical Co., Saint Louis, USA). Apds trés dias, os camundongos foram
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eutanasiados, a cavidade peritoneal lavada com 5 mlL de scolugdo salina tamponada
gelada contendo 0,1% de soro albumina bovina e 20 pymol/L de EDTA, o liquido foi
coletado e procedeu a contagem das células obtidas. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método de exclusdo por azul de frypan 0,4%. As ceélulas foram
distribuidas (5x10° células/mL) em placas de 96 pocos em RPMI-1640 suplementado
e mantidas a 37 °C em 5% de CO,. Os macréfagos foram cultivados por 48 horas na
presenca ou auséncia dos aminoalcoois lipofilicos 4a e 4b nas concentragdes de 1;
0,5; 0,05 e 0,005 pyg/mL e estimulados ou ndo com LPS (10 pg/mL) e IFN-y (9
ng/mL) em quadruplicata. Foram testados apenas os compostos 4a e 4b, pois
apresentaram melhor resultado na inibicgo de NO e TNF-a em cultura de
macréfagos RAW 264.7.

Foram cultivadas: células estimuladas que n&o receberam tratamento com
aminoalcoois lipofilicos, células estimuladas e tratadas com aminoalcoois lipofilicos
4a e 4b, células nao estimuladas e tratadas com aminoalcoois lipofilicos 4a e 4b,
células nao estimuladas e nao tratadas com aminoalcoois lipofilicos 4a e 4b, e
células nao estimuladas tratadas com DMSO 1% (diluente utilizado na dissolugdo

dos aminoalcoois lipofilicos).
4.2.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS

A viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7 e dos macréfagos primarios
foi determinada pelo método colorimétrico do MTT (corante Thiazol Blue Brometo de
tetrazolio - Sigma, St. Louis, MO, USA). Para o teste, apds o tempo de cultura de 48
horas, os sobrenadantes da cultura celular ndo estimulada tratados com
aminoalcoois lipofilicos foram descartados e a seguir 100 pL de RPMI foram
adicionados em todos os pocos contendo as células cultivadas por 48 horas, e
posteriormente também foram acrescentados a cada poc¢o 10 pl. de MTT (5 mg/mL).
A placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de COz2. Transcorrido o periodo de 4
horas a reacac foi finalizada com o acréscimo de 100 pL de alcool isopropilico
acidificado com HCL 0,4% (Figura 2). A absorbéncia foi lida apdés 10 minutos de
incubacado a temperatura ambiente a 570 nm (Spectramax 190; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) (TEIXEIRA et al., 2005; ALVES et al,, 2012). A viabilidade
celular foi obtida em porcentagem em relac@o as células controle, pela férmula
(MAZZACCOLI, 2012): % viabilidade celular: 100 x (OD cells+ compound/ OD cells).
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Figura 2. Ensaio da viabilidade celular através do Método MTT.

4.2.5 DETERMINACAO DA PRODUGAO DE NO

A concentragdo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito)
foi medida pelo Método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de cultura de
macréfagos estimulados com LPS (10 pg/mL) e IFN-y (9 ng/mL). Para realizagao do
teste 100 uL de sobrenadante de cada pogo foram transferidos para placas de 96
pogos, posteriormente foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida, 0,1% de cloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina, 5% H3;PO,4, Sigma,
St. Louis, MO, USA). A concentragdo de NO foi determinada por comparagdo com
uma solugdo padrdo de nitrito de sdédio. A absorbancia medida a 540 nm. O N°-
monometil-L-arginina (L-NMMA) foi utilizado como padrdo positivo do controle da
inibicdo. A porcentagem de inibi¢ao foi calculada em relagdo a inibigdo do L-NMMA e

células apenas estimuladas.

4.2.6 DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas IL-18 e TNF-a foram quantificadas pelo método de ELISA
utilizando anticorpos e concentragoes comercialmente disponiveis de acordo com os

procedimentos recomendados pelo fabricante para TNF-a e IL-13 (BD Biosciences
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Pharmingen, San Diego, EUA). As doszgens de TNF-a e |L-1§ foram realizadas em

sobrenadante apds 24 horas de cultura. A leitura da reagao foi feita a 450 nm.

4.3 AVALIACAO DO EFEITO DOS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS NO MODELO
IN VIVO DA INDUCAO DE EDEMA DE PATAS DE CAMUNDONGOS PELA
CARRAGENINA

4.3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c, com peso medio de 25
gramas, 06-08 semanas de idade e fornecidos pelo Centro de Biologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos
no setor de experimentagdo do Laboratério de Imunologia do ICB/ UFJF, em
estantes ventiladas (temperatura de 19-25°C). Os animais tiveram agua e alimento
“ad libitum”. Todo experimento foi conduzido de acordo com os principios do Cédigo
Brasileiro para a Utilizagao de Animais de Laboratdrio”. Este projeto foi aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF (Protocolo 012/2013).

4.3.2 PREPARACAO E UTILIZACAO DOS COMPOSTOS PARA TESTES IN VIVO

Os compostos 4a e 4b sintetizados no NUPEQ e a Dexametasona 2 mg
comprimido, foram diluidos inicialmente em DMSO, e as diluigbes sucessivas foram
feitas em PBS. Os compostos foram testados nas concentragdes finais de 0,5 mg
/Kg/dia (REIS et al., 2008).

4.3.3 INDUCAO DO EDEMA EM PATA DE CAMUNDONGO ATRAVES DA
INOCULACAO DE CARRAGENINA E O TRATAMENTO COM AMINOALCOOIS
LIPOFILICOS

Inicialmente os camundongos foram pesados (26,57+0,3 g), divididos em
quatro grupos (n= 6 animais/grupo) e suas patas foram medidas com paquimetro
(Oh). Animais tratados com a dexametasona foram utilizados como controle positivo,
pela conhecida atividade antiinflamatéria (ABRAHAM et al., 2006). Trinta minutos

antes da inducdo do edema nas patas dos camundongos os mesmos foram tratados
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com PBS, dexametasona (0,5 mg/kg) ou aminoalcoois 4a e 4b (0,5 mg/ka)
intraperitonealmente (100 uL). A carragenina (2,5%) foi dissolvida em PBS, e 20 pbL
injetado na pata esquerda, e 20 pL de PBS na pata direita de todo o grupo. As patas
direitas e esquerdas foram medidas 1, 2, 3 e 4 horas apds a injecdo da carragenina,
e a diferenca entre as patas foi calculada. O edema induzido nas patas dos
camundongos pela carragenina foi determinado pela férmula:
[edema pata (mm)]= [medida pata injetada carragenina (mm) — medida pata de PBS
(mm)].
Os camundongos foram divididos em 4 grupos experimentais (n=6

animais/grupo):

« Grupo I Induzido com carragenina e tratado com dexametasona

e Grupo II: Induzido com carragenina e tratado com aminoalcool 4a

e Grupo lll: Induzido com carragenina e tratado aminoalcool 4b

« Grupo IV: Induzido com carragenina e sem tratamento

4.3.4 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS DOS ANIMAIS

Os camundongos foram eutanasiados sob anestesia e os coxins plantares
das patas foram retirados e pesados. Os coxins plantares foram macerados como
procede a seguir: 100 mg de tecidos foram homogeneizados ém 1TmL de 04 M
NaCl, 0,05% Tween20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA), contendo 0,5%
de soro-albumina bovina - (BAS), 0,1M fluoreto de fenil-metanossulfonila - PMSF
(Sigma), 0,1 M de cloreto de benzeténio - BC (Sigma), 10 mM de acido 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.
4.3.5 QUANTIFICAGCAO DE CITOCINAS POR ELISA

As concentracgtes de IL-1B e TNF-a foram determinadas nos sobrenadantes
dos macerados dos coxins plantares pelo método ELISA. Placas de ELISA foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em tampé&o especifico conforme

especificado no protocolo de instrugdo (BD Biosciences, Pharmigen, San Diego,




USA), incubadas “over night’, em seguida lavadas com PBS-Tween quatro vezes e
bloqueadas com PBS-Soro Fetal por 1 hora. Apés este periodo, as placas foram
lavadas novamente e, em seguida, as amostras e os padrées de citocinas foram
adicionados nos pogos das placas. As placas foram ent&o incubadas por 24 horas a
4°C. Terminada a incubacéo, as placas foram lavadas e o 2° anticorpo biotinilado
acrescentado. A placa foi incubada por mais 1 hora a temperatura ambiente e mais
quatro lavagens foram feitas e, apés a colocagdo do conjugado enzimatico, as
placas foram incubadas por mais 1 hora. Transcorrido o tempo de 1 hora, a reagéo
foi revelada pela adicdo do substrato e por fim bloqueada com &cido sulfurico 2N e a
leitura feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450
nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das curvas padrao,
obtidas pelas diferentes concentragbes dos respectivos recombinantes para IL-13 e
TNF-a (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4.4 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS NO
MODELO DA REAGAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (RHT) A OVA

4.4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c (n=6), com peso médio de
25 gramas, 06—08 semanas de idade e fornecidos pelo Centro de Biologia d_a
Reproducao da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos
no setor de experimentacdo do Laboratério de Imunologia do ICB/ UFJF, em
estantes ventiladas (temperatura' de 19-25°C). Os animais tiveram agua e alimento
“ad libitum”. Todo experimento foi conduzido de acordo com os principios do Codigo
Brasileiro para a utilizagdo de Animais de Laboratorio. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF (Protocolo 020/2010).
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4.4.2 REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA E TRATAMENTO COM
AMINCALCOOIS LIPOFILICOS

Cada animal foi imunizado com 0,2 mL de uma suspensdo contendo
Adjuvante de Freund (CFA) (Sigma Co., St Louis) e Ovalbumina (0,2 mg/ mL) (Grau
V) (Sigma) emulsificados na base da cauda por via subcuténea (s.c.). A reacao de
hipersensibilidade tardia foi induzida no coxim plantar posterior esquerdo de todos
os grupos de camundongos no oitavo dia ap6s a imunizagéo, através da inoculagdo
de 30 pL de suspensdo contendo 600 pg de OA agregada (Grau Il) (Sigma). O
controle de fidelidade foi feito administrando-se de maneira similar 30 pL de salina
no coxim plantar posterior direito.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos experimentais (n=6
animais/grupo):

e Grupo I: Imunizado OVA e tratado com dexametasona

«  Grupo Il: Imunizado OVA e tratado com o aminoalcool 4b
« Grupo lll: Imunizado OVA e tratado com o aminoalcool 4a
« Grupo IV: Imunizado OVA e néo- tratado

O tratamento foi iniciado no dia seguinte a indugao da RHT, por gavagem, e
se estendeu até o 6° dia ap6s a indugao, considerando-se o dia da indugédo como dia
0 (Figura 3). A dexametasona e os aminoalcoois foram diluidos em PBS na
concentracdo inicial de 0,Ymg/mL. As gavagens foram feitas na concentragdo de
0,5mg/kg/dia em 100uL (Reis et al., 2008).

A intensidade da RHT foi expressa pela diferenca de espessura das patas
posteriores, medida em 24 e 48 horas apds o desafio, com o auxilio do especimetro
(Starret, Athol, MA) (Figura 4). Os resultados representaram a média de 6 animais
por grupo mais ou menos erro padréo, expressos em unidades RHT, definida como

a diferenca de 0,01 mm na espessura das patas direita e esquerda de cada animal.
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Figura 3 Tratamento dos camundongos por gavagem.

Figura 4 Medida da pata posterior do camundongo utilizando o especimetro.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados sdo representativos da média * erro-padrao de
trés experimentos independentes. A significAncia entre os grupos foi analisada
utilizando Test “t” de Student, teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ou twoway
ANOVA (GraphPad Prism 5.00). As diferencas serdo consideradas significantes para
p <0,05.



5 RESULTADOS

54 AVALIACAO DO EFEITO DOS AMINOALCOOIS LIPOFILICOS NA
VIABILIDADE CELULAR E PRODUCAO DE NO EM MACROFAGOS RAW 264.7 E
MACROFAGOS PERITONEAIS PRIMARIOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-y

Os resultados obtidos nos experimentos in vifro, sao representativos de trés
experimentos independentes. A verificagdo dos efeitos dos derivados na viabilidade
celular foi determinada pelo meétodo colorimétrico de MTT apds cultivo dos
macroéfagos por 48 horas. Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que
100% dos compostos testados ndo foram citotéxicos nas linhagens de macréfagos
RAW 264.7.

A avaliacdo do efeito dos aminodlcoois na liberagdo de NO por macréfagos
estimulados com LPS e IFN-y, mostra que todos os compostos testados foram
capazes de inibir a produgdo de NO pelos macrofagos RAW 264.7 em niveis
semelhantes ao observado pelo padrao de inibicdo — LNMMA (Tabela 2).

Os macréfagos peritoneais primarios tratados com os compostos 4a e 4b n&o
apresentaram alteracdo na viabilidade celular (Tabela 3). Entretanto, quando os
foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo da liberaggdo de NO nos
macroéfagos peritoneais, ndo houve uma inibicdo significativa em nenhuma das

concentracdes testadas (1ug/mL; 0,5 pg/mL; 0,05 yg/mL e 0,005 pg/mL) (Tabela 4).




Tabela 1. Porcentagem da inibicio da viabilidade celular pelos aminoaicoois em macrofagos RAW
264.7 estimulados com [FN-y e LPS.

Viabilidade Celular (%)

Concentragdes
0,005° 0,05° 0,5° 1°
Compostos

42 100 100 100 100
4b 100 100 100 100
5 100 100 100 86
6 100 100 100 87
) 100 100 100 85
10 100 100 100 100

> Concentracdo das drogas (pug/mL)

Tabela 2. Porcentagem da inibicdo da produg&o de dxido nitrico pelos aminoalcoois em macrofagos
RAW 264.7 estimulados com IFN-y e LPS.

Inibicao de NO (%) °

ConcentracOes
0,005® 0,05° 0,5° 1P

Compostos

4a 100 100 100 100

4b 100 100 100 100

5 100 100 100 86

6 100 100 100 87

9 100 100 100 85

10 100 100 100 100
L-NMMA 100%

& A porcentagem de inibigao foi calculada em relagéo a inibicdo obtida pelo LNMMA e as células
estimuladas nao tratadas. Os resultados foram calculados usando a formula 100-((x: - A)/( X2 -
A))*100, considerando x; e x, a media da concentragdo de NO (uM) nos pogos contendo os derivados
e as células estimuladas n&o tratadas, respectivamente. “A” corresponde a concentracéo de NO no
sobrenadante dos pogos tratados com LNMMA (100% de inibig&o).

® Concentracao das drogas (ug/mL).
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Tabela 3. Porcentagem da inibicdo da viabilidade celular pelos aminodlcoois em macrofagos
peritoneais primarios estimulados com IFN-y e LPS.

Viabilidade Celular (%)

Concentracdes
0,005 0,05° 0,5° 1°
Compostos
4a 100 100 100 100
4b 100 100 100 100

¥ Concentragéo das drogas (ug/mL)

Tabela 4. Porcentagem da inibicdo da producdo de NO pelos aminoalcoois em macréfagos
peritoneais primarios estimulados com IFN-y e LPS.

Inibicdo de NO (%) @

Concentragdes
0,005° 0,05° 0,5° 1°
Compostos
43 nd nd nd nd
4b nd nd nd nd
L-NMMA 100%

® A porcentagem de inibigio foi calculada em relagio a inibicdo obtida pelo LNMMA e as células
estimuladas néo tratadas. Os resultados foram calculados usando. a formula 100-((x; - A)/( X, -
A))*100, considerando x; e x, a media da concentragdo de NO (M) nos pogos contendo os derivados
e as células estimuladas nao tratadas, respectivamente. “A” corresponde a concentracdo de NO no
sobrenadante dos pogos tratados com LNMMA (100% de inibig&o).

nd, nao diminuiu a producio de NO

b Concentracao das drogas (g/mk:).




37

52 AVALIACAO DO EFEITO DOS DERIVADOS DOS AMINOALCOOIS
LIPOFILICOS NA PRODUCAO DE IL-ip E TNF-a EM MACROFAGOS DA
LINHAGENM RAW 264.7 ESTIMULADOS COM LPS E IFN-y

A avaliacgdo do efeito modulatério dos aminoalcoois lipofilicos em [L-13 e
TNF-a produzidos por macréfagos RAW 264.7, estimulados com LPS e IFN-y,
mostrou que o aminoalcool 4b inibiu a produgdo de TNF-a em todas as
concentragées testadas (1ug/mL; 0,5 pg/mL; 0,05 pug/mL e 0,005 pg/mL) (Figura 5),
assim como os aminoalcoois 4a e 9 nas 3 maiores concentragdes (1ug/mL; 0,5
pg/mL e 0,05 ug/mL). Entretanto, nenhum dos compostos testados foi eficiente na
inibicao de IL-1pB (Figura 6).
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Figura 5. Produgdo de TNF-a por aminoalcoois lipofilicos em macréfagos RAW 264.7 ativados com

10 pg/mL de LPS e 9ng/mL IFN-y, cultivados por 24 horas na presencga de uma série de diluigbes (1
pg/mb a 0,005 pg/mL ) de aminodlcoois lipofilicos: Composto 4a (A); composto 4b (B); composto §
(C); composto 6 (D); composto 9 (E) e composto 10 (F). Sobrenadantes foram coletados para dosar a

producéo de TNF-a. *p< 0,05 quando comparados a células estimuladas e néo tratadas (RAW 264.7).

Dados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 6. Producéo de IL-18 por aminoaicoois lipofilicos em macréfagos RAW 264.7 ativados com 10
pg/mL de LPS e 9ng/mL IFN-y, cultivados por 24 horas na presenca de uma série de diluicdes (1
pg/mL a 0,005 pg/mL ) de aminoalcoois lipofilicos: Composto 4a (A); composto 4b (B); composto 5
(C); composto 6 (D); composto 9 (E) e composto 10 (F). Sobrenadantes foram coletados para dosar a
producao de IL-1B. *p< 0,05 quando comparados a células estimuladas e n&o tratadas (RAW 264.7).
Dados s&o representativos de trés experimentos independentes.
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53 AVALIACAO DO EFEITO DOS DERIVADOS DOS AMINCALCOOIS
LIPOFILICOS 4a e 4b NA PRODUCAO DE IL-1p E TNF-a EM LINHAGEM DE
MACROFAGO PERITONEAIS PRIMARIOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-y

Os compostos 4a e 4b foram escolhidos para serem submetidos a avaliagao
do efeito modulatorio em macréfagos primarios por ndo terem apresentado
citotoxicidade e por diminuirem a producdo de NO e TNF- a em macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Os resultados mostraram que apenas o composto 4a, na
concentracdo 1 pg/mL, diminuiu a produgdo de TNF-a (Figura 7). Entretanto,
nenhum dos dois compostos foi eficiente na inibicdo de IL-13 em nenhuma das

concentracoes testadas (Figura 8).
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Figura 7. Producédo de TNF-a por aminodlcoois lipofilicos em macroéfagos primarios ativados com 10
pg/mL de LPS e 9ng/mL IFN-y, cultivados por 24 horas na presenca de uma série de diluicdes (1
pug/mL a 0,005 pg/mL) dos aminoalcoois lipofilicos 4a e 4b. Sobrenadantes foram coletados para
dosar a producdo de TNF-a. *p< 0,05 quando comparados a células estimuladas e n&o tratadas
(RAW 264.7). Dados s&o representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 8. Produgéo de IL-1B por aminoalcoois lipofilicos em macrofagos primarios ativados com 10
pg/ mL de LPS e 9ng/ mL IFN-y, cultivados por 24 horas na presenga de uma série de diluicbes (1 pg/
mL a 0,005 pg/ mL) de aminoalcoois lipofilicos: Composto 4a e composto 4b. Sobrenadantes foram
coletados para dosar a produgéo de IL-18. *p< 0,05 quando comparados a celulas estimuladas e ndo
tratadas. Dados s&o representativos de trés experimentos independentes.
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5.4 EFEITO DOS AMINOALCOOIS 4a E 4b NO EDEMA EM PATA DE
CAMUNDONGO INDUZIDO PELA CARRAGENINA

Os aminoélcoois 4a e 4b foram escolhidos para serem testados no edema de
pata de camundongo induzido pela carragenina por nao terem sido citotéxicos e
terem apresentado inibicido de NO e de TNF-a em cultura de macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Sinais clinicos de toxicidade n&o foram observados
imediatamente, durante ou pés- periodo de tratamento. Ambos compostos, na
concentracdo de 0,5mg/Kg, mostraram efetiva reducédo no edema de patas de
camundongos induzido pela carragenina comparado ao grupo que recebeu apenas
PBS como tratamento. O aminoalcool 4b mostrou reduc¢ao no édema da pata similar
ao grupo que recebeu dexametasona (0,5mg/Kg) (Figura 9-A).

Depois de 4 horas de indugdo do edema, os coxins plantares foram
removidos e pesados. O grupo tratado com o aminoélcool 4b mostrou reducdo do
peso dos coxins plantares comparados ao grupo controle (carragenina), e redugao

similar quando comparado ao grupo que recebeu dexametasona (Figura 9-B).
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Figura 9 Edema induzido pela carragenina em patas de camundongos Balb/c machos (n=6/grupo),
tratados intraperitonealmente (100 plL) com PBS (Grupo Carragenina), compostos 4a e 4b (0,5
mg/Kg) ou dexametasona (0,5 mg/Kg), 30 minutos antes da inducdo do edema da pata pela
carragenina. [Pata edema {(mm)] = [medida pata da carragenina (mm)] — [medida pata de PBS (mmj]
foram monitoradas por 4 horas. * p<0,05 quando comparados ao grupo carragenina (A). Apos 4
horas, os camundongos foram eutanasiados, os coxins plantares foram removidos e pesados. Cada
barra representa a média aritmética + SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo da carragenina e
ao grupo da dexametasona (B). Os dados s&o representativos de 3 experimentos independentes.




5.5 COMPOSTO 4b REDUZIU OS NIVEIS DE IL-18 E TNF-a NO MACERADO DO
COXIM PLANTAR DE CAMUNDONGOS APGS INDUCAO DO EDEMA PELA
CARRAGENINA

O grupo controle carragenina mostrou um aumento na produgdo de citocinas
pro-inflamatérias, IL-18 (A) e TNF-a (B), quantificadas no sobrenadante do
macerado do coxim plantar de camundongos apos 4 horas de indugéo do edema
inflamatério. O aminoalcool 4a n&o induziu a diminuicdo de TNF-a e de IL-1B. Os
animais tratados com dexametasona apresentaram uma diminui¢c&o de IL-13 e TNF-
a, quando comparados ao controle positivo de carragenina. O tratamento com o
aminoalcool 4b (0,5 mg/Kg) também mostrou efeito inibitério de IL-18 e TNF-a
comparado ao grupo da carragenina, e efeito similar quando comparado ao grupo da

dexametasona (Figura 10).
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Figura 10 Avaliacdo das citocinas IL-18 (A) e TNF-a (B) no sobrenadante do macerado de coxins
plantares de camundongos apés serem removidos e pesados. Cada barra representa a média
aritmética + SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo carragenina. Os dados so representativos
de 3 experimentos independentes.
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56 AMINCALCOOIS 4a E 4b REDUZIRAM A REACAO DE
HIPERSENSIBILIDADE TARDIA A OVALBUMINA

Foi avaliada a acao dos aminodlcoois 4a e 4b (0,5mg/mL) na reacéo de
hipersensibilidade tardia a ovalbumina. A figura 11 mostra que os grupos tratados
com os aminoalcoois 4a e 4b, assim como o grupo tratado com a dexametasona,
reduziram a espessura da pata do camundongo quando comparados ao grupo
controle (OVA) (Figura 11).
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Figura 11 Reacdo de hipersensibilidade tardia a ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c (n=6). Os
camundongos foram imunizados com OVA grau V (dia 0) e desafiados com OVA grau Il agregada apds 6
dias da imunizacdo (dia 7). Os camundongos foram tratados por gavagem (100 L), do dia 1 ao dia 6 ap6s a
imunizagdo, com PBS (controle), compostos 4a e 4b (0,5 mg/Kg) ou dexametasona (0,5 mg/Kg). A RHT foi
medida apés 48h do desafio (dia 9). A amplitude da resposta RHT foi determinada pela férmula: [Edema
pata (mm) = [valor medida pata de OVA (mm)] - [valor medida pata de PBS (mm)]. Cada barra representa a
média aritmética + SEM.*p<0,05 comparado ao grupo néo tratado (controle). Dados s&o representativos de

3 experimentos independentes.
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6 DISCUSSAO

Os aminoalcoois lipofilicos sdo compostos cuja sintese vem sendo descrita
por diversos autores em funcao das diferentes atividades biologicas que os mesmos
tém apresentado, tais como: imunomossupressoras (OLMO et al., 2006; REIS et al,,
2008), antiparasitarias (COIMBRA et al., 2010), antimicrobianas (TAVEIRA et al,,
2007) dentre outras. Tripathi e colaboradores (2002) sintetizaram aminoalcoois
derivados da D-galactose, cuja principal diferenca entre os mesmos estava no
tamanho - da cadeia alifatica. Estes compostos foram utilizados no tratamento
contra varias espécies de Mycobacterium, inclusive o M. tuberculosis, e
demonstraram possuir atividade antituberculose e antifungica.

O fato dos aminoalcoois possuirem uma cadeia carbénica longa os tornam
mais lipofilicos, e esta lipofilicidade é uma caracteristica importante para atividade de
um composto por promover maior difusdo através das membranas biologicas
aumentando a concentracao intracelular do composto (POLKOWSK! et al., 2004). O
presente estudo investigou os efeitos do tratamento com aminoalcoois lipofilicos de
cadeia longa na modulagdo da resposta imune, através da avaliagdo em linhagens
de macrofagos RAW 264.7 e macréfagos primarios, estimulados com LPS e [FN-y, e
também através dos modelos de edema de pata induzida pela carragenina e o
modelo de RHT a OVA em camundongos.

Na resposta imune, os macrofagos atuam como APCs, potencializando a
ativacao de linfécitos T e linfocitos B pela expressao de moléculas coestimuladoras,
e liberam citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas.
Também produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superdxido,
radical hidroxila e peréxido de hidrogénio (H.0O,), e intermediérios reativos do
nitrogénio cujo principal representante € o éxido nitrico (NO) (SOHN et al., 2012).

Neste estudo inicialmente foram avaliados in vifro os efeitos dos seis
aminoalcoois lipofilicos na viabilidade celular de células da linhagem RAW 264.7,
sendo que nenhum dos compostos apresentou citotoxicidade. Avaliou-se também o
efeito destes aminoalcoois na produgdo de NO, TNF-a e IL-1B por macréfagos da
li'nhag‘em RAW 264.7 e também em macrofagos primarios (4a e 4b), ativados com
LPS e IFN-y. Os resultados mostraram diferentes efeitos na produgao de NO, TNF-a
e IL-1B. Em macrofagos da linhagem RAW 264.7 houve inibicdo da producéo de NO

e de TNF-a na maioria dos aminozalcoois testados, em contraste com a IL-1 [ que




nao sofreu nenhuma inibi¢do. Ja em macréfagos primarios, n&o houve inibigdo da
produgéo de NO e IL-1B, ocorrendo a inibicdo de TNF-a apenas na concentracao 0,5
ug/mL pelo aminoélcool 4a. Este perfil de modulagdo diferente entre as citocinas
envolvidas na inflamacéo tem sido relatado em varios frabalhos na literatura para
outras substancias com atividade anti-inflamatoria (HART, 1988; WONG, 1998;
BERG et al.; 1999; KAWAI et al., 2000; WANG et al., 2001; CORREA et al., 2013).

Kawaii. e colaboradores (2000) compararam a produg¢do de citocinas em
macréfagos das linhagens J774.1, RAW 264.1 e macréfagos primarios, estimulados
com L-omitina (OLs), L-serina-glicina (SGL) e LPS. O OLs e LPS induziram a
ativacéo e producao de TNF-a, que é dependente da via CD14, mas ndo induziram a
producdo de IL-1B na linhagem de macrofagos J774.1. Isto sugere diferentes
mecanismos de ativagdo de macrofagos entre a producdo de TNF-a e de IL-1B, e
que portanto, OL e LPS nZo foram capazes de ativarem o sinal de transdugdo de
geracado de IL-1B nos macréfagos J774.1.

Wong e colaboradores (1998) estudaram in vitro uma micotoxina chamada
vomitoxina (VT), avaliando sua capacidade de aumentar a expresséo do gene de

varias citocinas associadas com a ativagao dos macréfagos RAW 264.7. Os autores

‘observaram que ocorreu um aumento na producdo de TNF-a na presenca de VT

quando estimulados ou ndo por LPS, entretanto houve um aumento de IL-6 apenas
com o estimulo LPS. Por outro lado, ndo houve de IL-1f na presenga ou auséncia
de LPS.

Derivados lipofilicos da genisteina também mostraram diferentes efeitos
moduladores quando testados em macréfagos da linhagem J774.A1, onde ocorreu
inibicdo da produgdo de IL-12 e NO, provavelmente pela via NF-kB, sem haver
inibicdo de TNF- a, o que pode ter ocorrido por uma via independente da via NF-kB
(CASTRO et al., 2012).

Neste trabalho, apds os estudos in vitro, foi feita a escolha dos aminoalcoois
4a e 4b para o tratamento de camundongos Balb/c no modelo de indugéo de edema
em pata de camundongo pela carragenina e também no modelo de reagdo de
hipersensibilidade tardia a ovalbumina. Tal escolha ocorreu em fungdo dos
aminoalcoois 4a e 4b nao terem apresentado citotoxicidade e terem diminuido a
producio de NO e de TNF-a, na maioria das concentragoes testadas.

O modelo da indugdo de edema em pata de camundongos induzido por

cafragenina € um teste amplamente utilizado para determinar a atividade anti-
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inflamatdria de diferentes compostos (POSADAS et al, 2004). A carragenina
desencadeia uma reacdo inflamatéria inicialmente aguda, acompanhada de
vasodilatacdo, exsudacdo de fluido rico em proteina (plasma) e migragédo das
células, principalmente os neutréfilos, para o local da lesdo, assim como aumento da
producdo de citocinas, como TNF-a e IL-1B no tecido (FRANZOTTI et al., 2000;
SOHN et al., 2012).

Liao e colaboradores (2012) mostraram a atividade anti-inflamatdria de
constituintes da Cinnamomum cassia em macrofagos RAW 264.7 estimulados com
LPS e através do modelo de indugdo de edema em patas de camundongos pela
carragenina, onde houve a inibicdo da producdo de NO, TNF-a, e prostaglandinas
(PGEy).

Os resultados obtidos no presente trabatho mostraram que o tratamento com
o aminoalcool 4b inibiu o edema de pata em camundongo, induzido pela
carragenina, quando comparados ao grupo controle (PBS), e apresentou reducgdo
similar ao grupo da dexametasona. A dexametasona € um anti-inflamatério
esteroidal que inibe a fosfolipase A e a conseqiente expressdo dos mediadores
derivados do metabolismo do acido araquiddnico, tanto os gerados pela via das
ciclooxigenases, como os gerados pela via das lipoxigenase, tais como as
prostaglandinas e os leucotrienos, respectivamente (BECKER et al., 2004).

Ainda neste modelo o aminoalcool 4b além de ter reduzido o edema da pata
de camundongo, mostrou também efeito modulador na produgé&o das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-1B, no sobrenadante do macerado dos coxins plantares dos
camundongos, apos 4h da inducdo da inflamacéo pela carragenina. Com relagao ao
aminoalcool 4a, este ndo induziu a diminuicdo de TNF-a e IL-1[3, sugerindo meihor
efeito imunomodulador do composto 4b, o que pode ter ocorrido por sua maior
cadeia alifatica, o que confere maior lipofilicidade ao composto. Corréa e
colaboradores (2010) mostraram que a capacidade de inibicdo da produgéo de NO
por aminoalcoois lipofilicos ligados a carboidratos, esta relacionada a caracteristica
lipofilica destes compostos.

Neste trabalho foi utilizado também o modelo de reacdo de hipersensibilidade
tardia a ovalbumina para verificar a acao anti-inflamatéria dos aminoélcoois 4a e 4b.
A reacdo de hipersensibilidade tardia é desencadeada por células T CD4" e CD8",
nas quais podem ocorrer a leséo tecidual por macréfagos ativados e células

inflamatorias, ou a lise celular mediada pelo linfocito T citolitico (CTLs). Desenvolve-
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se uma reacdo do tipo IV, gquando o antigeno ativa linfécitos T sensibilizados, e
essas células que sio, geralmente, uma subpopulacéo de Linfécitos T auxiliar, Th1,
podendo as células T citotoxicas estarem envolvidas. A ativagdo das células T
resulta na secrecdo de vérias citocinas, como por exemplo a [L-2 e o TNF-a
(ASKENASE & VAN LOVEREN, 1983; ALLEN, 2013).

Estudos anteriores demonstraram a capacidade de outros aminoalcoois
lipofilicos, com estruturas quimicas semelhantes, de reduzirem a inflamacgédo na
reacao de hipersensibilidade do tipo tardia a OVA (REIS et al., 2008). Neste trabalho
o tratamento com os aminodlcoois 4a e 4b mostrou agir reduzindo, assim como a
dexametasona, a reacdo de hipersensibilidade tardia a ovalbumina, quando
comparados aos grupos controle e tratados com a dexametasona, demostrando a
acéo anti-inflamatoria destes dois aminoalcoois.

Os resultados apresentados neste estudo sugerem potencial atividade anti-
inflamatoéria para os aminodlcoois 4a e 4b, com destaque para o aminoalcool 4b, em
funcdo de sua maior atividade moduladora relacionada as citocinas e a redugao do
edema de patas nos modelos da carragenina e de reagdo de hipersensibilidade
tardia, o que acredita-se ter relagdo com uma maior lipofilicidade deste composto.
Porém estudos de mecanismos moleculares sdo necessarios para esclarecer melhor

as vias de acao destes aminoalcoois.
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7 CONCLUSAO

- Os aminoélcoois lipofilicos testados, 4a, 4b, 5, 6, 9 e 10, ndo alteraram a
viabilidade celular de macrofagos da linhagem RAW 264.7 e inibiram a produg&o de
NO em sobrenadantes de cultura de macréfagos RAW 264.7, assim como o TNF-q,
principalmente nas concentragbes mais elevadas. Porém nenhum dos aminoalcoois

inibiu a producado de IL- 1B;

- Os aminodlcoos 4a e 4b néo alteraram a viabilidade celular de macréfagos
primarios, e nao inibiram a producdo de NO e IL-13 em sobrenadantes de cultura de
macrofagos primarios. O aminoalcool 4a, na maior concentragéo testada, 1 pg/mi,

inibiu a produgéo de TNF-a;

- O aminodlcool 4b apresentou acédo semelhante a dexametasona na redugéo
do edema de pata de camundongo BALB/c induzido pela carragenina, na redugao
do peso dos coxins plantares, e na indugéo a diminuigdo da produgao das citocinas

TNF-a e IL- 18 em sobrenadnante de macerado de patas de camundongos;

- Os aminoalcoois 4a e 4b apresentaram diminuigdo da espessura da pata no

modelo da reacgao de hipersensibilidade tardia.

Portanto os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o
aminoalcool 4b foi capaz de reduzir a produgdo de mediadores inflamatérios e foi
promissor em conter a resposta inflamatéria em ambos os modelos in vivo, com
resultados semelhantes aos da dexametasona, o que sugere um possivel potencial
anti-inflamatério. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para completar a
avaliacdo deste composto e confirmar o seu potencial terapéutico nas doencas

inflamatérias.
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The inflammation process is a coordinated response of the organism related to immune response with release of
pro-inflammatory substances, as nitric oxide, TNF-o¢ and IL-1(%. In this work, a series of lipophilic amino alcohols
were evaluated on RAW264.7 and primary macrophages for the modulation of nitric oxide and TNF-x. The most
potent compounds were submitted to the treatment of BALB/c mice and evaluation of the carrageenan-induced
paw edema and TNF-« and IL1-f> release in the paws and anti-OVA delayed type hypersensitivity reaction.
RAW264.7 and primary macrophages were incubated in the presence of amino alcohols at different concentra-
tions (1, 0.5, 0.05 and 0,005 pg mL™"). All tested compounds were not cytotoxic, however the inhibition of NO
and TNF-a were observed only in RAW264.7 cultures. The NO production were reduced in 100% for all com-
pounds, but only the compounds 4a and 4b expressively reduced the TNF-« release (67% and 92% respectively).
On the carrageenan-induced paw edema, the compound 4b treatment showed reduction of edema, TNF-a and
IL-1( as efficient as dexamethasone treatment, Meanwhile, the compound 4a treatment showed only slight re-
duction of paw edema. In the anti-OVA DTH reaction, both compounds showed reduction in the paw edema as
effective as dexamethasone. In function of the observed results in vitro and in the acute and anti-OVA inflamma-

tion of mice paw edema compound 4b showed promissory anti-inflammatory properties,

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The activation of macrophages is related to the production of IL-1(3,
TNF-o and nitric oxide, being major role in the establishment of inflam-
mation {1}, Inflammatory processes are associated with the develop-
ment of innumerous chronic diseases, such as rheumatoid arthritis,
encephalomyelitis and inflammatory bowel disease [2]. Thence, the
down-modulation of the inflammatory mediators can be valuable to
prevent the beginning of these chronic diseases [3].

Nitric oxide (NO) is produced through the iNOS (inducible nitric
oxide synthase) activity on L-arginine in macrophages activated by
LPS and inflammatory cytokines like IFN-vy [4]. Activated macrophages
also produce IL-1f and TNF-¢ and both cytokines are involved with
the activation of endothelial cells, adhesion, rolling and extravasate of
leucocytes [5,6]. However, overproductions of these inflammatory me-
diators are related with extensive fever, cutaneous eruption and arthri-
tis [7.8].

The inhibition of inflammatory mediators and the immune response
regulation, through immunosuppression activity, has been showed as
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results of amino alcohols treatment [9-11]. Recent studies showed
that in vitro treatment with lipophilic amino alcohols and their sugar
derivatives inhibited the production of NO without cytotoxicity [9,111.
Taking into consideration the promising activity of these compounds,
the aim of this study was evaluate the activity of long chains lipophilic
amino alcohols on the carrageenan-induced paw edema and anti-OVA
delayed type hypersensitivity.

2. Materials and methods
2.1. Chemical compounds

The tested compounds were prepared as previously described
[11]. The synthesis of the lipophilic amino alcohols 4a, 4b, 5, 6, 9
and 10, initiated with the mesylation of alcohols 1a, 1b and 7 in pyridine
at 0 °C, leading to intermediates 2&, 2b and 8 (Scheme 1). The mesylated
compounds 2a and 2b were treated with sodium azide in DMF
(dimethylformamide) at 120 °C, leading to monoazide 3a and 3b,
which were hydrogenated giving the amino alcohols 4a and 4b, The
amino alcohols 5, 6, 9 and 10 were prepared by reaction of the interme-
diates 2 or 8 with diethanolamine or 3-amino-1-propanol, in ethanol
at reflux. All compounds were purified and characterized by Infrared,
"H NMR and *’C NMR spectroscopy.
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Schieme 1. Preparation of lipophilic amino alcohols {11},

2.2. Culture of RAW 264.7 and primary macrophages

RAW 264.7 cells were maintained in supplemented RPMI-1640
(2 mM L-glutamine, 100 pg mL™! of streptomycin and penicillin and
5% fetal bovine serum) at 37 °C in a humidified atmosphere in 5% CO,.
Peritoneal macrophages of naive mice were isolated by intraperitoneal
injection of 2.0 mL of sterile 3% thioglycollate (Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, USA). After 3 days, mice were sacrificed; the peritoneal cav-
ity was rinsed with 5 mL ice-cold PBS containing 0.1% BSA and
20 pmol L~ ! disodium EDTA. Cell viability, by trypan biue exclusion,
was > 95%. Cells were seeded in 96-well plates at a density of 5 x 10°
cells mL™". Cells were incubated at 37 °C in 5% CO, in the presence
of amino alcohols at different concentrations (1, 0.5, 0.05 and
0.005 pg mL™1), After one hour of incubation, the cells were stimulated
with 10 gg mL™" LPS (Sigma, 0111:B4 Chemical Co,, St. Louis, MO) and
9 ng mL™" IFN-vy. After 24 or 48 hours, the supernatant were collected
and frozen at -20 °C until assayed to analyze NO production (48 h) and
the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (24 h).

2.3. Cell viability — MTT assay

Cell viability was measured using the MTT test [3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5- diphenyltetrazolium bromide] in non-
stimulated cell cultures. After 48 hours of culture the supernatant
was removed and the cells were incubated with 100 pL of supplemented
RPMI medium and 10 pL of MTT (5 mg mL~") for 4 h at 37 °C in 5% COs.
The reaction was stopped by adding to each well 100 pL of an acidic
isopropanol solution (100 mlL of isopropy! alcohol/0.4 mL of HCl 10 N).
Following 10 min of incubation at room temperature, the optical density
(OD) values at 570 nm were determined (Spectramax 190; Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) [12,13]. The viable cell number was
expressed as a percentage relative to control cells [14]: % viability:
100 x [1 — (OD cells 4 compound / OD cells)].

24. Griess method — NO production

Supernatants from 48 h of RAW 264.7 or primary macrophages
culture were analyzed for the production of nitrites through the Griess

method. Aliquots of supernatants were plated 1:1 with 1% of sulfanil-
amide and 0.1% of N-(1-naphthyl) ethylenediamine, The NO production
was measured by comparing with a standard curve, made with different
concentrations of NaNO,. The reading was measured in the micro plate
reader (Spectramax 190; Molecular Devices) at 540 nm wavelength [1].
The inhibition percentage was calculated in relation to control cell stim-
ulated (LPS and IEN-y). The results were calculated using the formula
100 — ((x1/x2) x 100), considering x1 and x2 the mean concentra-
tion of NO (pM) in wells with treatment (x1) and with stimulated
cells not treated (x2).

2.5. Animals

Male BALB/c mice 6-8 weeks old {(n = 6 per group) were obtained
from the animal care facilities of the Federal University of Juiz de Fora
(UFJF) and maintained in micro isolator cages. All procedures were in
accordance with the principles of the Brazilian Code for the Use of
Laboratory Animals and were approved by the committee on the use
of laboratory animals from UFJF (Protocol n® 019/2010, Protocol n°
012/2013). The mice were monitored for clinical signs of toxicity after
the treatments.

2.6, Induction of acute response inflammatory by carrageenan-induced
paw edema

Initially the mice (n = 6 per group) were weighed (26.57 + 0.3 g)
and their right and left paws were measured with a pachymeter (0 h).
Dexamethasone was used as positive control treatment due its anti-
inflammatory activity [15]. 30 Minutes before induction of edema in
the paw, PBS, dexamethasone (0.5 mg kg™!) or the tested amino
alcohols (0.5 mg kg™') were administered intraperitoneally (100 pL).
Carrageenan (2.5%) was dissolved in PBS, and 20 L injected into the
left footpad, and 20 plL of PBS into the right footpad of ail groups. The
left and the right paws were measured after 1, 2, 3 and 4 h after the
injection of carrageenan and the difference were calculated. The magni-
tude of the carrageenan-induced paw edema was determined as
follows: [Paw edema (mm)] = [footpad thickness of Carfageenan
(mm)] — {footpad thickness of PBS (imm)].
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After the last measurement time, the mice were euthanized under an-
esthesia (1.p.) and the paws were removed and weighed. The inflamed
footpad tissue were macerated as following procedure; one hundred
mg of tissues were homogenized in 1 mL of 0.4 M NaCl, 0.05% tween
20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA), containing 0.5% bovine
serum albumin (BSA), 0.1 M phenylmethylsulphony! fluoride (PMSF),
0.1 M benzethonium chloride, 10 mM ethylenediaminetetracetic acid
(EDTA) and 20 kiU mL™" aprotinin (Sigma). The supernatants were
collected to determine the concentration of TNF-ox and IL1-.

2.7. Cytokine production

TNF-x level in the supernatants from 24 h of RAW 264.7 or primary
macrophages culture and IL1-f and TNF-« level in the supernatants of
macerated footpad tissue after induction of inflammation by carrageen-
an were determined by ELISA, as described by the manufacturer (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA). The reaction was stopped with sulfuric
acid (1 mol L™1). The plates were read at 450 nm using a microplate
reader {Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

2.8. Induction of anti-OVA delayed-type hypersensitivity reaction

The DTH reaction used OVA, a protein that can be used with or with-
out adjuvant as-an antigen to sensitize laboratory animals. DTH was in-
duced by immunization with OVA (Sigma). Briefly, mice (n = 6 per
group) were injected at the tail base with 200 pL of 1 mg mL™! OVA
grade V, emulsified 1:1 with Complete Freund's Adjuvant (CFA;
Sigma) (immunization). Mice were daily orally (100 pL) treated with
PBS (CONTROL), dexamethasone (0.5 mg kg~ !) or the tested amino al-
cohols (0.5 mg kg™*) during 6 days. After treatment period, their foot-
pads were injected with 30 pL of 20 mg mL™~! OVA grade Il (challenge).
Animals were injected with an equal volume of phosphate-buffered
saline (PBS) into another footpad as a control. Forty-eight hours after
challenge, footpad thickness was measured with a pachymeter
(Starret). The magnitude of the DTH response was determined as
follows: [Paw edema (mm) or DTH units] = [footpad thickness of
OVA (mm)] — [footpad thickness of PBS (mm)].

2.9. Statistics

Results are representative of three independent experiments and
were presented as the mean £ SEM. The significance of differences be-
tween groups was analyzed using a Student's {-test, Mann-Whitney
test, or two-way ANOVA (Graph Pad Prism 5.00) when appropriate,
The differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Compounds 4a, 4b and 9 reduced TNF-« production in vitro

Cell viability of RAW 264.7 or primary macrophages cultures were
evaluated by a MTT colorimetric assay for all compounds and none of
the compounds displayed changes in the viability of cell in the tested
concentrations (data not shown). In addition, all amino alcohols de-
creased the NO production (100% inhibition) in RAW 264.7 cuitures,
however in primary macrophages the inhibition were not observed
(data not shown). )

The supernatants of RAW 264.7 culture were analyzed for the quan-
tification of TNF-ox (Fig. 1A-F). The compounds 4a, 4b and 9 showed sig-
nificant inhibitory effect on TNF-o¢ production in the three highest
concentrations (Fig. 1A, B and E). Only the compound 6 not reduced
TNF-e production at least in the 1 pg mL™! concentration (Fig. 1D). In
primary macrophages cultures were not observed inhibition of TNF-ou
production after treatment (data not shown).

3.2. Amino alcohols 4a and 4b reduced carrageenan-induced mice
paw edema

The amino alcohols 4a and 4b were chosen to be used as treatment
on carrageenan-induced mice paw edema due its better inhibition of
TNF-a in RAW264.7 cell cultures. Clinical signs of toxicity were not
observed immediately or during the post treatment period. Both com-
pounds showed effective reduction of paw edema of mice compared
to Carrageenan group who received only PBS treatment (Fig. 2A). The
amino alcohol 4b showed better reduction of edema, similar to dexa-
methasone (Fig, 2A).

After 4 h of induction of edema the paws were removed, weighed,
and the treatment with amino alcohol 4b showed potent reduction of
the paws weight compared to Carrageenan group, similar to dexameth-
asone (Fig. 2B).

3.3. Compound 4b reduced IL-1{3 and TNF-ain macerate paws of mice after
carrageenan-induced edema

As shown in Fig. 2, the amino alcohol 4b showed significant inhibito-
ry effect, compared to Carrageenan group, on the production of pro-
inflammatory cytokines IL-1§ (Fig. 2C) and TNF-tx (Fig. 2D) detected
in the supernatants of macerated paws of mice after 4 h of induction
of inflammatory edema by carrageenan.

3.4. Amino alcohols 4a and 4b reduced anti-OVA DTH

The amino alcohols 4a and 4b were chosen to be used as treatment
on delayed-type hypersensitivity mice paw edema. Both compounds
showed effective reduction of paw edema of mice compared to
CONTROL who received only PBS treatment (Fig. 3).

4, Discussion

The Inflammatory response is mainly regulated by nitric oxide (NO),
eicosanoids, and cytokines, all of which released by injured or infected
cells and have important roles in progression of inflammatory states
such as edema, intra/intercellular stress, and tissue necrosis [16).

The present study showed an immunomodulatory effect of the
amino alcohols tested in vitro and in vivo. In the RAW 264.7 cells, the }i-
pophilic amino alcohols were not cytotoxic and showed inhibition of
nitric oxide (NO) and TNF-o.. Moreover, in the carrageenan-induced
paw edema were observed reduction of edema, with reduced detection
of IL-1f5 and TNF-« after treatment with compound 4b, which also re-
duced the edema in the DTH reaction, suggesting a down-regulation
of inflammatory mediators by lipophilic amino alcohols.

Previous studies already showed the capability of lipophilic amino
alcohols on the inhibition of NO production in J774 A1 cell cultures
and the reduction of the inflammation in the delayed-type hypersensi-
tivity assay [11]. Moreover, lipophilic amino alcohols bearing a sugar
moiety showed inhibition of NO production and the authors suggested
a relation between the inhibition capacity and the lipophilic character-
istic of these compounds [9]. NO is an important mediator in acute in-
flammation which is produced in pathophysiological conditions. At
the site of inflammation is produced by a number of different cells, in-
cluding leukocytes and endothelial cells [17].

TNF-ois a pro-inflammatory cytokine that stimulates phase reaction
in acute inflammation, with great diversity of biological activities in-
cluding inhibition of tumor growing and apoptosis induction [18]. In
the present study compounds 4a and 4b showed better reduction of
TNF-o0 production and were chosen to treating the carrageenan-
induced and DTH paw edema.

Carrageenan-induced mice paw edema is a widely used test to de-
termine the anti-inflammatory activity, and it has been fully character-
ized in the past showing acute inflammation by vasodilatation,
exudation of protein-rich fluid (plasma) and cell migration, primarily
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Fig. 1. TNF-«¢ production by stimulated RAW264.7 macrophages. RAW 264.7 cells were stimulated with 10 yig mL™? of LPS plus 9 ng mL™ " 1FN-y, and cultured by 24hs in presence of serial
dilutions (1 pg mL™" to-0.005 pg mL™") of lipephilic amino alcohols: Compound 4a (A); Compound 4b (B); Compound 5 (C); Compound 6 {D}; Compound 9 (E) and Compound 10 (F).
Supernatants were collected to determine TNF-o production. Each bar represents the arithmetic mean £ SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 in compatrison to stimulated and not treated cells

(RAW 264.7). Data are representative of three independent experiments.

neutrophils, into the side of injury [19]. Mouse paw edema has been in-
creasingly used to test new anti-inflammatory drugs [17] and studies
showed that carrageenan injection causes the release of NO and induce
the release of TNF-ox and IL-13 in the tissue [16]. In the present study,
the compound 4b showed effective reduction of the inflammation in
the paw edema with increased inhibition of TNF-ou and IL-1(3, which
were not observed by the treatiment with compound 4a, suggesting a
better immunomodulatory effect of the compound 4b. Cytokines in-
volved in the inflammatory response, released by injured or infected

cells, that are mediators of carrageenan-induced inflammatory incapac-
itation, activate vascular endothelial cells and upregulate key adhesion
molecules that mediate tethering, rolling, cell adhesion, and extravasa-
tions of leucocytes. The leucocytes then migrate towards the site of
tissue inflammation {20].

The delayed-type hypersensitivity {(DTH) reaction is also a useful ap-~
proach for evaluating cell-mediated immune responses that migrates to
the inflammation site. The experimental model of DTH to OVA allows an
assessment of the T-cell immune response. It also allows a simulation of
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Fig. 2. Carrageenan-induced paw edema. Male BALB/c mice (i1 = 6 per group) were treated i.p, (100 pL) with PBS (Carrageenan group), the compounds 4a or 4b (0.5 mg kg™') or dexa-
methasone (0.5 mg kg™ '), 30 minutes before the induction of the carrageenan-induced paw edema. Paw edema [Paw edema {mm)] = [footpad thickness of carrageenan (mm)] —

[footpad thickness of PBS (mm)} were monitored until 4 hours (A). After 4 hours, mice were euthanized and the paws were removed and weighted (B). The paws were dissected, the
inflamed tissue macerated and the supernatants were analyzed to detect IL-1f (C) and TNF-ox (D). Each bar represents the arithmetic mean 4 SEM. *p <0.05 vs untreated group (Carra-

geenan). Data are representative of three independent experiments,

the course of certain autoimmune diseases [21]. In the present study,
the treatment with compounds 4a or 4b showed reduction of the
edema comparable to the observed with dexamethasone treatment.
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Fig. 3. Anti-OVA Delayed-type hypersensitivity. Male BALB/c mice (1 = 6 per group) were
immunized with ovalbumin (OVA), daily treated ip. (100 uL) with PBS (CONTROL), the
compounds 4a or 4b (0.5 mg kg™') or dexamethasone (0.5 mg kg™') and challenged
with aggregated OVA 6 days after the immunization, DTH was measured after 48 h of
the challenge. The magnitude of the DTH response was determined as follow: {Paw
edema (mm) or DTH units] = [footpad thickness of OVA (mm)] — [footpad thickness
of PBS (mm)]. Each bar represents the arithmetic mean & SEM. *p < 0.05 compared to
untreated group (CONTROL). Data are representative of three independent experiments,

Thereby, the compound 4b showed significant anti-inflammatory
properties, both in vitro and in vivo, and further studies of the molecular
mechanisms are necessary to better explain its mechanism of action.
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