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RESUMO 

Introdução: O sistema imunológico desempenha um papel fundamental na homeostase 

do organismo e alterações em seu funcionamento podem resultar em doenças 

imunomediadas. O tratamento para essas doenças está frequentemente associado a efeitos 

adversos. As altas dosagens utilizadas, a duração do tratamento e a possibilidade de 

infecção por patógenos oportunistas dificultam a adesão dos pacientes à terapia 

medicamentosa. Diante disso, a busca por novos fármacos com ação imunomoduladora 

mais eficaz e com menor efeito colateral torna-se necessária. Objetivos: Avaliar o 

potencial imunomodulador da chalcona (E)-1-BENZO[D][1,3]DIOXOL-5-IL)-3-(3-

BROMO-4-ETOXI-5-METOXIFENIL)PROP-2-EN-1-ONA (FERAI) em macrófagos e 

linfócitos murinos ativados in vitro e em modelo experimental in vivo de edema de pata. 

Materiais e Métodos: O FERAI foi sintetizado no Laboratório de Química Orgânica da 

UFPB e gentilmente cedido ao nosso grupo de pesquisa para o desenvolvimento dos 

ensaios. A citotoxicidade do composto foi avaliada em macrófagos murinos pelo método 

do AlamarBlue. As dosagens de citocinas pró e anti-inflamatórias em macrófagos e em 

linfócitos ativados após tratamento com FERAI foram realizadas por ELISA. A influência 

do FERAI em inibir a proliferação de linfócitos também foi avaliada. O tamanho da lesão 

e o infiltrado inflamatório em modelo murino de edema da pata induzido por carragenina 

foram analisados após o tratamento com FERAI. Resultados: O FERAI apresentou baixa 

citotoxicidade (CC50 = 66 ± 0,12 μM) e reduziu a produção das citocinas pró-

inflamatórias de macrófagos (IL-1ò, IL-6, IL-12 e TNF-ñ) e de linfócitos (IL-2 e IFN-´) 

após 24 e/ou 48 horas de tratamento, quando comparadas as células apenas estimuladas e 

não tratadas. Além disso, foi observada uma redução significativa na produção de IL-10 

por macrófagos em todas as concentrações e tempos testados. O FERAI também reduziu 

o edema de pata e o infiltrado inflamatório em camundongos BALB/c. Conclusão: 

Nossos resultados indicam que o FERAI é um agente farmacológico promissor para 

estudos em doenças imunomediadas.  

Palavras-chave: Macrófagos, Linfócitos, Chalconas, Imunomodulação, Inflamação. 

  



ABSTRACT 

Introduction: The immune system plays a crucial role in the body's homeostasis, and 

disturbances in its function can result in immune-mediated diseases. Treatment for these 

diseases is often associated with severe side effects. The high dosages used, length of the 

treatment, and potential for opportunistic pathogen infections make it challenging for 

patients to adhere to drug therapy. Therefore, the search for new drugs with a more 

effective immunomodulatory action and fewer side effects becomes necessary. 

Objectives: To evaluate the immunomodulatory potential of chalcone (E)-1-

BENZO[D][1,3]DIOXOL-5-YL)-3-(3-BROMO-4-ETHOXY-

5METHOXYPHENYL)PROP-2-EN-1-ONE (FERAI) in activated murine macrophages 

and lymphocytes in vitro and in vivo experimental model of paw edema. Materials and 

Methods: FERAI was synthesized in the Organic Chemistry Laboratory of UFPB and 

kindly provided to our research group for development of the essays. Compounds 

cytotoxicity was assessed in murine macrophages using AlamarBlue method. Dosages of 

pro and anti-inflammatory cytokines in activated macrophages and lymphocytes after 

treatment with FERAI were done by ELISA. FERAIs influence in inhibiting proliferation 

of lymphocytes was also assessed. The lesions size and inflammatory infiltrate in murine 

model of paw edema induced by carrageenan were analyzed after treatment with FERAI. 

Results: FERAI presented low cytotoxicity (CC50 = 66 ± 0.12 μM) and reduced the 

production of pro-inflammatory cytokines in macrophages (IL-1³, IL-6, IL-12 e TNF-α) 

and lymphocytes (IL- 2 and IFN-´) after 24 or 48 hours of treatment, when compared to 

the negative control. As expected, macrophages stimulated with LPS and treated with 

dexamethasone also decreased the production of these cytokines and NO. Additionally, 

FERAI significantly reduced the production of IL-10 at all tested concentrations. 

Moreover, FERAI inhibited lymphocyte proliferation in a concentration-dependent 

fashion. FERAI was able to reduce paw edema and inflammatory infiltrate in BALB/c 

mice. Final Considerations: The results suggest that FERAI modulates the production 

of nitric oxide and cytokines by macrophages, reduces lymphocyte proliferation in vitro 

and reduce the inflammatory infiltrate in a murine model of paw edema. 

Keywords: Macrophages, Chalcones, Immunomodulation, Inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

O sistema imunológico desempenha funções essenciais para o organismo na manutenção da 

homeostase, na defesa contra patógenos e na eliminação de tecidos danificados e células 

apoptóticas ou senescentes (Ginhoux; Jung, 2014; Yatim; Lakkis, 2015). Doenças como lúpus, 

esclerose múltipla, diabetes tipo 1, síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e 

aterosclerose são exemplos de condições ocasionadas por alterações na resposta imune 

(Goronzy; Weyand, 2005; Koelwyn et al., 2018; Russo; Lumeng, 2018; Kiriakidou; Ching, 

2020). 

A terapia medicamentosa para doenças imunomediadas é direcionada principalmente para a 

redução da inflamação excessiva e alívio dos sintomas. No entanto, a adesão dos pacientes ao 

tratamento pode ser complicada devido aos graves efeitos colaterais, altas dosagens e a longa 

duração do tratamento (Bullock et al., 2019). O tratamento de primeira linha inclui anti-

inflamatórios não esteroides (AINES) e os corticoides. O acetilsalicilato, por exemplo, é um 

AINES eficaz no tratamento de artrite reumatoide, agindo pela inibição da ciclooxigenase e, 

consequentemente, na produção de prostaglandinas. Já os corticoides, como a dexametasona, 

apresentam maior potência, mas o seu uso prolongado pode tornar o indivíduo suscetível a 

infecções por patógenos oportunistas (Okon; Werth, 2009; da Silva et al., 2013). 

Diante desses desafios, a busca por alternativas terapêuticas é constante. As chalconas e seus 

derivados, pertencentes à classe dos flavonoides, têm ganhado destaque nos últimos anos 

devido ao seu amplo espectro de aplicações, suas propriedades químicas e biológicas, bem 

como pela sua versatilidade estrutural (Jasim et al., 2021). As chalconas são constituintes 

fundamentais de várias plantas medicinais e comestíveis. Extraídas de plantas como alcaçuz, 

maçãs, tomates e raiz de dedo, as chalconas têm ganhado atenção devido ao seu amplo espectro 

de aplicações e propriedades químicas e biológicas (Jasim et al., 2021). Estas substâncias são 

caracterizadas quimicamente por dois anéis aromáticos ligados por uma cadeia alifática de três 

carbonos (Li; Lo; Ho, 2006; Iijima et al., 2008; Gosch et al., 2009 Slimestad; Verheul, 2011; 

Gomes et al., 2017). Estudos têm demonstrado que os derivados das chalconas apresentam 

atividades farmacológicas e biológicas de interesse, com ação antioxidante (Ghribia et al., 

2014), anti-inflamatória (Lin et al., 2009), antiparasitária (Rodrigues et al., 2016), 

antimicrobiana (Zampini; Vattuone; Isla, 2005), antiviral (Uchiumi et al., 2003) e antitumoral 

(Sumiyoshi et al., 2015).  
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Este amplo espectro de ações biológicas em conjunto com a versatilidade desta classe de 

moléculas, direciona a obtenção de novas estruturas químicas de chalconas e reforça a 

necessidade do desenvolvimento de tratamentos alternativos menos tóxicos e mais acessíveis 

aos portadores de diferentes doenças que afetam o sistema imunológico  (Hussain e Ali, 2017). 

O nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a avaliação da atividade antiparasitária e 

imunomoduladora de chalconas e seus derivados. Estudos preditivos in sílico sugerem uma 

possível atividade imunomoduladora da bromo-chalcona (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-

bromo-4-etoxi-5-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (FERAI). Neste contexto, este trabalho visa 

investigar o potencial imunomodulador da chalcona FERAI em macrófagos e linfócitos 

murinos e o seu potencial anti-inflamatório em modelo experimental de edema de pata. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

● Avaliar o potencial imunomodulador do FERAI em macrófagos e linfócitos ativados in 

vitro e em modelo murino de edema de pata. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Determinar a citotoxicidade do FERAI; 

● Avaliar o perfil da produção de citocinas e de óxido nítrico após o tratamento de 

macrófagos murinos com FERAI; 

● Investigar a influência do FERAI na proliferação de linfócitos e no perfil de produção 

de citocinas por estas células; 

● Verificar o potencial do FERAI em modular a resposta inflamatória em modelo murino 

de edema de pata. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1. A RESPOSTA IMUNE E DOENÇAS IMUNOMEDIADAS 

A resposta imune é o processo de defesa do corpo contra estímulos exógenos e endógenos, 

como infecções e lesões teciduais, que resultam em processo inflamatório e reparação tecidual 

(Loza et al., 2007). A resposta imune pode ser classicamente dividida em imunidade inata e 

adaptativa, sendo a imunidade inata mais inespecífica e a primeira a ser ativada, e tem como 

principal célula o neutrófilo. Os neutrófilos migram para o tecido danificado e fagocitam o 

patógeno com o objetivo de cessar o estímulo nocivo. Por outro lado, na imunidade adaptativa, 

a resposta é mais lenta e as células principais são os macrófagos e os linfócitos T e B. Essas 

células formam uma resposta mais específica, pois apresentam a plasticidade de adaptação na 

secreção de citocinas e anticorpos contra um determinado patógeno (Netea et al., 2019). 

No âmbito das respostas imunes, existe o sistema fagocitário mononuclear, que deriva de 

células-tronco hematopoiéticas localizadas na medula óssea (Murray; Wynn, 2011; Italiani; 

Boraschi, 2014). Este sistema inclui as células fagocíticas profissionais - monócitos, 

macrófagos e células dendríticas - que se diferenciam das não profissionais por expressarem 

receptores na sua superfície, como os receptores do tipo Toll (TLRs) e os de reconhecimento 

de padrões (PRRs), que reconhecem mecanismos de sinalização de tecidos não saudáveis. Os 

macrófagos são as principais células apresentadoras de antígeno, após fagocitar o patógeno, ele 

apresenta peptídeos através do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe 

2 aos linfócitos ativando-os (Murray; Wynn, 2011).  

Os monócitos são células efetoras que possuem receptores de quimiocinas e PRRs responsáveis 

pela migração destes tipos celulares do sangue para os tecidos, os quais se diferenciam em 

macrófagos (Guilliams; Mildner; Yona, 2018). Os macrófagos, células plásticas capazes de 

transitar entre diferentes fenótipos, têm a sua polarização definida em função do microambiente 

e da sinalização dos tecidos. São subclassificados pelos receptores que expressam na superfície 

celular, pela produção de citocinas e pela sua atividade, em duas categorias principais: a de 

ativação clássica (M1) e ativação alternativa (M2). Na ativação clássica, os macrófagos são 

caracterizados por produzir citocinas pró-inflamatórios e capacidade de eliminar patógenos 

intracelulares. Em contrapartida, a remodelação tecidual, controle de infecções por parasitos e 

fungos extracelulares pode ser observada via M2 (Shapouri‐Moghaddam et al., 2018; Yao; Xu; 

Jin, 2019). 
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Neste contexto, diversos estudos estabeleceram uma correlação entre a presença de monócitos, 

que expressam marcadores semelhantes aos macrófagos M1 no sangue periférico e a gravidade 

do Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) na infância. O LES é uma doença autoimune que pode 

afetar as articulações, a pele, os rins, as células sanguíneas, o cérebro, o coração e os pulmões. 

Já foi evidenciado que citocinas pró-inflamatórias, características dos macrófagos M1, possuem 

um papel pró-aterosclerótico, capaz de agravar quadros clínicos de pacientes com aterosclerose 

induzidas por LES (Ahamada; Jia; Wu, 2021). 

Os monócitos e macrófagos têm um papel crucial no desenvolvimento da aterosclerose. A 

aterosclerose é uma doença na qual há depósito de lipídios na parede de vasos, especialmente 

em artérias. Essa interação se dá quando os monócitos circulantes são recrutados e diferenciados 

em macrófagos teciduais, dando início à captação do colesterol e à formação da placa 

aterosclerótica (Fuster et al., 2010; Swirski; Nahrendorf, 2013). Nesse processo, as células M1 

impulsionam a instabilidade da placa, a proliferação de células musculares lisas e a produção 

de moléculas vasoativas, como o óxido nítrico (NO), endotelinas e eicosanoides. Esses fatores 

acarretam a oxidação de lipoproteínas e a citotoxicidade. Em contrapartida, os macrófagos M2, 

que expressam CD36, favorecem a captação de lipoproteínas de baixa densidade oxidada e a 

secreção de TGF-³, inibindo o recrutamento de células inflamatórias. Esses mecanismos estão 

associados ao reparo tecidual, à estabilidade da placa e à proteção contra a aterosclerose (Liu 

et al., 2014; Barrett, 2020).  

Uma outra ação de macrófagos é atuar como células apresentadoras de antígenos e contribuir 

para a indução da resposta imune adaptativa, por meio da apresentação de antígenos não 

próprios e da liberação de citocinas que são capazes de ativar ou inibir os linfócitos T e B (Lee; 

Bukhari; Fauzi, 2015). Os linfócitos T expressam as moléculas CD4 e CD8, e desempenham 

funções diferentes de acordo com a molécula que expressam (Mousset et al., 2019). 

Os linfócitos T CD4+ são células auxiliares e desempenham o papel de secretar citocinas que 

auxiliam os macrófagos a destruírem os patógenos fagocitados. Além disso, as células B são 

ativadas pelos linfócitos T CD4+. Essa ativação ocorre nos centros germinativos dos órgãos 

linfoides secundários, onde os linfócitos T liberam citocinas e co-estimulam as células B por 

meio do ligante CD40 (CD40L), orientando a resposta imune. Por outro lado, os linfócitos T 

CD8+ são as células citotóxicas, que atuam na eliminação de células infectadas e tumorais por 

meio da liberação de citocinas (Reina-Campos; Scharping; Goldrath, 2021). 
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Um estudo de bioinformática revelou que as células infiltradas mais frequentes no 

desenvolvimento da artrite reumatoide são os macrófagos M1 e M2, as células T CD8+, os 

linfócitos B virgens e as células T foliculares auxiliares (Tfh). As Tfh, que são um subtipo de 

células T CD4+, expressam moléculas como CXCR5, ICOS e PD1. Tais expressões estão 

associadas e regulam a produção de anticorpos pelos linfócitos B (Zhou; Lu; Xiong, 2021). 

Durante a patogênese da artrite reumatoide, ocorrem duas principais alterações na membrana 

do tecido sinovial. Na primeira delas, na região da íntima, há um aumento numérico e de 

atividade dos macrófagos sinoviais (MSs) e dos fibroblastos sinoviais (FSs). Ambos produzem 

citocinas e proteases. Os MSs, atuando como macrófagos M1, secretam citocinas pró-

inflamatórias como IL-1³, IL-6 e TNF- α. Já os FSs, além de secretarem citocinas, interagem 

com as células da resposta imune, potencializando a formação de uma estrutura linfoide 

ectópica na região. Estas células também secretam metaloproteinases de matriz, 

prostaglandinas e leucotrienos (Jang; Kwon; Lee, 2022). A segunda alteração é marcada pela 

infiltração celular na região da cartilagem-osso, resultando na liberação e formação de exsudato 

inflamatório. Este exsudato, também conhecido como "pannus", pode ser composto por 

macrófagos, FSs, CDs e mastócitos. A longo prazo, essas células podem causar erosão da região 

óssea (Jang; Kwon; Lee, 2022). 

As células B exibem uma diversidade de receptores, o que lhes permite responder a uma vasta 

gama de antígenos. A ligação de antígenos a estes receptores induz a mobilização de cálcio e a 

fosforilação de proteínas intracelulares (Kwak; Akkaya; Pierce, 2019). As células B têm um 

papel fundamental no desenvolvimento de doenças autoimunes, sendo que um aumento na sua 

sobrevivência é um dos fatores que contribui para a perda de tolerância imunológica. O fator 

de ativação de células B (BAFF) é crucial para a sobrevivência dessas células. Notavelmente, 

estudos demonstraram que indivíduos com artrite reumatoide, LES e síndrome de Sjögren 

apresentam níveis séricos elevados dessa proteína (Pers et al., 2005; Rochas et al., 2009; 

Youinou; Saraux; Pers, 2012). No contexto do LES em estágio ativo, observa-se a superativação 

das células B, juntamente com a diminuição da expressão de genes pró-apoptóticos e aumento 

de genes pró-sobrevivência (Fauci; Moutsopoulos, 1981). Além disso, em doenças como a 

artrite reumatoide e a diabetes tipo 1, as células B são responsáveis pela produção de 

autoanticorpos e pela apresentação de antígenos (Lee; Rojas; Gommerman, 2021). 

 

3.2. O PAPEL DAS CITOCINAS NA RESPOSTA IMUNE 



22 
 

As citocinas são mediadoras da inflamação e das respostas imunes, capazes de estimular 

precursores na medula óssea a produzirem mais leucócitos (Roe, 2021). Os macrófagos ativados 

produzem diversas citocinas, inclusive o TNF-α e a IL-1³. Durante a inflamação aguda, a 

principal função dessas citocinas é a ativação endotelial. Elas estimulam a expressão de 

moléculas aderentes, aumentando o recrutamento leucocitário para o local da inflamação. Ao 

chegarem à corrente sanguínea, essas citocinas podem ter efeito sistêmico, como febre e 

redução da pressão (Jang et al., 2021; Roe, 2021; Broderick; Hoffman, 2022). 

O TNF-α se liga a dois principais receptores, tipo 1 e tipo 2 (TNFR1 e TNFR2, 

respectivamente). A ativação do TNFR1 desencadeia a formação de diferentes complexos de 

sinalização, os quais induzem a inflamação, a apoptose, a necrose e a defesa imune contra 

patógenos (Brenner; Blaser; Mak, 2015). Em contrapartida, a ativação do TNFR2 pode mediar 

a regeneração tecidual, a proliferação, a migração e a sobrevivência celular (Probert, 2015). A 

IL-1³ exerce a função inflamatória ao se ligar ao seu receptor 1 (IL-1R1) na mesma célula ou 

em células adjacentes, ativando vias de sinalização intracelular, o que leva à maior produção de 

citocinas pró-inflamatórias e proteínas do inflamassoma, amplificando a inflamação no local 

(Broderick; Hoffman, 2022). 

Essas duas citocinas são estímulos para a produção de outra, a IL-6. Esta citocina, a depender 

do estímulo, tem ação pró-inflamatória e está envolvida com a senescência celular, 

principalmente pela via de transcrição 3 (STAT3), o que leva à sobrevivência celular e à 

secreção de imunoglobulinas pelos linfócitos B (Hirano et al., 1987). Outro papel importante 

da IL-6 é a imunomodulação de macrófagos para o perfil alternativo (M2) (Martinez; Helming; 

Gordon, 2009) e de linfócito T auxiliares do tipo 2 (Th2), resultando na maior progressão de 

células tumorais e de doenças parasitárias (Rincón et al., 1997). 

Os macrófagos M2 e os linfócitos T são as principais fontes celulares da IL-10. A IL-10 tem 

função de imunossupressão de macrófagos, por meio da inibição da produção de citocinas, do 

MHCII e de moléculas de adesão. Isso impede o recrutamento de novas células ao local da 

inflamação, além da apresentação de antígenos, diminuindo a eficiência da ativação de 

linfócitos T. Esta citocina também impede a produção de óxido nítrico em macrófagos ativados 

(Saraiva et al., 2020). A IL-10 interfere na diferenciação de linfócitos T CD4+ ao inibir a 

produção de citocinas como IL-12 e IL-23, ao mesmo tempo que aumenta a proliferação e 

atividade citotóxica de células CD8+, a sobrevida de células B e mudança nos isótopos de 

anticorpos (Wang et al., 2019).  
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As citocinas IL-12 e IL-23 fazem parte da família das IL-12, essas duas citocinas agem no 

sistema imune promovendo a proliferação de células Th1 e Th17. A IL-12 é uma citocina pro-

inflamatória, produzida por macrófagos e linfócitos T e B. A produção de interferon gama (INF- 

´) estimula a produção de IL-12 (Vignali; Kuchroo, 2012). Ela atua diretamente na 

diferenciação das células Th1, agindo também como antagonista limitador de células Th2 

inibindo a produção de IL-4 (Wills-Karp, 2001).  

O interferon gama (INF-´), ou do tipo 2, é uma citocina produzida, principalmente, por 

linfócitos T CD4+ e CD8+. A produção dessa citocina pode ocorrer de duas maneiras, através 

de estímulos de outras citocinas como o TNFñ e a IL-12, ou através da sinalização dos PRRs 

durante uma infecção (Hu; Ivashkiv, 2009). Essa citocina é sinalizada através do receptor INF- 

´ (INF- ´R) que pode ser expresso em quase todos os tipos de células, tendo os macrófagos 

como os principais alvos. A ligação ao seu receptor ativa a via STAT (Hu; Ivashkiv, 2009; 

Villarino; Kanno; O’Shea, 2017). 

Os macrófagos ativados por INF- ´ são os M1, hiper-responsivos a estímulos de citocinas pró-

inflamatórias e resistentes a IL-10, IL-4 e glicocorticoides. Nos linfócitos, o INF- ´ promove a 

diferenciação no perfil Th1, induz as células Tregs e suprime as células Th2 e Th17, além de 

promover a mudança de isotipo de anticorpos em linfócitos B (Hu; Ivashkiv, 2009). O INF- ´ 

atua também na remodelação tecidual, suprimindo a resposta fibrótica e a angiogênese, através 

da inibição da IL-4, do TGF-³ e do VEGF (Tabas; Lichtman, 2017). 

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória produzida por linfócitos Th2. A IL-4 estimula a 

diferenciação de macrófagos M2, a proliferação das células B e a mudança do isotipo de 

anticorpos para IgE, a ativação e degranulação de basófilos e mastócitos. Ela também está 

envolvida na produção de colágeno por fibroblastos (Iwaszko; BiaBy; Bogunia-Kubik, 2021). 

 

3.3.  TRATAMENTO DE DOENÇAS IMUNOMEDIADAS 

A terapia medicamentosa para as doenças imunomediadas tem como objetivo principal reduzir 

a inflamação excessiva, alívio dos sintomas e do desconforto causado pela doença. Apesar do 

grande arsenal de fármacos disponíveis para o tratamento destas doenças, os efeitos colaterais 

graves, as doses elevadas utilizadas e o tempo de duração dificultam a adesão dos pacientes a 

terapia medicamentosa (Bullock et al., 2019).  
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O tratamento de entrada são os anti-inflamatórios não esteroides (AINES) e os corticoides. O 

acetilsalicilato é um AINES altamente eficaz quando utilizado em altas doses no tratamento de 

artrite reumatoide (AR), por exemplo. Ele atua inibindo o acesso do ácido araquidônico, o qual 

é substrato aos canais hidrofóbicos das enzimas ciclooxigenase/prostaglandina-endoperóxido 

sintase (PGHS) 1 e 2. Essas enzimas catalisam os eicosanoides, dentro deles estão as 

prostaglandinas (PG), os tromboxanos e os leucotrienos. A PGHS2 catalisa a produção de PGE2 

em células imunes, fibroblastos e células endoteliais (Zarghi; Arfaei, 2011). c (Bullock et al., 

2019).  

Os corticoides ou glicocorticoides, como a dexametasona, a prednisona e a cortisona, por sua 

vez, são mais potentes que os AINES. Sua administração pode ser realizada via oral ou 

injetável. Esses hormônios assemelham-se ao AINES na atividade de inibição de PGE2. Além 

disso, os corticoides atuam na diferenciação de células apresentadoras de antígenos diminuindo 

a ativação de linfócitos T e de fatores de transcrição dos receptores de linfócitos T e B (Cain; 

Cidlowski, 2017). O seu uso deve ser limitado a um curto período e a baixas doses, com risco 

de uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de infecções por patógenos oportunistas 

após período de uso prolongado devido à sua ação no metabolismo de carboidratos, gorduras, 

proteínas e imunossupressão. Seus efeitos colaterais incluem osteoporose; supressão do eixo 

hipófise-adrenal, ganho de peso, hiperglicemia/diabetes, dislipidemia, imunossupressão (Liu et 

al., 2013). 

Quanto ao tratamento de segunda linha dos corticoides e AINES, os medicamentos possuem 

ação mais lenta, podendo levar de semanas a meses para surtir efeito. O metotrexato (MTX) é 

um exemplo. Trata-se de um análogo do ácido fólico que inibe a conversão do ácido diidrofólico 

em ácido folínico, ao ligar-se à enzima conversora, e consequentemente, inibe o metabolismo 

da purina e da pirimidina. Estudos demonstraram que o MTX age principalmente como um 

imunossupressor da linfoproliferação, reduzindo o recrutamento leucocitário para a região 

inflamada. Os efeitos colaterais mais significativos do MTX incluem hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade, sendo necessários exames laboratoriais constantes para monitoramento (Kuhn; 

Ruland; Bonsmann, 2011). 

A hidroxicloroquina, um antimalárico, pode também ser usado no tratamento de doenças do 

sistema imunológico. Estudos demonstraram que o uso deste medicamento causa a diminuição 

da secreção de citocinas pro-inflamatórias advindas de monócitos, porém o seu uso pode causar 

problemas no trato gastrintestinal, no sistema nervoso central e amarelamento da pele, sendo 
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aconselhado consultas rotineiras com oftalmologistas, se administrado em altas doses (da Silva 

et al., 2013). 

Outro tratamento que vem ganhando destaque nos últimos anos é o uso de agentes biológicos e 

muitos desses medicamentos estão na fase de estudo clínico. Inibidores de TNF (TNFi), por 

exemplo, são anticorpos IgG1 que inibem o recrutamento celular, diminuem a inflamação e 

alivia os sintomas. Seu mecanismo de ação ainda está em fase de estudo e o seu uso é geralmente 

em combinação com outros medicamentos como o MTX. Alguns pacientes interrompem o seu 

uso devido ao aumento do risco de infecção, alterações hematológicas e distúrbios neurológicos 

(Atiqi et al., 2020; Pan et al., 2020). Inibidores de IL também fazem parte dessa classe de 

medicamentos. O antagonista do receptor de IL-1, comercialmente conhecido como Anakira, 

atua bloqueando a sinalização celular dessa citocina, seus efeitos colaterais são semelhantes ao 

do TNFi (Mueller et al., 2021). A Abatacept, um anticorpo monoclonal, é composta pela fusão 

da região Fc da IgG1 ao domínio extracelular da CTLA-4, com mais afinidade com 

CD80/CD86. Este medicamento modula e inibe seletivamente a ativação de células T 

interferindo na coestimulação ao se ligar às moléculas CD80/CD86. Os seus efeitos adversos 

consistem em nasofaringite, náuseas, distúrbios hepáticos e infeções (Pan et al., 2020; Mueller 

et al., 2021). 

 

3.4. CHALCONAS 

As chalconas são metabolitos secundários pertencentes a classe dos flavonoides, presentes nas 

plantas comestíveis das famílias Leguminosae, Compositae e Moraceae. A chalcona é uma 

cetona α,³-insaturada, quimicamente caracterizada por dois anéis aromáticos ligados por uma 

cadeia alifática de três carbonos, podendo existir em duas formas isoméricas trans (E,1) e cis 

(Z, 2) (Figura 1). Em sua estrutura, há a presença de um cromóforo no qual conforma cor para 

as chalconas (Gomes et al., 2017). 
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Figura 1: Isômeros trans e cis da chalcona (Gomes et al., 2017). 

Na natureza, as chalconas são constituintes vitais de algumas plantas medicinais e comestíveis. 

Já foi relatado cerca de 42 chalconas isolados do alcaçuz, uma planta medicinal utilizada em 

tratamento de doenças (Wang et al., 2020). Maçãs, casca de laranja, tomate cereja, tomates, 

rizomas de raiz de dedo, são alguns exemplos de plantas nos quais já foram extraídas as 

chalconas (Li; Lo; Ho, 2006; Iijima et al., 2008; Gosch et al., 2009; Slimestad; Verheul, 2011) 

Nos últimos anos, essa substancia vêm ganhando destaque devido a seu amplo espectro de 

aplicações, suas propriedades químicas, biológicas, assim como pela sua versatilidade estrutural 

(Jasim et al., 2021). Diversos estudos têm demonstrado que as chalconas apresentam atividades 

farmacológicas e biológicas de interesse, com ação antioxidante (Ghribia et al., 2014), anti-

inflamatória (Lin et al., 2009), antiparasitária (Rodrigues et al., 2016), antimicrobiana 

(Zampini; Vattuone; Isla, 2005), antiviral (Uchiumi et al., 2003) e antitumoral (Sumiyoshi et 

al., 2015). 

Pequenas alterações moleculares na estrutura das chalconas podem conferir diferentes funções 

biológicas, além do vasto número de moléculas bioativas. As chalconas já demonstraram inibir 

moléculas como NF-κB, TNF-α e VEGF (Yadav et al., 2011; Lorusso; Marech, 2013). Também 

já foi observado a inibição da secreção de fosfolipase A2, COX e produção de espécies reativas 

de oxigênio por estas moléculas (Lee; Bukhari; Fauzi, 2015). 

Lin e colaboradores em 2009, relatam que diferentes chalconas diminuem a produção de óxido 

nítrico, de PGE2 e TNF- α por macrófagos de forma concentração dependente em ensaios in 

vitro. Em outro estudo em modelo in vitro e in vivo, foi observado a ação antimalárica da 

chalcona ligada a um radical de sulfato, assim como o aumento da expressão gênica de citocinas 

anti-inflamatórias e diminuição a expressão de citocinas pró-inflamatórias (Bhoj et al., 2019). 

Um derivado da chalcona, o 3-fenil-1-(2,4,6-tris(metoximetoxi)fenil)prop-2-in-1-ona, 

demonstrou atividade anti-inflamatória em macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7, 

inibindo a atividade transcricional da AP-1, da produção de NO devido a inibição da expressão 

de iNOS e a redução concentração-dependente da secreção de TNF-α (Park et al., 2009). Outro 

derivado, o trans-1,3-difenil-2,3-epoxipropano-1-ona (DPEP), também inibiu a expressão de 

iNOS e COX-2, consequentemente inibindo a produção de NO e PGE2 (Kim et al., 2013). 

Ainda não há relato na literatura sobre o papel da chalcona (E)-1-benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) -

3-(3-bromo-4-etoxi-5-metoxifenil) prop-2-en-1-ona na modulação do sistema imunológico. O 
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presente trabalho investiga a influência desta molécula na produção de citocinas por macrófagos 

e linfócitos ativados in vitro e em modelo experimental in vivo. As chalconas possuem uma 

vasta área de aplicação, o que reforça que a síntese de novas estruturas químicas desta classe 

pode levar ao desenvolvimento de novas drogas com potencial atividade imunomoduladora, 

auxiliando no tratamento de doenças imunomediadas (Hussain e Ali, 2017).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. MOLÉCULAS 

A síntese da nova chalcona (E)-1-benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) -3-(3-bromo-4-etoxi-5-

metoxifenil) prop-2-en-1-ona (Figura 2) foi realizada no Laboratório de Química Orgânica do 

Programa de Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade 

Federal da Paraíba e gentilmente cedidas ao nosso grupo de pesquisa para avaliação da atividade 

imunomoduladora. A violeta de genciana (Synth, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizada como 

controle positivo nos ensaios de citotoxicidade. A dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), um glicocorticoide sintético, foi utilizada como controle positivo nos ensaios de 

imunomodulação. A concanavalina A (Con A, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), um 

mitogeno sintético, foi utilizada como ativador policlonal de linfócitos. Todos os compostos 

foram dissolvidos em DMSO (PanReac, Barcelona, Espanha) e diluídos em meio de cultura 

celular para uso nos ensaios. 

 

 

 

Figura 2: Estrutura química da chalcona (E)-1-benzo[d] [1,3] dioxol-5-il)-3-(3bromo-4-etoxi-

5- metoxifenil) prop-2-en-1-ona (FERAI) (Silva, 2022) 

 

4.2. OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS 

Células de linhagem J774-G8 oriundas de tumor em camundongos BALB/C foram obtidas após 

descongelamento e cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified 

Eagle's médium - DMEM; Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) suplementado 

com 10% de soro bovino fetal (SBF, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 50 μg/mL de gentamicina 

(Novafarma, Anápolis, GO, Brasil). As células J774-G8 foram mantidas em cultura a 37°C e 
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5% de CO2. Ao atingirem 80 a 90% de confluência, as células foram retiradas das garrafas de 

cultura, centrifugadas, ressuspensas em meio DMEM (GIBCO-BRL) suplementado com 10% 

de SBF (Cultilab) e 50 μg/mL de gentamicina e contadas na câmera de Neubauer para posterior 

utilização nos ensaios. 

 

4.3. OBTENÇÃO DE LINFÓCITOS 

Os baços obtidos de camundongos BALB/C foram macerados em placa de petri com auxílio do 

êmbolo de uma seringa e, em seguida, os esplenócitos foram mantidos em estufa a 37ºC e 5% 

de CO2 em meio DMEM (GIBCO-BRL) suplementado com 10% SBF (Cultilab) e 50 μg/mL 

de gentamicina (Novafarma) para a execução dos demais experimentos. 

 

4.4. AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE 

Macrófagos da linhagem J774-G8 foram incubados em placa de 96 poços (2x106 células/poço) 

em meio DMEM (GIBCO-BRL), suplementado com 10% de SBF (Cultilab) e 50 µg/mL de 

gentamicina (Novafarma) e mantidos por 24 h em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Os compostos 

foram testados em séries de seis concentrações (100µM – 3,125 µM, diluições 1:2), em 

triplicatas e incubados por 72 horas. Foi adicionado 20 µL/poço de AlamarBlue (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) por um período de 4h. A leitura no espectrofotômetro (Molecular Devices 

SpectraMax M2e Multi-Mode Microplate Reader) foi realizada a 570 e 600 nm. Os valores de 

CC50 foram calculados utilizando data-points coletados de dois experimentos independentes no 

GraphPad Prism versão 9 (Graph Pad Software, San Diego, CA). 

 

4.5. DOSAGEM DE NITRITO E CITOCINAS 

Macrófagos J774-G8 foram incubados em placas de 96 poços contendo meio DMEM (GIBCO-

BRL) suplementado com 10% de SBF (Cultilab) e 50 µg/ml de gentamicina (Novafarma), em 

triplicatas e estimulados ou não com lipopolissacarídeo (LPS, 500 ng/mL, Escherichia coli 

sorotipo 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e IFN-´ (10 ng/mL, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), além de tratados ou não com FERAI em diferentes concentrações (50µM 

– 6,25 µM, diluições 1:2). As células foram mantidas em estufa a 37 oC e 5% CO2. Após o 

período de incubação de 4 h, os sobrenadantes livres de células foram coletados, para 
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quantificação de TNF-α, e 24 h, para quantificações de IL-1³, IL-12, IL-6, IL-10 e nitrito, e 

mantidos a -80 °C até o uso. 

Esplenócitos de camundongos BALB/c foram semeados em placas de 96 poços em meio 

DMEM (GIBCO-BRL) suplementado com 10% de SBF (Cultilab) e 50 μg/mL de gentamicina 

(Novafarma) a 37 °C e 5% de CO2. As células foram estimuladas ou não com 5 μg/mL de Con 

A (Sigma-Aldrich) na ausência ou presença de FERAI (10µM – 0,625 µM, diluições 1:2) ou 

dexametasona (5 μM, Sigma-Aldrich). Após 48 h de incubação, os sobrenadantes livres de 

células foram coletados e mantidos a -80o C até o uso para quantificação das citocinas IFN-´ e 

IL-2. 

As dosagens de citocinas em sobrenadantes de culturas de macrófagos foram determinadas por 

ensaio imunoenzimático - ELISA usando o kit DuoSet (R&D Sistemas; Minneapolis, MN, 

EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A produção de óxido nítrico no sobrenadante 

de macrófagos foi determinada através de seu produto oxidativo, o nitrito, pelo método de 

Griess (Green et al., 1982). A absorbância foi determinada em leitor de ELISA (Molecular 

Devices), com filtro de 450nm e 570nm, respectivamente. 

 

4.6. LINFOPROLIFERAÇÃO 

Esplenócitos de camundongos BALB/c foram cultivados em meio DMEM (GIBCO-BRL) 

suplementado com 10% de SBF (Cultilab) e 50 μg/mL de gentamicina (Novafarma), 

plaqueados a 1 × 106 células/poço em placas de 96 poços, em triplicatas, na presença de Con A 

(5 μg/mL, Sigma-Aldrich), do FERAI (50, 25 e 12,5 μM) ou dexametasona (Sigma-Aldrich) a 

0,5 μM e incubados por 72 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 1500 

rpm, o sobrenadante foi retirado e adicionado 100 µL de meio com o reagente CellTiter® e 

levado para leitura no leitor de luminescência (FilterMax F3 Multi-Mode Microplate Reader, 

Molecular Devices, San Jose, California, Estados Unidos). 

 

4.7. EDEMA DE PATA E ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

Grupos de camundongos BALB/c (n = 5) foram estimulados com carragenina a 2% (volume 

final de 20 ul/animal) na região subplantar das patas traseiras. O tratamento com o FERAI 

(formulação tópica a 1%) foi realizado diariamente e iniciado 4 horas após o estímulo com a 
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carragenina. Camundongos tratados com o creme base sem princípio ativo (veículo) foram 

utilizados como controles. O acompanhamento da espessura do edema na pata foi realizado 

com auxílio de um paquímetro antes do estímulo (tempo 0) e após 4, 24, 48 e 72 horas de 

tratamento. 

As patas inflamadas de camundongos BALB/c foram coletadas após a eutanásia desses animais, 

fixadas em solução de 10% formaldeído por 48 horas. Fragmentos de tecido foram incorporados 

em parafina e cortes (3–5 μm de espessura) foram obtidos e corados com hematoxilina e eosina 

convencionais e analisados qualitativamente por microscopia óptica (GUIMARÃES, 2009). 

 

4.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni 

foram utilizados para determinar a significância estatística das comparações entre os grupos nos 

estudos in vitro e in vivo. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 

quando o valor de p < 0,05. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa GraphPad 

Prism versão 9 (Graph Pad Software).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. FERAI APRESENTA BAIXA CITOTOXIDADE 

O FERAI apresentou valor de CC50 de 57,63 ± 11,84 μM, demonstrando uma citotoxicidade 

baixa para macrófagos murinos quando comparado a violeta de genciana (CC50 de 0,7 ± 0,09). 

A dexametasona, um dos glicocorticoides de referência no tratamento de doenças 

imunomediadas, apresentou o valor de CC50 de 33,83 ± 0,13 μM (Tabela 1). 

A citotoxicidade é um parâmetro inicial para avaliar o potencial de substâncias químicas em 

causar ou não danos às células e tecidos (O’Brien et al., 2000). Mello e colaboradores (2014) 

também observaram atividade não citotóxica de diferentes chalconas com o valor de CC50 

superior a 199 μM para macrófagos murinos. Na literatura também é descrito que as chalconas 

são pouco citotóxicas em outras linhagens celulares como A549 (células epiteliais de 

adenocarcinoma pulmonar), A498 (células de câncer renal humano), HeLa (células cervicais 

cancerosas), A375 (células de melanoma), HepG2 (células de carcinoma hepatocelular) 

(Letafat et al., 2013; de Mello et al., 2014; Otero et al., 2014; Burmaoglu et al., 2022), 

corroborando com os dados observados nos testes com o FERAI. 

Tabela 1. Avaliação da citotoxicidade do FERAI em macrófagos murinos da linhagem J774-

G8. 

MOLÉCULAS 
CC50 ± D.P 

Mφ J774-G8 
(µM) 

FERAI 57,63 ± 11,84 

DEXA 33,83 ± 0,13 

VG 0,7 ± 0,09 
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VG= Violeta de Genciana; DEXA: Dexametasona; CC50= concentração citotóxica de 50%. Valores calculados a 

partir de dois experimentos independentes. 

 

5.2. FERAI INIBE A PRODUÇÃO DE CITOCINAS E DE NITRITO POR 

MACRÓFAGOS ATIVADOS 

Em sequência, o efeito do FERAI na produção das citocinas IL-1³, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α 

e do nitrito por macrófagos ativados foi avaliado. A adição de LPS e IFN-´ às culturas estimulou 

a produção de NO e a secreção de todas as citocinas acima mencionadas. A produção de IL-1³ 

e de IL-10 diminuiu significativamente após 24 e 48 horas de tratamento com FERAI quando 

comparados ao grupo controle, apenas estimulado com LPS e IFN-´ (Figura 3 A, B, C e D). 

Após 24 horas de tratamento, a produção de IL-6 e IL-12 foram estatisticamente reduzidas na 

concentração de 10 µM (Figura 3 E e F). O FERAI também reduziu a produção de TNF- α após 

4 horas de tratamento (Figura 3 G). Além disso, o FERAI diminuiu a produção de NO em todas 

as concentrações testadas após 24 horas de tratamento (Figura 3 H). 
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Figura 3: Produção de citocinas e nitrito por macrófagos ativados após tratamento ou não 

com o FERAI. Dosagens de: (A e B) IL-1³ após 24 e 48 horas de tratamento, respectivamente; 

(C e D) IL-10 após 24 horas e 48 horas de tratamento, respectivamente; (E e F) IL-6 e IL-12 

após 24 horas de tratamento, respectivamente; (G) TNF-α após 4 horas de tratamento; (H) 

Nitrito após 24 horas de tratamento; (I) IL-12 após 24 horas de tratamento. Os asteriscos 

indicam a comparação entre as células estimuladas e tratadas com as células apenas estimuladas 

com o LPS (*p < 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001). Os dados são representativos de 

três experimentos realizados. 

Esses achados corroboram com o estudo recente realizado com células de câncer. Neste estudo 

foi observado que a chalcona 1-(4-(Metilsulfonil)fenil)-3-(feniltio)-3-(p-tolil)propan-1-ona 

diminuiu a produção das citocinas IL-1³, IL-6 e TNF-α, importantes citocinas pro-inflamatórias 

associadas à invasão, angiogênese e supressão da imunidade antitumoral (Nourbakhsh et al., 
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2023). Outros dois estudos em modelo animal observaram que chalconas são capazes de reduzir 

os níveis séricos das citocinas IL-4 e IL-10 (Zhao; Jiao; Wang, 2020; Mukherjee et al., 2022). 

Kim e colaboradores em 2014 também observaram resultados semelhantes em relação a 

produção de óxido nítrico em macrófagos murinos, o estudo relatou que a chalcona TI-I-174 

teve o potencial inibitório com IC50 de 5,75 μM. 

Estas citocinas são conhecidas por desempenharem papéis fundamentais na indução da 

inflamação por macrófagos. Há associação de elevados níveis de  TNF-α e de IL-6 com a 

pancreatite aguda (Staubli; Oertli; Nebiker, 2015) e ao aumento do risco de letalidade na 

infecção por SARS-COV-2 (Del Valle et al., 2020). A produção aumentada de IL-1³ e de TNF-

α é observada em casos de prostatite crônica e artrite gotosa, causando danos ao tecido articular 

(Ho et al., 2020) . Embora a IL-4 e a IL-10 sejam citocinas anti-inflamatórias, estudos 

demonstram que ambas podem ser prejudiciais em casos de esofagite eosinofílica ativa (Hirano 

et al., 2020) e tuberculose espinhal em coelho (Zhao; Jiao; Wang, 2020), respectivamente. A 

modulação dessas citocinas se torna crucial para o desenvolvimento de uma resposta protetora 

em diferentes enfermidades.  

 

5.3. FERAI INIBE A LINFOPROLIFERAÇÃO E PRODUÇÃO DE CITOCINAS EM 

LINFÓCITOS MURINOS ATIVADOS 

A influência do FERAI na proliferação e na produção de citocinas por esplenócitos murinos 

também foi avaliada. Esta molécula suprimiu a resposta proliferativa de linfócitos de forma 

dependente da concentração. Corroborando com este resultado, o FERAI reduziu 

significativamente a produção da citocina associada à proliferação de linfócitos, a IL-2 (Figura 

4). Além disso, o FERAI reduziu a produção do IFN-´ por linfócitos ativados (Figura 5). A 

dexametasona apresentou efeito inibitório sobre a linfoproliferação e a produção de citocinas, 

mesmo na concentração de 5 µM (Figuras 4 e 5). 
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Figura 4: Inibição da proliferação de linfócitos por FERAI. Esplenócitos BALB/c foram 

estimulados com Con A na presença ou não de FERAI (10, 5, 2,5 e 1,25 μM) ou dexametasona 

(Dexa; 5 μM). A proliferação foi avaliada após 72 horas de tratamento. Os valores representam 

as médias ± SEM de três determinações. Os asteriscos comparam as células estimuladas e 

tratadas com aquelas estimuladas com Con A (**p < 0.01, ****p < 0.0001). 

 

Figura 5: FERAI inibe a produção de citocinas de linfócitos. Esplenócitos BALB/c foram 

estimulados com Con A na presença ou não de FERAI (10, 5, 2,5 e 1,25 μM) ou dexametasona 

(Dexa; 5 μM). Mensurações de: (A) IL-2; (B) IFN-´, ambos após 24 horas de tratamento. Os 
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asteriscos indicam a comparação entre as células estimuladas e tratadas com as células apenas 

estimuladas com Con A (***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

Estudos demonstram que compostos derivados de chalconas inibem a proliferação de linfócitos 

ativados (Barfod et al., 2002; De León et al., 2003; Gao et al., 2009). A xantohumol inibiu a 

proliferação de linfócitos murinos nas concentrações de 40-1,25 uM, demonstrando atividade 

semelhante a observada em nosso estudo. Além disso, esse estudo também observou que a 

xantohumol foi capaz de diminuir a produção de citocinas Th1, como IL-2, IFN-´ e TNF-α 

(Gao et al., 2009). Barfod e colaboradores (2002) observaram que a Licochalcona A e outras 3 

derivações dessa chalcona inibiram a proliferação de linfócitos humanos nas concentrações de 

0,5-25 μM. Outro estudo analisou a atividade da 1-(2,3,4- trimethoxyphenyl)-3-(3-(2-

chloroquinolinyl)-2-propen1-one (TQ), a qual a também diminuiu a linfoproliferação de forma 

concentração dependente (De León et al., 2003). Nossos achados divergem de outro estudo, no 

qual os autores não conseguiram associar a diminuição da produção de IL-2 e INF- ´ após o 

tratamento com a hesperidina metil chalcona (HMC), de acordo com os autores, mais testes são 

necessários para entender a razão na qual a HMC não foi capaz de diminuir a produção dessas 

citocinas (Zhao; Jiao; Wang, 2020).  

A redução da ativação e da proliferação de linfócitos T desempenha um papel crucial na 

patogênese de doenças inflamatórias crônicas, infecções virais e rejeição de transplantes e 

tumores. Quando as células T são ativadas com agentes mitógenos como Con A, passam a 

expressar na sua superfície receptores de IL-2 e a produzir esta citocina, disparando a 

proliferação linfocitária (Zhou et al., 2020). Os linfócitos T ativados também começam a 

produzir IFN-´, essa citocina é liberada e induz o aumento da produção de outras citocinas pro-

inflamatórias em macrófagos. O IFN-´ juntamente com TNF-α potencializam a inflamação 

(Platanias, 2005). 

 

5.4. FERAI DIMINUI O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 

A partir dos resultados promissores observados nos ensaios in vitro, o potencial do FERAI em 

modular a inflamação em camundongos BALB/c foi avaliada. Para este fim, a carragenina foi 

injetada na região subplantar das patas traseiras, desencadeando uma reação inflamatória na 

área com formação de edema. Os grupos de camundongos foram tratados diariamente com o 

composto (formulação tópica a 1%) ou com o creme base sem princípio ativo (veículo). 
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Conforme observado na figura 6, o FERAI reduziu significativamente o tamanho do edema de 

pata quando comparado aos camundongos administrados apenas com o veículo, especialmente 

nos tempos de 4 e 72 horas. 

 

Figura 6: FERAI diminui o edema de pata induzido por carragenina. O edema da pata foi 

induzido por injeção subplantar de 0,2 ml de carragenina a 1% na pata traseira direita do 

camundongo BALB/c. Grupos de camundongos foram tratados com FERAI (formulação tópica 

a 1%) após 4 horas de indução do edema. O veículo refere-se ao grupo tratado apenas com o 

creme base sem princípio ativo. O grupo controle refere-se aos camundongos sem indução de 

edema e sem tratamento. O tamanho da lesão foi determinado pela avaliação semanal da 

diferença na espessura entre as almofadas plantares contralaterais infectadas e não infectadas. 

(a) *p <0,05; (b) **p<0,01 usando o teste ANOVA. Os valores representam as médias EP de 

cinco camundongos por grupo de um experimento de dois realizados.  

Alterações histopatológicas também se correlacionaram com a progressão da lesão. Os 

camundongos administrados apenas com o veículo tinham um intenso infiltrado inflamatório 

contendo macrófagos e linfócitos, com extensas áreas de edema (Figura 7B e C). Após o 

tratamento com FERAI, os camundongos apresentavam um tecido mais organizado e menor 

área de edema, apesar da presença dos mesmos tipos celulares (Figura 7D, E e F) 
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Figura 7: O tratamento tópico com FERAI diminui o crescimento da lesão. Após 4 horas 

de estímulo, os camundongos foram tratados com FERAI (formulação tópica a 1%). Após 72 

horas de tratamento, as patas estimuladas de camundongos BALB/c foram removidas e fixadas 

com solução de formaldeído (10%). Cortes de tecido foram corados por hematoxilina e eosina 

e observados sob microscopia de luz: (A) Patas de camundongos sem estímulo - controle; (B e 

C) Camundongos estimulados e não tratados – Veículo; (D, E e F) Camundongos estimulados 

e tratados com FERAI. Aumento x400. 

A carragenina é um agente oleoso que possui ação irritante no local onde foi administrado. 

Após as primeiras horas, ocorre a liberação de histamina e bradicinina, o que leva a uma reação 

em cadeia como dilatação dos vasos sanguíneos, aumento da permeabilidade vascular e 

extravasamento do líquido plasmático causando o edema. Em seguida, ocorre a diapedese 

leucocitária elevando-se a quantidade de neutrófilos e, em seguida, de macrófagos no tecido, o 

que acarreta no aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1³, IL-6 e TNF-α), 

exacerbando a inflamação (Winter; Risley; Nuss, 1962). 
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A indução do edema nas patas por carragenina é amplamente usado no intuito de avaliação de 

atividade anti-inflamatória. Calimag e colaboradores utilizaram essa metodologia para 

observação o papel da própolis de abelha sem ferrão das Filipinas na inflamação aguda, a 

própolis é enriquecida em flavonoides e ácidos fenólicos, o que a tornou capaz de atenuar o 

edema de pata causada por carragenina e níveis séricos de TNF-α, corroborando com os nossos 

resultados (Calimag et al., 2021). Em outro estudo, a chalcona TQ foi capaz de reduzir em 54% 

do edema de pata (De León et al., 2003). Pinheiro-Riberio e colaboradores analisaram que a 

HMC reduziu o edema de pata induzido por carragenina nos tempos de 1-5h nas concentrações 

de 30 e 100mg/kg (Pinho-Ribeiro et al., 2015). 

Elementos de halogênios, nos últimos anos, vem sendo incorporados ao desenvolvimento de 

novos fármacos. Na relação estrutura-atividade, os halogênios são utilizados principalmente 

para aumentar a permeabilidade da membrana e aumento da meia vida de fármacos, podendo 

impactar na seletividade do alvo e na lipofilicidade (Inspired; Marine; Space, 2017). O FERAI 

possui o bromo na sua constituição, o que possivelmente otimizou o seu potencial.  
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6. CONCLUSÃO 

O presente estudo demonstra que o FERAI possui importante atividade imunossupressora e 

anti-inflamatória, inibindo a proliferação de linfócitos e a secreção de citocinas por linfócitos e 

macrófagos murinos in vitro e modulando as alterações teciduais em resposta ao edema de pata 

em modelo experimental in vivo.  
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ANEXOS 

Anexo 1: Submissão do artigo intitulado <INHIBITION OF THE IMMUNE RESPONSE BY 

NEW BROMINATED CHALCONE ON MACROPHAGES AND LYMPHOCYTES IN 

VITRO AND IN EDEMA MURINE MODEL= à revista Brazilian Journal of Pharmaceutical 

Sciences. 
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Abstract 

Disturbances in the immune system function can result in immune-mediated disease. This 

dysregulation involves an imbalance between mediators produced by different cell types, 

including macrophages and lymphocytes. Compounds stimulating or inhibiting the immune 

response have been investigated to prevent these diseases. Here, we evaluated the potential of 

the new brominated chalcone (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(3-bromo-4-ethoxy-5-

methoxyphenyl)prop-2-en-1-one (FERAI) to modulate the immune response of macrophages 

and lymphocytes in vitro and in paw edema murine model. FERAI presented low cytotoxicity 

and reduced the production of pro-inflammatory cytokines in macrophages (IL-1ò, IL-6, IL-12 

e TNF-ñ) and lymphocytes (IL- 2 and IFN-´), when compared to stimulated but untreated cells. 

Curiously, FERAI also reduced significantly the production of IL-10 at all tested 

concentrations. Moreover, FERAI inhibited lymphocyte proliferation in a concentration-

dependent fashion. Additionally, FERAI was able to reduce paw edema and inflammatory 

infiltrate in BALB/c mice. These results provide directions for future studies with FERAI and 

its important pharmaceutical and immunomodulatory value.  

Keywords: Macrophages, Lymphocytes, Chalcones, Immunomodulation, Inflammation. 
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INTRODUCTION 

Drug therapy for immune-mediated diseases is primarily directed toward reducing excessive 

inflammation and relieving symptoms. However, patient adherence can be complicated due to 

serious side effects, high dosages, and long treatment time. Faced with these challenges, the 

search for therapeutic alternatives is constant (Bullock et al., 2019). Chalcones and their 

derivatives, belonging to the flavonoid class, have gained evidence in recent years due to their 

wide spectrum of applications, their chemical and biological properties, as well as their 

structural versatility (Jasim et al., 2021). Chalcones are fundamental constituents of several 

medicinal and edible plants. These substances are chemically characterized by two aromatic 

rings linked by a three-carbon aliphatic chain. Extracted from plants such as licorice, apples, 

tomatoes and finger roots, chalcones have gained attention due to their wide spectrum of 

applications and chemical and biological properties (Gomes et al., 2017). Studies have 

demonstrated that chalcone derivatives have pharmacological and biological activities of 

interest, with antioxidant, anti-inflammatory (Sumiyoshi et al., 2015), antiparasitic, 

antimicrobial (Rodrigues et al., 2016), antiviral (Uchiumi et al., 2003) and antitumor 

(Sumiyoshi et al., 2015). 

This broad spectrum of biological actions together with the versatility of this class of molecules, 

leads to the obtaining of new chemical structures of chalcones and reinforces the need to 

develop alternative treatments that are less toxic and more accessible to patients with different 

diseases that affects the immune system (Gomes et al., 2017). Our research group has been 

dedicated to evaluating the antiparasitic and immunomodulatory activity of chalcones and their 

derivatives. In silico predictive studies suggested a immunomodulatory activity of bromo-

chalcone (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(3-bromo-4-ethoxy-5-metoxyphenyl)prop-2-en-1-

one (FERAI) (data not shown). In the present study we aimed to investigate the 

immunomodulatory potential of FERAI chalcone in murine macrophages and lymphocytes and 

its anti-inflammatory potential in experimental model of paw edema. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animals 

Male 4- to 6-weeks old BALB/c mice were used. All mice were raised and maintained at the 

animal facilities of the Gonçalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, Brazil, 

in rooms with controlled temperature (22 ± 2 °C) and humidity (55 ± 10%) and continuous air 

renovation. Animals were housed in a 12 h light/12 h dark cycle and provided with rodent diet 

and water ad libitum. The protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use 

Committee, Ethics Committee for Animal Experimentation of FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ 

Permit Number: L-IGM-004/2019) 

Drugs 

The synthesis of the new chalcone (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(3-bromo-4-ethoxy-5-

metoxyphenyl)prop-2-en-1-one was carried out at the Organic Chemistry Laboratory of the 

Postgraduate Program in Natural and Synthetic Bioactive Products at the Federal University of 

Paraíba, and was kindly provided to our research group for biological analysis. Briefly, FERAI 

resulted from a bromination on vanillin, followed by ethylation and aldol condensation. Gentian 

violet (Synth, São Paulo, SP, Brazil) was used as positive control in cytotoxicity assays. 

Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), a synthetic glucocorticoid, was used as 

a positive control in immunomodulation assays. All compounds were dissolved in DMSO 

(PanReac, Barcelona, Spain) and diluted in cell culture medium for use in the assays.  

Assessment of cytokines and nitric oxide production  

Cytokine concentrations in supernatants from J774 macrophage (2 × 105 cells/well) and 

splenocytes (2 × 105 cells/well) were determined by enzyme-linked immunesorbent assay 

(ELISA) using the DuoSet kit (R&D Systems; Minneapolis, MN, USA), according to the 

manufacturer's instructions. After incubation with a streptavidin-peroxidase conjugate (Sigma-

Aldrich), the reaction was developed using H2O2 and 3,3,5,5- tetramethylbenzidine (Sigma-

Aldrich) and the absorbance at 450 nm wavelength read using a spectrophotometer. Estimation 

of nitric oxide production was done indirectly through determination of nitrite concentrations 

in macrophage culture supernatants collected 24 h after incubation, using the Griess method 

(Green et al., 1982). 

Lymphoproliferation 
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BALB/c mice splenocytes suspension was prepared in DMEM medium supplemented with 

10% of FBS and 50 μg/mL of gentamycin and plated in 96-well plates at 1 × 106 cells/well, in 

triplicate, in the presence of Con A (2 μg/mL, Sigma-Aldrich). Activated splenocytes were 

incubated in the absence or presence of FERAI (10 – 1,25 μM) or dexamethasone at 0,5 μM, 

as reference drug. After 72 h of incubation, the plate was centrifuged for 5 minutes at 1500rpm, 

the supernatant was removed and 100 μL was added of medium with the CellTiter® reagent to 

each well and taken for reading in the luminescence reader (FilterMax F3 Multi-Mode 

Microplate Reader, Molecular Devices, San Jose, USA). The analysis was performed using the 

GraphPad Prism version 9 program (Graph Pad Software, San Diego, CA). 

Paw Edema and Histopathological Analysis 

BALB/C mice were stimulated with 2% carrageenan (final volume of 20 µL/animal) in the 

subplantar region of the hind paws. Treatment was started 4 hours after the stimulus and 

continued daily with the compound (1% topical formulation) or vehicle (group treated with 

base cream without active ingredient). Paw thickness was monitored with the aid of a caliper 

before the stimulus (time 0) and after 4, 24, 48 and 72 hours. 

Inflamed paws from BALB/C mice were collected after euthanasia of these animals and fixed 

in a 10% formaldehyde solution for 48 hours. Tissue fragments were embedded in paraffin and 

sections (3-5μm thick) were obtained and stained with conventional hematoxylin and eosin and 

analyzed by optical microscopy (Guimarães et al., 2009).  

Statistical Analyses 

The one-way ANOVA test followed by the Bonferroni multiple comparisons post-test were 

used to determine the statistical significance of comparisons between groups in in vitro studies. 

The results were considered statistically significant when the p value < 0.05. All analyzes were 

performed using GraphPad Prism version 9 (Graph Pad Software, San Diego, CA).  
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RESULTS 

FERAI presents low cytotoxicity, modulates the production of nitric oxide and 

proinflammatory cytokines in activated macrophages and lymphocytes and reduces 

lymphocyte proliferation. 

FERAI had a CC50 value of 57.63 ± 11.84, demonstrating low cytotoxicity for murine 

macrophages when compared to gentian violet (CC50 of 0.7 ± 0.09) and dexamethasone (CC50 

= 33.83 ± 0.13), one of the reference glucocorticoids in the treatment of immune-mediated 

diseases. Subsequently, the effect of FERAI on the production of nitrite, cytokines by activated 

macrophages was evaluated. FERAI reduced TNF-α production after 4 hours of treatment 

(Figure 1A). Furthermore, FERAI decreased IL-1 , IL-10 and NO production at all 

concentrations tested after 24 hours of treatment (Figures 1B, 1E and 1F). At this same time, 

IL-6 and IL-12 production were significantly reduced only at the highest concentration tested 

(10 uM) (Figures 1C and 1D). The influence of FERAI on proliferation and cytokine production 

by murine splenocytes was also evaluated. This molecule suppressed the lymphocyte 

proliferative response in a concentration-dependent matter (Figure 1I). Corroborating this 

result, FERAI significantly reduced the production of cytokine associated with lymphocyte 

proliferation, IL-2 (Figure 1H). Furthermore, FERAI reduced the production of IFN-´ by 

activated lymphocytes (Figure 1G). Dexamethasone had an inhibitory effect on 

lymphoproliferation and cytokine production, even at a concentration of 0.05μM (Figure 1). 

 

FERAI reduces carrageenan-induced paw edema 

Based on the promising results observed in in vitro assays, the potential of FERAI to modulate 

inflammation in BALB/c mice was evaluated. For this purpose, carrageenan was injected into 

the subplantar region of the hind legs, triggering an inflammatory reaction in the area with the 

formation of edema. The groups of mice were treated daily with the compound (1% topical 

formulation) or with the base cream without active ingredient (vehicle). As seen in figure 2, 

FERAI significantly reduced the size of paw edema when compared to mice administered only 

the vehicle, especially at 4 and 72 hours. Histopathological changes also correlated with lesion 

progression. Mice administered vehicle alone had an intense inflammatory infiltrate containing 

macrophages and lymphocytes, with extensive areas of edema (Figure 2B). After treatment with 
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FERAI, the mice had more organized tissue and a smaller area of edema, despite the presence 

of the same cell types (Figure 2C). 
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Discussion 

Halogen elements, in recent years, have been incorporated into the development of new drugs. 

In the structure-activity relationship, halogens are maily used to increase membrane 

permeability and increase half-life, which can impact target selectivity and lipophilicity 

(Inspired; Marine; Space, 2017). The presence of the bromine molecule in FERAI may have 

optimized the immunomodulatory potential of FERAI.  

Cytotoxicity is an initial parameter to evaluate the activity of chemical substances to cause or 

not damage to cells and tissues. Mello and colleagues (2014) observed non-cytotoxic activity 

of different chalcones with a CC50 value greater than 199μM for murine macrophages. In the 

literature it is also described that chalcones are less cytotoxic in other cell lineages such as A549 

(lung adenocarcinoma epithelial cells), A498 (human kidney cancer cells), HeLa (cervical 

cancer cells), C375 (melanoma cells), HepG2 (hepatocellular carcinoma cells) (de Mello et al., 

2014), corroborating the data observed in tests with FERAI.  

Cytokines are known to play key roles during macrophage inflammation. There is an 

association between high levels of TNF-α and IL-6 with acute pancreatitis (Staubli; Oertli; 

Nebiker, 2015) and an increased risk of lethality in SARS-COV-2 infection (Del Valle et al., 

2020). Increased production of IL-1³ and TNF-α is observed in cases of chronic prostatitis and 

gouty arthritis, causing damage to joint tissue (Ho et al., 2020). Although IL-4 and IL-10 are 

anti-inflammatory cytokines, studies show that both can be harmful in cases of active 

eosinophilic esophagitis (Hirano et al., 2020) and spinal tuberculosis in rabbits (Zhao; Jiao; 

Wang, 2020), respectively. Moreover, reduced activation and proliferation of T lymphocytes 

plays a crucial role in the pathogenesis of chronic inflammatory diseases, viral infections, and 

transplant and tumor rejection. Activated T lymphocytes initiate the production of IFN-´ and 

this cytokine induces production of other pro-inflammatory cytokines by macrophages. IFN-´ 

and TNF-α potentiates inflammation (Platanias, 2005). In our study, the modulation of these 

cytokines by FERAI provides directions for future studies and becomes crucial for the 

development of a protective response in different diseases.  

The induction of paw edema by carrageenan is widely used to evaluate anti-inflammatory 

activity. Carrageenan is an oily agent with irritating action, causing damage to the injected site. 

After the first few hours, histamine and bradykinin are released, which leads to a chain reaction 

such as dilation of blood vessels, increased vascular permeability and plasma fluid 

extravasation, causing edema. Leukocyte diapedesis then occurs, increasing the number of 
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macrophages in the tissue, which leads to an increase in the production of pro-inflammatory 

cytokines (IL-1³, IL-6 e TNF-α), exacerbating inflammation (Winter; Risley; Nuss, 1962). 

Calimag and collaborators used this methodology to observe the role of stingless bee propolis 

from the Philippines in acute inflammation. Propolis is enriched in flavonoids and phenolic 

acids, which made it capable of attenuating paw edema caused by carrageenan and serum levels 

of TNF-α (Calimag et al., 2021), corroborating with our results. In another study, chalcone TQ 

was capable of reducing paw edema by 54% (De León et al., 2003). Pinheiro-Ribeiro and 

collaborators analyzed that HMC reduced paw edema induced by carrageenan within 1-5 hours 

at concentrations of 30 and 100mg/kg (Pinho-Ribeiro et al., 2015). 
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Conclusion 

The present study demonstrates that FERAI has important immunosuppressive and anti-

inflammatory activity, inhibiting the proliferation of lymphocytes and the secretion of cytokines 

by murine lymphocytes and macrophages in vitro and modulating tissue changes in response to 

paw edema in an in vivo experimental model. 
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Figure legends 

Figure 1: FERAI inhibits nitric oxide, cytokines production by activated macrophages 

and lymphocytes, and lymphoproliferation. TNF-α dosage after 4 hours of treatment (A) and 

IL-1³ (B); IL-6 (C); IL-12 (D); IL-10 (E); NO (F); IFN-´ (G); IL-2; (H) dosages after 24 hours 

of treatment. Lymphocyte proliferation was assessed after 72 hours of treatment. Values 

represent the means ± SEM of three determinations (*p < 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, 

****p< 0,0001).  

Figure 2: FERAI reduces carrageenan-induced paw edema. (A) Edema was induced by 

subplantar injection of 0.2mL of 1% carrageenan into the right hind paw of the BALB/c mouse. 

Groups of mice were treated with FERAI 1% topical formulation after 4 hours of edema 

induction. The vehicle refers to the group treated only with the base cream. The control group 

refers to mice without edema and treatment. *P <0,05 and **P <0,01 compared vehicle to 

FERAI treated group. After 72 hours of treatment, paws were removed and fixed with 

formaldehyde solution (10%). Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin and 

observed under light microscopy, x400. (B) Non-treated mice; (C) Vehicle-treated mice; (D) 

Mice treated with FERAI.  
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Figures 

FIGURE 1: 
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FIGURE 2: 

 


