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RESUMO

A talidomida é utilizada no tratamento de diversas doencgas incluindo o eritema
nodoso leproso (ENL), uma complicacdo inflamatoria da Hanseniase. Contudo,
apresenta atividade teratogénica severa e novos analogos podem ser usados no
tratamento da doenca sem apresentar este efeito colateral. Uma série de compostos
diaminicos contendo duas subunidades ftalimidicas abertas foram escolhidos como
analogos da talidomida. Nossos resultados mostram que compostos contendo dois
grupos ftalimidicos podem ser facilmente obtidos em elevada quantidade através da
condensacédo de anidrido ftalico ou anidrido 3-nitroftalico com diferentes diaminas
comercialmente disponiveis. O efeito destes compostos na producédo de TNF-a, IL-
12, IL-10 e NO, e na expressdo de CD80 e CD86 em ceélulas J774A.1 estimuladas
com LPS/IFN-y foi investigado. O nivel de mRNA para TNF-q, IL-12, IL-10 e iNOS
em J774A.1 foi analisado por RT-PCR em tempo real. Células do sangue periférico
humano (PBMC) foram usadas para avaliar a produgdo de TNF-a, IL-6, IFN-y,
CXCL9 e CXCL10. A producédo de citocinas foi avaliada por ELISA, a producéo de
NO pelo método de Griess, e a expressao de CD80, CD86, CXCL9 e CXCL10 por
citometria de fluxo. As células J774A.1 foram incubadas com diferentes
concentracdes dos compostos (entre 1 a 880 uM) e apds 1h foram estimuladas com
LPS (1 pg/ml) e IFN-y (0,4 ng/ml) por 18h. PBMC humano foi incubado de forma
similar e estimulado com LPS (2 pg/ml). Trés compostos inibiram de forma elevada a
producdo de TNF-qa, IL-12 e NO, conquanto que aumentaram a producao de IL-10.
Além disto, inibiram a expressdo de CD80, mas ndo de CD86. Os resultados
analisados por RT-PCR em tempo real indicaram que esses compostos atuaram em
eventos poés-transcricionais. Os compostos N, N'-Di-(2-carboxi-benzoil)-1,3-
propanodiamina, N, N'-Di-(2-carboxi-3-nitro-benzoil)-1,2-etilenodiamina e N, N'-Di-(2-
carboxi-3-nitro-benzoil)-1,6-hexanodiamina inibiram mais a producdo de TNF-a do
que a talidomida (ICsp de 55uM, 5uM, 6,1uM e 220uM, respectivamente) e também
tiveram efeito inibitorio na producéo de IFN-y, IL-6, CXCL9 e CXCL10. Os compostos
nao tiveram efeito na viabilidade celular avaliada por azul de Trypan e por MTT. Este
trabalho mostra a sintese e caracterizacdo de novos analogos da talidomida, obtidos
em bom rendimento utilizando metodologia simples. Nossos resultados sugerem que
a potencial atividade anti-inflamatéria e imunorregulatéria destes compostos
diaminicos apresentam potencial aplicacéo no tratamento de ENL e outras doencas.

Palavras-chave: analogos da talidomida, macrofagos, atividade anti-inflamatdria,
citocinas, NO, CD80.



ABSTRACT

Thalidomide is used to treat various diseases including erythema nodosum leprosum
(ENL), an inflammatory complication of leprosy. However, it has severe teratogenic
activity and novel thalidomide analogues might be used to treat the disease without
this severe side effect. A series of diamine compounds containing two hydrolyzed
phthalimido structures were chosen as analogues of thalidomide. Our results show
that compounds bearing two phthalimido units could easily be obtained in high yield
by condensation of phthalic or 3-nitrophthalic anhydride with the different diamines
comercially available. The effects of these compounds on production of TNF-a, IL-12,
IL-10 and NO, and on expression of CD80 and CD86 in LPS/IFN-y stimulated
J774A.1 cells were investigated. The level of TNF-a, IL-12, IL-10 and iINOS mRNA in
J774A.1 was analyzed by real time RT-PCR. Human peripheral blood (PBMC) was
used to evaluate TNF-a, IFN-y, CXCL9 and CXCL10 production. Cytokine production
was evaluated by ELISA, NO production by the Griess assay, and CD80, CD86,
CXCL9 and CXCL10 expression by cytometry. J774A.1 cells were incubated with
different concentrations of the compounds (between 1 and 880 puM) and after 1h
stimulated with LPS (1 pg/ml) and IFN-y (0,4 ng/ml) for 18h. Human PBMC were
similarly incubated with the compounds and stimulated by LPS (2 ug/ml). Three
compounds greatly inhibited TNF-a, IL-12 and NO production while enhancing IL-10.
In addition, CD80 expression was inhibited, but not CD86. The result analyzed by
real time RT-PCR indicates that these compounds act in the blocking of post-
transcriptional events. The compounds N, N'-Di-(2-carboxy-benzoyl)-1,3-
propanediamine, N, N'-Di-(2-carboxy-3-nitro-benzoyl)-1,2-ethylenediamine e N, N'-Di-
(2-carboxy-3-nitro-benzoyl)-1,6-hexanediamine inhibited TNF-o production by PBMC
greater then thalidomide (ICso de 55uM, 5uM, 6.1uM and 220uM, respectively) and
also had a inhibitory effect on IFN-y, IL-6, CXCL9 and CXCL10 production. The
compounds had no effect on cell viability, evaluated by Trypan blue exclusion and
MTT assay. This work describes the synthesis and characterization novel thalidomide
analogues, prepared in good yields using simple methodology. Our results suggest
that the potential anti-inflammatory and immunomodulatory activity of these diamine
compounds is potentially applicable in treating ENL and other diseases.

Keywords: thalidomide analogs, macrophage, anti-inflammatory activity, cytokine,
NO, CD80.
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1 INTRODUCAO

1. 1. Histérico da talidomida

A talidomida, [(x)-N-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona ou (+)-
ftalimidoglutarimida (Fig. 1a)], analogo estrutural da glutetimida (Fig. 1b), foi
sintetizada pela primeira vez em 1953 pela empresa farmacéutica CIBA da Suica.
Contudo, a aparente falta de efeitos farmacoldgicos levou a empresa a suspender as
pesquisas Os quimicos da companhia farmacéutica da Republica Federal da
Alemanha (Ocidental), “Chemie Grinenthal’, Wilhelm Kunz e Herbert Keller
sintetizaram-na em 1954 e mantiveram seu desenvolvimento (RANDALL, 1990).
Kunz e colaboradores (1956) publicaram o primeiro artigo descrevendo os efeitos
farmacoldgicos da talidomida. A empresa disponibilizou a talidomida sob o nome de
Contergan como composto de efeito hipnético, sedativo e tranquilizante. Estudos
experimentais mostraram que administracoes de 100-500mg/kg de talidomida a
camundongos, cobaios e coelhos por 30 dias apresentaram ser bem toleraveis,
levando entdo os pesquisadores da “Chemie Grunenthal” a proporem que a
talidomida seria um sedativo-hipnético benéfico sem apresentar risco de morte por
suicidio, ao contrario de alguns medicamentos da época (BOTTING, 2001). Os
resultados de testes para verificar a atividade sedativa da talidomida em animais nao
foram muito promissores. Porém, o perfil sedativo-hipnético da talidomida foi bem
caracterizado em humanos, principalmente para o tratamento de epilepsia como um
anticonvulsivante, sendo que essa atividade nado foi caracterizada em varias
espécies de animais estudadas (KELSEY, 1967). Além disso, possui propriedades
gue combatem a insdnia e atua no tratamento contra enjdos matinais em mulheres
gravidas. A talidomida apresentou rapida acéo e efeito sedativo mais profundo e de
longa duragdo em comparagdo com outros farmacos sedativos, como fenobarbital e
glutetimida. Além disso, ndo afetou na capacidade de coordenacdo em
camundongos, mesmo em doses maiores que as correspondentes para efeitos
sedativos. Doses da talidomida excedendo 5000mg/kg nao foram letais em roedores.
Entretanto 600mg/kg de fenobarbital e 300mg/kg de glutetimida, respectivamente,
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foram o suficiente para matar metade dos roedores do grupo teste (BOTTING,
2001).

Em 1956, a talidomida alcancou o mercado alemdo como um farmaco néo-
toxico e sedativo-hipnético, tornando-se o medicamento mais vendido na Alemanha
para o tratamento da insonia (ZWINGENBERGER e WNENDT, 1996). No final de
1950, 14 empresas farmacéuticas comercializavam a talidomida em 46 paises,
incluindo paises da Europa e América do Sul, Canada e outras regides. Apesar da
ampla comercializagdo, a talidomida nao obteve licenga do Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da América para 0 uso neste pais, tendo
em vista que, segundo os critérios da FDA, seria necessario aprofundar a
experimentacdo devido a ocorréncia de neurites periféricas traduzidas por intensas
céibras, fraqueza muscular e perda de coordenagcdo motora, reportadas a época em
pessoas que fizeram uso da talidomida (KELSEY, 1988).

O composto tornou-se amplamente popular na Alemanha e, em alguns casos,
sendo comercializado sem prescricdo médica em funcdo da sua aparente margem
de seguranca. No entanto, em 1958, a empresa alemd comecou a receber
notificacdes de neuropatias periféricas (KELSEY, 1967). A correlacdo entre o seu
uso e o aparecimento de focomelia, caracterizada pelo desenvolvimento irregular de
bracos e/ou de pernas nos filhos de mulheres que tinham usado o composto durante
a gravidez, ndo foi percebida claramente a época (BORGES e FROEHLICH, 2003).
McBride (1961) e Lenz e colaboradores (1962) descreveram malformacées em
membros e no intestino de criangcas nascidas de maes que usaram a talidomida
durante a gestacdo. O uso da talidomida durante o primeiro trimestre de gestacao
conduziu a elevadas taxas de focomelia, defeitos nos 0ssos longos, auséncia de
orelhas, malformacdes no palato, anomalias cardiacas e gastrointestinais
(MELCHERT e LIST, 2007).

Assim, apOs trés anos de comercializacdo e ap0Os intensa pressao da
imprensa, a talidomida foi retirada do mercado em 1961, deixando um tragico saldo
de oito mil criangas com mal-formacdo congénita em 46 paises, inclusive no Brasil
(BORGES e FROEHLICH, 2003). A médica Frances Kelsey, que ndo aprovou 0 uso
da talidomida no mercado americano, recebeu o titulo Presidential Medal of Freedom
e manteve o papel da FDA ativo por décadas como simbolo de vigilancia no
tratamento envolvendo questdes de risco (BREN, 2001).
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Depois de 4 anos, em 1965, foi reportado pela primeira vez pelo médico
dermatologista Jacob Sheskin os efeitos clinicos da talidomida em pacientes com
Eritema Nodoso Leproso (ENL), uma complicacdo imuno-inflamatéria que afeta
pacientes com Hanseniase (BOCHUD, et al. 2008). Segundo a revisdo de LIMA,
FRAGA e BARREIRO (2001), o médico dermatologista Jacob Sheskin observou uma
reducdo da dor e dos processos inflamatérios associados ao leproma apds o
tratamento com talidomida, identificando novas propriedades antiinflamatorias deste
farmaco. Esses resultados estimularam novas pesquisas a respeito dos efeitos da
talidomida em lepromas e em outras enfermidades relacionadas a processos
inflamatdrios. Apesar de seus efeitos na reducéo de febres, suores noturnos, e lesdo
de pele em pacientes com ENL, somente em 1998 a talidomida recebeu da FDA

autorizacdo para seu uso nessa indicagao (TEO et al., 2002).

0 0
N NH o)
Et N
N
o O o) H
Talidomida (a) Glutetimida (b)
Sedativo-Hipnotico Sedativo-Hipnético

Figura 1 Representacdo estrutural da talidomida e glutetimida (adaptado de LIMA, FRAGA e
BARREIRO, 2001)

1. 2. Caracteristicas quimicas e farmacoldgicas da talidomida

A talidomida contém um grupo glutarimidico com um unico centro quiral na
posicdo 3’ e um grupamento ftalimida (Fig. 2a) e consiste numa mistura racémica
com dois enantibmeros ativos, S(-) e R(+) (Fig. 2b).

Acreditava-se que a isoforma S(-) correspondesse ao enantibmero
relacionado aos efeitos teratogénicos e que o enantibmero R(+) fosse relacionado
aos efeitos sedativos. Com isso, procedimentos executados para a purificacdo da
isoforma R(+), visando-se otimizar sua aplicacdo clinica, resultaram numa rapida
interconversdo dos isbmeros em condi¢des fisiologicas. Ou seja, a aplicacdo do

enantidmero puro resulta em embriopatia. Além disso, estudos demonstraram que as
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duas formas foram teratogénicas em modelos utilizando-se coelhos da linhagem
Nova Zelandia Branco, que sao susceptiveis aos efeitos teratogénicos da talidomida.
Logo, foi evidenciado que a relacdo entre a estereoespecificidade e o efeito
teratogénico € dependente do modelo animal (ERIKSSON, BJORKMAN e
HOGLUND, 2000; FABRO, SMITH e WILLIAMS, 1967). Por outro lado, segundo Teo
e colaboradores (2004), o enantidbmero (S-) € responsavel pela atividade anti-fator de
necrose tumoral (TNF)-a enquanto que o (R+) € responsavel pelo efeito sedativo
mediado por receptores de sono. Conforme enunciado por Wnendt e Zwingenberger
(1997), a falta de separacdo entre estereoespecificidade relacionada a atividade
sedativa e inibitéria em relacdo a teratogenicidade e também a rapida racemizacéao
da talidomida contradizem a hipétese de que o uso do enantibmero puro preveniria 0

efeito tragico da talidomida.

(a) 0, o
N-i 3~ NH
o! O
(b) fo) Ftalimida Glutarimida o

N (9]
3
Rapida interconversiao
o) fo) em pH fisiolégico (o) fo)
R(+)-talidomida S(-)-talidomida

.

Figura 2 Representacao estrutural dos grupamentos da talidomida (a) e dos seus enantibmeros (b)
(adaptado de FRANKS, MACPHERSON e FIGG, 2004).

A baixa solubilidade em agua apresentada pela talidomida resulta na sua
administracdo via oral, cujo pico da concentracdo plasmatica detectavel em 3-6
horas é dependente da dose. Uma vez ingerida, a talidomida € clivada por hidrélise
nao-enzimatica em mais de 12 a 20 diferentes tipos de metabdlitos, sendo pouco
metabolizada no figado (SCHUMCHER et al., 1965). Segundo a revisdo de Lima,
Fraga e Barreiro (2001), mais de 90% do farmaco absorvido é eliminado através das
fezes e urina com 48 horas e estudos sobre o destino metabdlico da talidomida,
evidenciaram que a droga apresenta instabilidade em solu¢do aquosa, onde em pH
acido (pH=6,0) observou-se hidrélise espontanea do anel glutarimidico (Fig. 3a e
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3b). Contudo, em pH fisiolégico (7,4) (Fig. 3c e 3d) a talidomida sofre metabolismo
de 28% na primeira hora de ensaio, sendo os metabdlitos identificados como
produtos de hidrélise do anel ftalimidico e glutarimidico. Por outro lado, em pH=8,0
sua taxa de metabolizacdo é consideravelmente aumentada (66% na primeira hora)
evidenciando que o metabolismo in vivo da talidomida é estritamente relacionado ao

pH do sistema.

pH =6,0 Z\ pH =6,0

Talldomlda

CO,H o) CONH,
N N
CONH, CO,H
o) o)
() (b)
pH =7,4 pH=74
pH =8,0 pH=8,0
0 CONH, O  COzH
QX oo [ oo
CO,H CO,H
(c) (d)

Figura 3 Principais metabdlitos in vivo da talidomida (adaptado de LIMA, FRAGA e BARREIRO,
2001).

1. 3. Efeitos da talidomida na producé&o de citocinas

Estudos mostram que a talidomida possui capacidade de influenciar tanto em
aspectos da imunidade inata quanto adquirida, reforcando o amplo espectro de
atuacao desta substancia (PARAVAR e LEE, 2008).

Um mecanismo importante no qual a imunidade inata exerce seu papel
imunorregulatério é através da producgdo de citocinas e quimiocinas. Citocinas como
IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a podem apresentar importante papel na patogenia de
diversas desordens imunoldgicas.

A citocina TNF-o apresenta uma atividade multifuncional, desempenhando

papel na apoptose e sobrevivéncia das células, bem como resposta inflamatoria e
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imune (HORSSEN et al., 2006). Sampaio e colaboradores (1991) demonstraram em
trabalhos pioneiros que pacientes com Hanseniase apresentavam niveis elevados
da substancia moduladora TNF-a e que a talidomida demonstrou capacidade de
inibir a producéo desta citocina por monacitos. A identificacdo de umas das formas
de atuacéo da talidomida no sucesso do tratamento do ENL levou ao renascimento
do interesse sobre a talidomida e estimulou o estudo de seus analogos (SAMPAIO et
al., 2006). Tavares e colaboradores (1997) demonstraram também este efeito em
macrofagos alveolares humanos de pacientes com tuberculose, estimulados in vitro
com lipopolissacarideo (LPS). Em contrapartida, a talidomida ndo apresentou efeito
inibitério quanto a producdo de TNF-a em macréfagos alveolares bovino
estimulados com LPS de Mannheimia haemolytica e leucotoxina (MALAZDREWICH
et al., 2004), e em células T humanas a partir de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) estimuladas com anticorpos anti-CD3 (CORRAL et al., 1999).
Portanto, apesar de sua capacidade geral em inibir a produgéo de TNF-a conforme
estudos in vitro, o efeito inibitério € dependente do estimulo e da célula utilizada.

Pacientes com ENL, onde os niveis da citocina TNF-o estdo elevados no
plasma bem como h& grande liberacdo de TNF-o por parte de mondcitos, a
talidomida ndo somente melhorou as manifestacdes clinicas como também reduziu
0s niveis séricos de TNF-a (SAMPAIO et al., 1992; SAMPAIO et al., 1993). Barnhill e
colaboradores (1984) mostraram que a talidomida possui a capacidade de inibir a
atividade fagocitaria de neutrofilos e mondcitos, sem causar efeito citotoxico. Este
processo poderia contribuir para explicar a forma de atuacdo da talidomida em
processos inflamatorios que culminam com acumulo de células mononucleares. As
células fagociticas utilizam enzimas lisossomais, ativacdo do burst respiratorio,
processo que envolve producdo de perdxido de hidrogénio e anion superoxido, e a
producdo de oxido nitrico (NO) para combater os patdgenos. Nielsen e Valerius
(1986) demonstraram que a talidomida aumenta a liberacéo de anion superéxido por
neutroéfilos. Contudo, outro estudo mostrou que a talidomida ndo apresenta efeito no
burst respiratério de neutréfilos (DUNZENDORFER et al., 1997).

Pacientes com tuberculose tratados com talidomida apresentaram niveis
reduzidos de TNF-o tanto in vitro quanto in vivo bem como ganho de peso
(TRAMONTANA et al. 1995). O mesmo efeito foi observado em pacientes com o

virus da imunodeficiéncia humana (HIV)-1 tratados com talidomida mostrando
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significante queda de TNF-o e dos niveis da carga viral, com ganho de peso
significativo em pacientes com tuberculose HIV-1 positivos (KLAUSNER et al. 1996).

A interleucina (IL)-6 é uma importante citocina envolvida na interacdo e
proliferacdo de células do mieloma multiplo (MM) e células endoteliais da medula
0ssea (CALIGARIS-CAPPIO et al., 1991). Camundongos infectados com a linhagem
Erdman de Mycobacterium tuberculosis tiveram reducdo dos niveis de IL-6 no soro
quando tratados com talidomida (MOREIRA et al.,, 1997). Em estudos in Vvitro,
Rowland e colaboradores (1998) mostraram reduc¢éo dos niveis de mRNA de IL-6 de
PBMC humano estimuladas com mitégeno fitohemaglutinina (PHA). O mesmo efeito
de reducdo da producdo de IL-6 foi observado em células do estroma da medula
0ssea, células de MM e seus co-cultivos (GUPTA et al. 2001).

A IL-1, outra importante mediadora da resposta imune inata e da resposta
imune de fase aguda, tem recebido destaque quanto a atividade inibitéria da
talidomida. Em modelo de injuria por queimadura em roedores (ESKI et al., 2008) e
pancreatite induzida por ceruleina (decapeptideo isolado da pele de anfibio usado
para estimular secrecdes gastrica, biliar e pancreatica) (MALLEO, et al. 2007), a
talidomida reduziu os niveis de IL-1 e IL-1p no plasma, respectivamente, sugerindo-
se desta forma a IL-1 como potencial alvo da talidomida.

Moller e colaboradores (1997) demonstraram que a talidomida possui efeitos
inibitérios quanto a producdo de IL-12 por células mononucleares do sangue
estimuladas com LPS ou Staphylococcus aureus Cowan (SAC). Os autores
recomendaram cautela no tratamento com a talidomida de pacientes com HIV, uma
vez que, conforme demonstrado por Chehimi e colaboradores (1994), o PBMC
desses pacientes possuem baixa producdo desta citocina. A IL-12 é crucial no
desenvolvimento da resposta imune celular responsavel por estimular a producéo de
IFN-y e 0 aumento da atividade citotoxica de LT CD8+ e células NK no combate a
infecgbes causadas por virus (TRINCHIERI e SCOTT, 1995). Utilizando ratos Wistar
tratados com &cido sulfénico 2,4,6 trinitribenzeno, usado para inducédo de colites de
Crohn’s, observou-se redugdo dos niveis de IL-12 em culturas de células de
amostras do colon no grupo tratado com talidomida (CARVALHO et al., 2007). O
mesmo efeito inibitério foi observado em PBMC e em células da lamina propria
obtidas através de bidpsias de pacientes com doenga de Cronh’s (BAUDITZ et al.,

2002). Em contraste, Haslett e colaboradores (1999), demonstraram em PBMC
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estimuladas com anticorpos anti-CD3 o aumento de IL-12 e IFN-y em resposta ao
tratamento com talidomida. Outros estudos in vivo mostraram que em pacientes com
ENL houve aumento da produgcdo de IL-12 apOs tratamento com talidomida
(HASLETT et al., 2005), o mesmo observado em pacientes com HIV (HASLETT et
al., 1999). Portanto, a literatura descreve efeitos inibitérios e estimulatérios do
tratamento com talidomida sobre a producéo de IL-12, 0 que sugere a necessidade

de novas investigacoes.

1. 4. Efeitos da talidomida na producédo de NO

Pequenos mediadores de processos inflamatérios como o NO s&o produzidos
por macréfagos estimulados, sendo reconhecidamente importantes nos processos
inflamatorios (PACHER, BECKMAN, e LIAUDET, 2007). Fortes evidéncias sugerem
o envolvimento do NO em varios processos fisiopatologico, incluindo inflamacéo e
choque séptico (WEINSTEIN, GOLD e DEFRANCO, 1991). A regulacdo da
producdo de NO é feita pela NO sintase (NOS) e trés isoformas sédo conhecidas: a
neural (nNOS ou NOS 1), a endotelial (eNOS ou NOS lll), sendo essas duas
produzidas de forma constitutiva e cuja atividade enzimatica é regulada pela
concentracdo de calcio intracelular; e a terceira compreende na NOS induzida (iNOS
ou NOS 1l), sendo produzida em grande quantidade quando na presenca de sinais
oriundos dos estimulos por LPS, interferon (IFN)-y, TNF-a e IL-1 (DUDZINSKI et al.,
2006). Shimazawa e colaboradores (2004) demonstraram pela primeira vez o papel
da talidomida na inibicAo da atividade da INOS, embora apresentando baixa

atividade.

1. 5. Efeitos da talidomida na produ¢é&o de quimiocinas

A migracao de leucdcitos e a quimiotaxia sdo eventos induzidos por diversas
qguimiocinas, dentre elas a CXCLS8, descrita inicialmente como IL-8, liberada por
macréfagos teciduais e queratindcitos em resposta a patogenos (PARAVAR e LEE,
2008). A migracao de células T para o local de inflamagdo como, por exemplo,

intestino, mucosa e alvéolos, ocorre em resposta a moléculas quimioatraentes,
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incluindo proteina quimioatraente de mondcitos CCL2, descrita pela primeira vez
como MCP-1, a CCL5 (regulated on activation normal T cell expressed and
secreted), e a proteina induzida por interferon-gama CXCL10, descrita inicialmente
como IP-10 (AGOSTINI et al., 2002; PETREK et al., 2002;).

A migracdo e acumulo de linfocitos T (LT) do perfil T helper 1 (Th)l,
expressando receptores especificos CXCR3 para quimiocinas deste perfil, séo
favorecidos pela producdo de quimiocina CXCL10 por macréfagos e a producéo de
monocina induzida pelo interferon-gama CXCL9 (AGOSTINO et al., 1998). Este
acumulo de LT contribui para enfermidade conforme descrito em trabalhos de
Wenzel e colaboradores (2007), onde bidpsia de pacientes com diferentes subtipos
de lupus eritematoso (LE) revelou uma associacdo morfolégica entre acumulo de
células Thl CXCR3+ e presenca de quimiocinas induzidas por IFN-y. Além disto, o
TNF-a e o IFN-yatuam em sinergismo para producdo de CCL5 por células
endoteliais (MARFAING-KOKA et al., 1995), atuando como fator quimiotatico para
células T de memoéria, mondcitos/macréfagos, basofilos e eosindfilos (BEN-
BARUCH, MICHIEL e OPPENHEIM, 1995; SCHALL et al., 1990).

Estudos in vitro mostraram que a talidomida induz inibicdo da L-selectina,
molécula envolvida no rolamento dos leucécitos no endotélio para posterior
transmigracdo e direcionamento ao tecido, em linfécitos e granuldcitos (GEITZ,
HANDT e ZWINGENBERGER, 1996). Neste mesmo trabalho, foi demonstrado que
células endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVEC) estimuladas com TNF-a
apresentaram reducdo da expressdo de E-selectina, sugerindo-se um efeito
regulatorio no rolamento de leucocitos. Dunzendorfer e colaboradores (1999),
utilizando-se do mesmo modelo com células HUVEC, mostraram que a talidomida
influencia na capacidade de producgéo e liberacdo de CXCL8, ndo sendo somente
um efeito relacionado a diminuicdo da expressao de moléculas de adesao, conforme
o trabalho anterior.

Ye e colaboradores (2006) avaliaram o efeito in vitro da talidomida em
macréfagos do lavado bronco alveolar (BALF) de pacientes com doengas intersticiais
pulmonares, como sarcoidose, fibrose pulmonar idiopatica e pneumonites de
hipersensibilidade, mostrando reducdo na producdo de TNF-a, IL-12p40 e CXCLS8.
Em trabalho com células de microglia humana estimuladas com LPS, Lokensgard e

colaboradores (2000) mostraram que a talidomida consegue inibir a producédo de
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CXCL8 dose-dependente e que contribuiu também para reduzir a transcricdo do
acido ribonucleico mensageiro (MRNA) para CXCL8. Contudo, seu efeito inibitério

nao foi observado para as quimiocinas CCL2 e CCL5.

1.6. Efeito da talidomida na ativacao de células T

Outro efeito exercido pela talidomida reside no seu potencial para co-
estimular células T humanas. A resposta imune a antigenos externos € um processo
altamente regulado que requer a apresentacdo de peptideos ligados ao complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) por células apresentadoras de antigeno (APC).

As principais células APC séo células dendriticas, macréfagos e linfécitos B,
as quais expressam além de moléculas do MHC-1, moléculas do MHC-2 envolvidas
na apresentacdo de antigenos exdégenos. Além de reconhecimento do antigeno
associado ao MHC por receptores dos linfécitos T (TCR), moléculas acessoérias
como CD80 e CD86 presentes em APC, interagem com moléculas CD28 presente
na superficie de LT, promovendo sinal secundario para promover ativacdo de LT. O
sinal primério oriundo da apresentacdo do peptideo via MHC-APC para o complexo
TCR-LT pode ser mimetizado por ligacdo cruzada entre o complexo TCR de células
T com anticorpo anti-CD3, uma molécula do TCR responsavel pela transducao de
sinais via dominio citoplasmatico, obtidos pela ligacdo do complexo peptido-MHC ao
TCR. O sinal secundéario € independente do antigeno e pode ser promovido por
citocinas ou por ligantes na superficie das células APC que interagem com
receptores nos LT. Essas interacdes direcionam a ativacdo de células T mediado
pela IL-2 seguida de produgdo de citocinas, proliferacdo celular de linfécitos e
ativacdo de mecanismos efetores da resposta imune (JANEWAY et al., 2007).

Foi descrito que a talidomida é capaz de aumentar a resposta mediada por LT
CD8+ na auséncia de sinal secundario mediado por moléculas co-estimulatérias
(HASLETT et al 1998). Verbon e colaboradores (2000) mostraram um efeito positivo
da talidomida in vitro. Esses autores observaram que em PBMC de individuos
saudaveis que receberam doses orais de talidomida, apdés 24 de incubacdo com
enterotoxina estafilococcia B ou anti-CD3, ocorreu um aumento na producédo de IFN-
ye IL-12. Experimentos in vitro utilizando células T sugerem que a talidomida
aumenta a producdo de IL-2 via co-estimulacdo e que este efeito resulta na
proliferacdo de células T e producdo de IFN-y (MELCHERT e LIST, 2007). A
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capacidade da talidomida em permitir ativacdo de células T na auséncia de co-
estimulacdo é dificil de interpretar no contexto de sua habilidade de tratar doencas
inflamatorias, contudo, seu potencial em ativar resposta mediada por células T
aumentando a resposta imune contra tumores pode ser um mecanismo com o qual a
talidomida € efetiva no tratamento de tumores (PARAVAR e LEE, 2008).

Foi sugerido que a talidomida afeta no balango entre a resposta do tipo Th-1 e
Th-2 devido a modulacdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IFN-y (MCHUGH et al.,
1995). Esses autores mostraram que o tratamento com talidomida em PBMC
humano estimuladas com PHA ou com estreptocinase: estreptodornase (SKSD),
uma mistura das proteinas estreptocinase e estreptodornase produzidas por
estreptococos hemoliticos, resultou em aumento da resposta Th2 com aumento da
producao de IL-4.

Haslett e colaboradores (2003) demonstraram o efeito da talidomida no
aumento da producao de citocinas como IFN-y e IL-2 e da atividade citotéxida de LT
CD8+ especificos contra o virus HIV. Outra evidéncia de que a talidomida influencia
na ativagdo de células T foi demonstrada por Shannon e colaboradores (1992),
mostrando que pacientes com lepra lepromatosa tratados com talidomida
apresentaram uma reducéo de LT CD4+ no sangue periférico.

Estudos com analogos da talidomida, como o analogo 4-amino substituido
CC-4047, mostraram o seu potencial para tratamento de doencas alérgicas e certos
tipos de linfomas dependentes de resposta Th2, visto que este composto foi capaz
de atuar na ativacéo e diferenciacdo de células T a nivel molecular, aumentando a
expressdo do fator de transcricdo T-bet em LT CD4+ naive e Th2 pré-polarizadas.
Esta modulacao resultou em aumento da diferenciacdo de células T naive em Thl e
producao de citocinas deste perfil (XU, et al., 2008).

Esses trabalhos indicam que os efeitos imunomodulatorios da talidomida sé&o
variaveis e dependem do tipo celular ativado e do tipo de estimulo que a célula

recebe.

1.7. Efeito da talidomida na angiogénese

De acordo com Folkman (1971), a angiogénese é vital no crescimento e

metastase de tumores. Tem sido demonstrado que a talidomida apresenta atividade
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antiangiogénica, reforcando seu papel no combate a patologias dependentes de
angiogénese, como na formacdo de tumores sdlidos (BAUER, DIXON e FIGG.,
1998).

No inicio de 1990, a talidomida foi reportada por exibir potencial propriedade
antiangiogénica, sendo um dos possiveis mecanismos relacionados para contribuir
com os efeitos teratogénicos observados em criancas de mulheres que fizeram uso
da talidomida durante a gravidez. Estudos de D’Amato e colaboradores (1994),
mostraram que os efeitos malignos da talidomida relacionados a teratogénese
residem no fato de sua capacidade de interferir na formacéao de vasos. Utilizando-se
de um modelo de cérnea de coelhos, cuja formacao de vasos € influenciada por uma
proteina angiogénica, fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), foi
demonstrado que a talidomida inibe a angiogénese. Essa descoberta levou a novas
especulacdes a respeito do papel da talidomida em patologias envolvendo a
dependéncia de formac&o de novos vasos para o tratamento de doencas malignas.
O primeiro tipo de tumor no qual a talidomida foi utilizada consistiu no tratamento do
MM refratario, onde uma proeminente vascularizacdo ocorre na medula éssea de
pacientes com essa enfermidade (SINGHAL et al., 1999).

Esses resultados encorajaram outras pesquisas para avaliar o papel da
talidomida no tratamento de outros tipos de tumores. Simultaneamente,
investigacdes para o desenvolvimento de analogos que aumentem essa atividade
com um perfil toxicolégico mais aceitavel tem sido de grande interesse (SLEIJFER,
KRUIT e STOTER, 2004). Desde entédo, outros mecanismos relacionados a acéo da
talidomida como farmaco anti-neoplasico foram revelados. Conforme demonstrado
por D’Amato e colaboradores (1994) e Sampaio e colaboradores (1991), a talidomida
exerce seu efeito antiangiogénico através da reducdo da producdo de TNF-q,
diminuicao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), diminuigdo do bFGF,
reducdo da producgédo da integrina oVp3, e diminuicdo de moléculas de adeséo em
células endoteliais. Outros estudos in vitro reforcaram o papel chave da talidomida
como droga antiangiogénica (KOMOROWSKI et al., 2006; VASVARI et al., 2007).

Pode-se presumir que atividade antiangiogénica da talidomida seja importante
na atividade anti-neoplasica (KENYON, BROWNE e D’AMATO, 1997) e tem
respaldo no fato de que VEGF, bFGF e TNF-a estarem elevados em neoplasias

hematolégicas (BELLAMY et al., 1999). A interacao entre células do MM e células do
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estroma da medula 6ssea (BMSC) modula a secre¢cdo de VEGF e aumenta o
crescimento de células MM e angiogénese (ZHANG et al., 2005). Trabalhos de
Vacca e colaboradores (2005) sugerem que a talidomida exerca seu efeito
antiangiogénico em células de pacientes com MM inibindo a expressdo de VEGF e
BFGF. Contudo, o efeito da talidomida no tratamento do cancer relaciona-se nao
somente na inibicdo do efeito angiogénico, mas também em outros mecanismos
incluindo efeito direto anti-neoplasica e antiproliferativo (ARRIETA et al., 2002).

Em maio de 2006, a talidomida foi aprovada pela US FDA para o tratamento
do MM em conjunto com dexametasona (MELCHERT e LIST, 2007) — um
glucocorticoide sintético utilizado no tratamento de diversas doencas inflamatérias,
como artrite reumatéide e LE (MIKAMI et al., 2007).

1. 8. Mecanismo de a¢édo datalidomida nainibicdo da respostaimune

Apos ter sido relatado o efeito da talidomida na inibicdo da producdo de TNF-
a, novos estudos demonstraram as possiveis vias de atuacdo da talidomida no
sistema imune, através de mecanismos como: diminuicdo da meia-vida do mRNA
para TNF-a, inibicdo da ativacao do fator-kB nuclear (NF-kf), inibicdo da producao
da alfa 1-glicoproteina acida (AGP), inducdo de apoptose, inibicdo da producéo de

fosfodiestarase (PDE)-4 e influéncia na expresséao génica.

1. 8. 1. Agcado da talidomida na ativagdo do NF-x8

O fator ativador da transcricdo de genes codificando citocinas, NF-xf3, € um
regulador chave das fungdes imunes e inflamatorias (KEIFER et al., 2001), envolvido
também na transcricdo de quimiocinas, ligantes de superficie como B7 e moléculas
de adeséao a superficie.

Uma série de efeitos exercidos pela talidomida em varios tipos de atividades
biologicas podem ser explicados por seu efeito na atividade do NFxB. Esse fator
transcricional esta envolvido em varios processos fisiologicos, incluindo a regulacéo

de genes relacionados a inflamagdo como, TNF-a, IL-6, IL-12 e COX-2, proteinas
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envolvidas na apoptose (proteina 2 inibidora de apoptose ou c-IAP2 e caspase-8) e
fatores angiogénicos (como VEGF, TNF-a e CXCL8) (HAYDEN e GHOSH, 2004;
JIN et al., 2007).

A inibicdo provocada pela talidomida na atividade de NF-xB em células T
Jukart estimuladas com TNF-a e IL-1B ocorre através da supressao da atividade da
quinase IkB, formada pelos complexos IKK1/a, IKK2/3 e IKKy ou NEMO. A IkB é
responsavel por fosforilar o inibidor da ativacdo do NF-«B, o IkBa (LOKENSGARD,
et al., 2000; KEIFER et al., 2001). Uma vez que o inibidor é fosforilado, o NF-xB é
translocado ao nucleo ligando-se a sequéncias especificas dos genes-alvo para a
transcricdo. Contudo, conforme demonstrado por Majundar e colaboradores (2002)
em linhagem de células T Jukart, a talidomida néo teve efeito na ativacdo de NF-«B
em resposta a ceramideos, LPS, ou forbol éster, sugerindo-se que a habilidade da
talidomida em modular a expressao génica via ativacdo de NF-xB depende do
mecanismo de sinalizacdo ativado por indutores especificos (SAMPAIO et al., 2006).

Em geral, estes estudos sugerem que a talidomida possui um efeito inibitério
no NF-xB. Embora muitos estudos sugerem este efeito, trabalhos futuros sao
necessarios com células T primarias humanas ao invés de células da linhagem
Jurkat para confirmar a relevancia do NF-xB como alvo potencial da talidomida
(PARAVAR e LEE, 2008).

1. 8. 2. Acao da talidomida sobre o RNA mensageiro

Foi proposto que um mecanismo pelo qual a talidomida inibe a producao de
TNF-a é acelerando a degradacdo de mRNA para TNF-o em PBMC humano
estimuladas com LPS, onde observou-se uma reducdo da meia vida do mRNA de 30
minutos para 17 minutos (MOREIRA et al., 1993). Além disso, outros trabalhos
mostraram que a talidomida influencia na estabilidade do mRNA para outras
substancias como as envolvidas na angiogénese. Mudangas no fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular sdo eventos parcialmente mediados por prostaglandinas
(PGE), como a PGE2, que € vasodilatadora e sua liberacao resulta em dor e febre,
sinais sistémicos da resposta inflamatéria. A enzima cicloxigenase (COX) catalisa a
producédo de prostaglandina, sendo conhecidas duas isoformas desta enzima: COX-
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1 expressa costitutivamente e a COX-2 que € induzida em certos tipos de resposta
inflamatoéria. Noguchi e colaboradores (2002) mostraram que a talidomida possui
atividade inibitoria sobre COX-1/COX-2 que apesar de ter sido menor que a aspirina,
pode contribuir para seu efeito farmacoldgico nas propriedades anti-inflamatorias e
anti-neoplasicos.

Em estudos com PBMC humano estimuladas com LPS, Payvandi e
colaboradores (2004) mostraram que PBMC tratadas com talidomida exibiram uma
inibicdo da expressdo de mRNA para COX-2 levando a inibicdo de secrecdo de
PGE2. A inibicdo de COX-2 tem sido demonstrada como sendo através da
desestabilizacdo de mRNA para COX-2 (FUJITA et al., 2001), através de inibicdo do
deslocamento citoplasmatico de antigeno humano R (HuR), que é um estabilizador
de proteinas, e inibicdo da Proteina Quinase Ativada por Mitdbgeno (MAPK) p38, que
esta envolvida na regulacdo pos-transcricional da estabilidade do mMRNA COX-2 (JIN
et al., 2007). Estes efeitos podem contribuir para a atividade antiangiogénico da
talidomida, visto que COX-2 é altamente expressa em varios tipos de cancer
(LADETTO et al., 2005).

1. 8. 3. Acao da talidomida sobre a producao de alfa 1-glicoproteina acida

A glicoproteina humana AGP € uma proteina de fase aguda sintetizada por
hepatécitos em resposta a variados tipos de estresses (FOURNIER, MEDJOUBI-N e
PORQUET, 2000). Sua producéo por células hepaticas é regulada pelas citocinas IL-
1 e IL-6, mas também por CXCL8, TNF-a e hormdnios esteroidais (SETA et al. 1991,
AZUMA, MURATA e MATSUMOTO, 2000). Foi demonstrado que a talidomida é
capaz de se ligar a AGP e de inibir sua atividade de potencializar a producéo de
TNF-o; contudo, o papel fisiolégico da AGP na regulacéo in vivo de TNF-a ainda néo
esteja clara (TURK, JIANG e LIU, 1996).

1. 8. 4. Acao da talidomida sobre a producao de PDE-4

A PDE-4 compreende a um grupo de enzimas integrante da superfamilia da

fosfodiestarase (PDE) que agrupa 11 membros cuja atividade enzimatica
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corresponde a hidrélise de importantes mensageiros secundarios intracelulares,
como o AMPc (3', 5-adenosina monofosfato ciclica) e o GMPc (3", 5- guanosina
monofosfato ciclica) (SOUNESS, ALDOUS e SARGENT, 2000; GIEMBYCZ, 2002).
Conforme observado por Moore e Willoughby (1995), o aumento dos niveis
intracelulares de AMPc resulta em controle da resposta imune inflamatéria in vivo e
inibicdo de varios processos celulares in vitro, como por exemplo a liberacdo de
citocinas e NO por macroéfagos, indicando que o AMPc possui um importante papel
na modulacéo das respostas inflamatérias (LAWRENCE, WILLOUGHBY e GILROY,
2002).

Verghese e colaboradores (1995) demonstraram em PBMC ativadas que os
niveis elevados de AMPc corresponderam com a inibicdo da producédo de IL-1B e
TNF-a. Muller e colaboradores (1998) observaram que a talidomida apresentou
baixo efeito sobre a inibicdo da producdo de PDE-4, ao contrario do apresentado por
analogos da talidomida da classe de acidos N-ftaloil-3-amino-3-arilpropidénico. Esses
analogos foram descritos previamente por esses autores como sendo fortes
inibidores da producdo de TNF-a, associando, desta forma, a inibicdo da producgéo

de TNF-a com a inibicdo da producéao de PDE-4.

1. 8. 5. Acao datalidomida induzindo a apoptose

A expansao clonal e crescimento de tumores sao eventos parcialmente
mediados por falhas no mecanismo de apoptose (PARAVAR e LEE, 2008). Em
células de MM humano, a talidomida inibe o crescimento celular e induz apoptose
(HIDESHIMA et al.,, 2000), diminuindo a expressdo da proteina supressora de
apoptose Bcl-2 no sangue periférico e na medula éssea de pacientes com MM
(DMOSZYNSKA et al., 2005).

Gockel e colaboradores (2004) mostraram que PBMC de pacientes tratados
com talidomida resultou na apoptose de mondcitos envolvendo citocromo c
dependente, ativando procaspase-9 e caspase-3 efetora, promovendo a
manifestacdo dos sinais classicos de apoptose. Outros efeitos foram observados em
varios niveis de receptores associados a morte, incluindo aumento da atividade do

ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL), aumento da sensibilidade
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do indutor de apoptose Faz e aumento da expressédo de caspase 8 (KEIFER et al,
2001; MITSIADES et al, 2002). Em parte, esse mecanismo pode explicar os efeitos
regulatorios observados dos variados mediadores inflamatorios derivados de
monocitos e as propriedades imunomodulatérias observadas da talidomida que
contribuem para seu efeito benéfico em varias desordens imunolégicas (GOCKEL et
al., 2004).

1. 8. 6. Acao da talidomida na expresséo génica

Em funcéo da capacidade de se ligar ao DNA (SCHUMACHER et al., 1968), foi
proposto que a talidomida possui capacidade de influenciar na producéo de citocinas
interferindo com o DNA. Segundo Sampaio e colaboradores (2006), uma
especulacdo a respeito do mecanismo de acdo da talidomida reside na sua
estrutura, que € complementar as bases do DNA, como adenina (Fig. 4d) e guanina
(Fig. 4b). Em solucao, a talidomida se liga mais avidamente a guanina do que a
adenina, e apresenta pouca afinidade para citosina (Fig. 4c) e timina (Fig. 4a). Com
isso, segundo Sampaio e colaboradores (2006), a talidomida pode exercer seu efeito
desligando os genes envolvidos com resposta inflamatéria através da capacidade de
se intercalar a regiées promotoras, bloqueando o acesso de proteinas envolvidas
com a transcricao a essa regiao.

Drucker e colaboradores (2003) mostraram em células de linhagem de
mieloma a inibicdo transcricional de genes com regides promotoras ricas em GC,
como o gene transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT), um componente
catalitico da telomerase. Os autores mostraram que a talidomida intercalou-se na
regido promotora do gene hTERT, o qual serve de ligagdo para o fator SP-1
envolvido na transcricdo génica. O gene hTERT se encontra elevado em células
progenitoras e também €& bem caracterizado no fenétipo de células tumorais
(NILSSON et al., 1994). Além disso, a expressao do gene hTERT € um importante
passo para transformacado de células malignas (HAHN et al., 1999). Logo, atenuar a
expressao da telomerase pode nao apenas contribuir para diminuir o crescimento de
células tumorais como atuar seletivamente sobre células transformadas ao invés de
células normais (DRUCKER et al, 2003).
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Além disso, as sequéncias consenso do NFxB séo ricas em regibes GC e,
segundo Sampaio e colaboradores (2006), a inibicdo da translocacédo (conforme
mencionado anteriormente) ou a inibicdo da ligacdo do NFkB ao DNA compreendam

apenas uma parte dos reais efeitos da talidomida na expresséo génica.
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Timina (a) : Guanina (b) : Citosina (c) Adenma (d)

Figura 4 Representacao estruturas das bases nitrogenadas do DNA.

1.9. Perspectiva dos estudos com a talidomida

Recentemente, a talidomida vem atraindo atencdo para outras desordens
devido aos seus efeitos, como doenca de Behcget, doenca do enxerto-versus-
hospedeiro, efeitos potenciais na sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida
(AIDS), MM, desordens dependentes de angiogénese, cancer de préstata, artrite
reumatoide, carcinoma renal, cancer hematolégico (PEARSON e VEDAGIRI, 1969;
PARKER et al., 1995; JACOBSON et al.,, 1997, HAMURYUDAN et al., 1998;
KUMAR, et al, 2004; FRANKS, MACPHERSON E FIGG, 2004).

Objetivando-se aprimorar as propriedades farmacocinéticas da talidomida e
reduzir seus efeitos teratogénicos, inumeros esforcos de pesquisa tém sido
realizados na busca de analogos otimizados, com melhor perfil farmacoterapéutico,
na tentativa de manter o grupo funcional responsavel pela atividade farmacoldgica
da talidomida (MARRIOT et al., 1998; CORRAL et al., 1999). Os primeiros estudos
com analogos buscaram a relagdo entre a estrutura quimica e atividade, visando
identificar os possiveis grupos com atividade farmacologica. Com isso, foram
realizadas modificagbes estruturais nos grupos glutarimidicos e ftalimidicos da
talidomida (LIMA, FRAGA e BARREIRO 2001).

Miyachi e colaboradores (1997) demonstraram que modificagbes na
subunidade ftalimidica sdo acompanhadas por decréscimo de atividade
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farmacoldgica, sendo o mesmo reforcado por Muller e colaboradores (1999),
sugerindo-se entdo que a estrutura ftalimidica apresenta importante papel na
atividade inibitéria da producdo de TNF-a pela talidomida (LIMA, FRAGA e
BARREIRO 2001).

Farmacos imunomodulatérios (immunomodulatory drugs ou IMiD) constituem
uma série de compostos que foram desenvolvidos a partir da primeira geracdo de
drogas imunomodulatérias, como a talidomida. A estrutura da talidomida foi utilizada
como modelo para quimicos na tentativa de sintetizar compostos com elevada
atividade imunomodulatéria e anti-neoplasica, mas sem apresentar toxicidade
(MARRIOTT et al., 2001). Estudos objetivando o desenvolvimento de analogos com
elevada atividade anti-TNF-o foram conduzidos, resultando em IMiDs de segunda
geragao obtidos por Muller e colaboradores (1996) e Marriott e colaboradores
(1998). Em trabalhos com analogos, Muller e colaboradores (1996) observaram que
compostos apresentando grupo ftalimidico intacto e realizando modificacbes no
grupo glutarimidico hidrolisado, os compostos resultantes derivados de acidos f-
amino p-arilpropionico foram melhores que a talidomida na inibicdo da producao de
TNF-a em culturas de PBMC humano. Corral e colaboradores (1996) também
mostraram que analogos com grupo ftalimido intacto e substituindo-se o anel
glutarimidico por grupo fenil contendo radicais metoxi resultou numa melhora
significativa da atividade inibitéria da producdo de TNF-a em PBMC humano.
Contudo, Muller e colaboradores (1999) demonstraram que compostos com grupo
amino na posicdo 4 da subunidade ftalimidica apresentaram ser mais potentes que a
talidomida na inibicdo da producdo de TNF-a por células do PBMC humano in vitro.
Dentre os compostos 4-amino substituidos, os analogos CC-5013 (lenalidomida) e
CC-4047 (Actimid) foram cerca de 50.000 vezes mais potente que a talidomida na
inibicdo de TNF-a in vitro (BARTLETT et al., 2004) Além disto, o composto CC-4047
€ um potente co-estimulador de células T, embora apresente atividades
antiangiogénicas similares a talidomida (BARTLETT et al., 2004). Em contraste com
a talidomida, onde sonoléncia, constipacdo e neuropatias periféricas sdo comuns,
dependendo da dose, ambos os farmacos CC-5013 e CC-4047 ndo apresentam
toxicidade neurosedativa (MELCHERT et al.,, 2007). Contudo, em estudos
reportados por Schey e colaboradores (2004), observou-se que em pacientes com

MM tratados com o composto CC-4047 foram relatados efeitos colaterais
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semelhantes a talidomida, como constipacdo, neuropatias e trombose venosa
profunda, causada pela formagdo de coagulos (trombos) no interior das veias
profundas dos membros superiores e inferiores. Além disso, conforme apontado na
revisdo de Richardson e Anderson (2004), o composto CC-4047 deve ser usado com
cautela devido a possiveis efeitos teratogénicos. Moehler e colaboradores (2006)
discutem também que ambos os compostos CC-5013 e CC-4047 apresentam efeito
teratogénico e devem ser utilizados com cautela. Outro trabalho avaliando a
atividade de andalogos N-fenil-ftalimido, que apresentam grupo ftalimido intacto,
resultaram em boa atividade inibitéria de TNF-a em modelo de inflamacdo aguda em
pulmdes de camundongos (MACHADO et al.,, 2005). Estudando metabdlitos da
talidomida, Nakamura e colaboradores (2006) mostraram que adi¢cdo de radical OH
na posicéo 5 no grupo ftalimidico da talidomida e no grupo glutarimidico resultaram
numa melhora significativa da atividade inibitoria de TNF-a em modelo de mondcitos
leucémicos humanos (THP-1). Em seguida, Nakamura e colaboradores (2007)
sintetizaram compostos compreendendo produtos metabolizados da talidomida e
mostraram em culturas THP-1 estimuladas com TPA (tetradecanoylphorbol acetate),
que compostos hidrolisados apresentando grupo ftalimido aberto ou grupo
glutarimidico aberto, ou até mesmo ambos 0s grupos abertos, podem apresentar
perda, diminuir a atividade, manter, ou até mesmo aumentar a atividade inibitoria de
TNF-a.

Conforme demonstrado por Corral e colaboradores (1999), grupos de
analogos da talidomida testados em PBMC estimuladas com LPS resultaram em
efeitos com relacdo a modulagdo na producédo de citocinas in vitro. Uma classe de
compostos, classe | ou IMiDs mostrou ndo somente capacidade para inibir TNF-q,
como também inibir marcadamente a producédo de IL-13 e a producéo de IL-12 por
monocitos estimulados e baixa inibicdo de IL-6. Esses farmacos foram potentes
estimuladores de IL-10 (MOREIRA et al, 1993; MULLER et al, 1996), apresentando
atividade anti-neoplasica, antiangiogénica e atividade coestimulatéria de células T
(DREDGE, DALGLEIS e MARRIOTT, 2003). Em contraste a outras classes de
compostos, classe Il ou SelCiD (Selective Cytokine Inhibitory Drugs) apresentaram
baixo efeito na inibicdo da producéo de IL-13 e IL-12 por mondcitos, sem inibir IL-6.
Porém, mantiveram seu efeito inibitério de TNF-a. Além disso, estes compostos
estimularam de forma modesta a producédo de IL-10 (20-50%) (CORRAL e KAPLAN,
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1999). Esta classe € conhecida como inibidora de PDE-4, com atividade
antiangiogénica e anti-neoplasica com pequeno efeito co-estimulatério em células T
(DREDGE, DALGLEIS e MARRIOTT, 2003). Outros pesquisadores descreveram
que os efeitos dos SelCiDs foram mais similares a talidomida do que IMiDs
(MOREIRA et al, 1993; MULLER et al, 1996).

Lima e colaboradores (2002) sintetizaram andélogos hibridos da talidomida
contendo o grupo ftalimido e estruturas da aril sulfonamidas, que sdo reconhecidas
como inibidores seletivos de PDE-4 (MONTANA et al., 1998). Como resultado, esses
autores observaram que, em BALF de camundongos tratados com 0os compostos e
estimulados com LPS, os anélogos inibiram o influxo de neutrdfilos e a producéo de
TNF-a, porém mostraram fraco efeito inibitério para producédo de PDE-4 e PDE-3.

Compostos poliaminicos e diaminicos como a putrescina (1,4-diaminobutano)
apresenta um papel chave em varios processos biolégicos, apresentando diversas
propriedades farmacolbégicas (PEGG, 1988; EDWARDS, 1990). No presente
trabalho, varios anélogos da talidomida foram escolhidos, apresentando grupo
ftalimidico aberto na ligagédo entre o carbono e o nitrogénio (Fig. 5a), com ou sem a
presenca de grupos nitro (NO;). Cada composto apresenta duas subunidades
ftalimidicas e foram preparadas pela condensacédo das diaminas com anidrido ftalico
ou 3-nitroftalico. Além dessas duas unidades, 0 espaco entre elas compreende a
uma diamina, variando segundo o nimero de carbonos.

Conforme demonstrado por Almeida e colaboradores (2007), analogos
apresentando grupos amino (NH;) ou NO, na posicdo R (Fig. 5b), foram mais
potentes na inibicdo de TNF-o do que a talidomida em PBMC humano estimulado
com LPS, em consonancia com resultados obtidos por Muller e colaboradores
(1996). Além disso, Almeida e colaboradores (2007) observaram que o tipo e 0
tamanho do espaco entre as unidades ftalimidicas influenciaram na atividade
biolégica do composto. No presente estudo, 0s compostos apresentam as unidades

ftalimidicas hidrolisadas (Fig. 5c).
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Figura 5 a) Representacao estrutural da talidomida e a posi¢cdo dos atomos, onde (*) representa o
centro quiral, b) representacdo da estrutura basica dos analogos da talidomida utilizando-se duas
subunidades ftalimidicas fechadas e c) abertas.

Almeida e colaboradores (2007) foram os primeiros a relatar a influéncia do
espaco entre as estruturas ftalimidicas na inibicdo da producdo de TNF-a. Os
autores também observaram que as diferencas observadas possivelmente sdo em
funcdo dos anélogos da talidomida serem encontrados em diferentes meia-vida,
estabilidade, solubilidade e poténcia e concluiram que o mecanismo correspondente
a acado dos analogos estudados necessita de investigacdo. Os autores especularam
que, de forma similar a talidomida, esses compostos poderiam exercer seus efeitos
seletivamente diminuindo a estabilidade do mRNA do TNF-q; inibindo PDE-4; ou
ligando-se com alta afinidade a a1-AGP.

Logo, em virtude dos problemas apresentados com relacdo a talidomida, o
presente trabalho teve como justificativa avaliar o efeito in vitro de novas moléculas
derivadas da talidomida com subunidades ftalimidicas abertas, na tentativa de se
obter novos compostos com maior solubilidade e melhor efeito biolégico que a

talidomida.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da talidomida e de novos analogos obtidos através da
condensacdo de diaminas com anidrido ftalico ou 3-nitro-ftalico na ativagdo de

macrofagos J774A.1 e células mononucleares do sangue periférico (PBMC).

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o efeito da talidomida e de novos analogos em macrofagos J774A.1
estimulados com LPS e IFN-y através dos seguintes parametros:
e Producdo de nitrito/nitrato, TNF-a, IL-12 e IL-10 nos sobrenadantes de
culturas;
e Expressao das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86;
e Expressdao do mRNA para TNF-a IL-12 e IL-10 e iINOS.

2.2.2. Avaliar o efeito da talidomida e de novos analogos em células L1210

através da avaliacdo da modulag&o da producdo espontanea de IFN-y.

2.2.3. Avaliar o efeito da talidomida e de novos analogos em PBMC humano
estimuladas com LPS quanto a produgédo de TNF-a, IFN-y, IL-6, CXCL9 e CXCL10

nos sobrenadantes de culturas de células.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Analogos utilizados nos experimentos

Foram sintetizados 8 analogos da talidomida cujas estruturas estédo
demonstradas no Quadro 1. A sigla (n) a frente do nome do composto representa o
respectivo espagamento entre as unidades ftalimidicas (niamero de carbonos) e a
presenca da letra A indica a presenca do radical NO, (Quadro 1 e Fig. 6).

Os analogos da talidomida sdo resultantes da reacdo de condensacéo entre
diaminas e anidrido ftalico ou 3-nitro-ftalico em temperatura ambiente (Fig. 7). As
reacdes foram conduzidas no Laboratério de Quimica da Universidade Federal de
Juiz de Fora, pelo grupo do Dr. Mauro Vieira Almeida.

Os compostos utilizados foram solubilizados nos respectivos solventes no dia
do uso em cada experimento. Evitou-se, assim, longos periodos de estocagem a -
20°C em solugdo aquosa. Apenas 0s compostos no estado sélido foram mantidos
estocados a -20°C. A concentragao final dos compostos utilizados em cultura variou
de 1 a 880 uM.

Conforme se observa no Quadro 1, a medida que o numero de carbonos do
espacamento aumenta, o0 composto se torna mais hidrofébico. Logo, para o
composto 5, foi necessario um solvente organico (DMSO,Sigma-Aldrich) para sua
diluicdo. Contudo, a adicdo do grupo NO, ao composto 5 contribuiu para aumento de

sua solubilidade em agua.
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Quadro 1 Resumo das caracteristicas dos andlogos quanto ao espagcamento, diluicdo e grupos

presentes nas moléculas.

Farmaco Nome Estrutura Solvente
Talidomida o) 0 DMSO
o O
a(N -ftalimido)glutarimida
Analogos 0 0
Auséncia de NO, H H
N—(CH N
N ( 27n_H
Composto COzH COzH
2 n=2 N, N'-Di-(2-carboxi-benzoil)-1,2-etilenodiamina Agua
3 n=3 N, N'-Di-(2-carboxi-benzoil)-1,3-propanodiamina Agua
4 n=4 N, N'-Di-(2-carboxi-benzoil)-1,4-butanodiamina Agua
5 n==6 N, N'-Di-(2-carboxi-benzoil)-1,6-hexanodiamina DMSO
Analogos 0 0
Presenca de NO, NO, NO;
N—(CH N
N ( ZWH
Composto COsH CO,H
2A n=2 N, N'-Di-(2-carboxi-3-nitro-benzoil)-1,2-etilenodiamina Agua
3A n=3 N, N'-Di-(2-carboxi-3-nitro-benzoil)-1,3-propanodiamina Agua
4A n=4 N, N'-Di-(2-carboxi-3-nitro-benzoil)-1,4-butanodiamina Agua
5A n==6 N, N'-Di-(2-carboxi-3-nitro-benzoil)-1,6-hexanodiamina Agua
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Figura 6 Representacéo da estrutura molecular dos analogos utilizados.
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(R =H) Anidrido ftalico
(R =NO,) Anidrido 3-nitro-ftalico

R 0]
R 0] 0] R
O
Diaminas H_ (CHZ)H_N
o
CO,H CO,H
H,N(CH,),NH, MeOH. r > 2 2
n=2,3,4,0r6 Compostos
2: n=2; R=H 2A: n=2; R=NO,
3: n=3; R=H 3A: n=3; R=NO,
4. n=4; R=H 4A: n=4; R=NO,
5: n=6, R=H 5A: n=6;, R=NO,

Figura 7 Representacao das rea¢fes de sintese dos anélogos da talidomida
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3.2. Cultura e estimulacdo de células J774A.1 e de células L1210

A linhagem de células de macréfagos J774A.1 (ATCC numero: TIB-67)
murinos foi cultivada em garrafas de cultura (NUNC) em meio RPMI-1640 (Gibco,
Grand Island, NY, U.S.A.) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 50
Ul/ml de penicilina, 1% de aminodcidos nao-essenciais e 2% de L-glutamina
(Gibco/BRL) a 37°C em 5% CO,. Apos 5 dias, as células foram removidas dos
frascos de cultura com uso de raspador de células (cell scraper) e centrifugadas por
10 minutos a 1200 rpm a 4°C. A viabilidade foi determinada por azul de Trypan (BDH
Chemicals Ltd, England). Em seguida, 5 x 10° células/ml (ou 10° células/poco) foram
distribuidas em cada poco da placa de 96 pocos (GREHER) e incubadas na
presenca dos analogos em diferentes concentracdes (1 a 880 uM).

Os compostos 2, 3, 4, 2A, 3A, 4A e 5A foram diluidos inicialmente em agua,
resultando numa concentracéo inicial de 10,75 mM, sendo posteriormente diluidos
em solucao fisiolégica para aplicacdo em culturas de células A talidomida e o
composto 5 foram diluidos inicialmente em dimetilsulféxido (DMSO), sendo a
concentracdo estoque da talidomida foi de 77,5 mM e do composto 5 de 26,5 mM.
Em seguida, procedeu-se a diluicbes em solucado fisiolégica para aplicacdo em
culturas de células. Apos 1 hora de incubacéo a 37°C em 5% CO, com a talidomida
e 0s analogos, as culturas foram incubadas por 18 horas a 37°C em 5% CO, com 0s
seguintes estimulos: BCG (10° CFU/mI; Fundacéo Ataulpho de Paiva, RJ); IFN-y (0,4
ng/ml); LPS (0,1 e 1,0 ug/ml; Sigma, 0111:B4 Chemical Co., St. Louis, MO). Apés o
tempo de incubacdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C
para quantificacdo da producéo de NO e de TNF-a, IL-10 e IL-12.

Para os ensaios de producdo de NO foi utilizado o inibidor especifico da L-
arginina (LNMA, Sigma) a 500 uM para controle positivo da inibicdo de NO. As
células foram submetidas para avaliagdo da viabilidade pelo método colorimétrico do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). A concentragao final
do DMSO utilizada em todos os experimentos foi de 0.1%. Para os experimentos de
extracdo de RNA total, as células foram tratadas com os compostos 1 hora antes e
em seguida adicionados LPS (1 ug/ml) e IFN-y (0,4 ng/ml) e incubados por 2 e 6
horas a 37°C em 5% CO..
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As culturas com a da linhagem de células linfoblasticas leucémicas murinas
L1210 (ATCC numero: CCL-219) foram realizadas seguindo a mesma metodologia
descrita para as culturas de células J774A.1, exceto quanto a: concentracao final de
células que foi de 2,5 x 10° células/ml (ou 5 x 10* células/poco), tempo de incubacéo
de 48 horas e quanto a auséncia de estimulo exégeno, pois essas células foram

modificadas para secretarem espontaneamente IFN-y.

3.3. Cultura e estimulacdo de células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMC)

Para coleta de sangue periférico de individuos sadios, foram utilizados tubos
vacutainer com heparina (Becton Dicknson, San Jose, CA). O volume de sangue
coletado foi diluido 1:2 em tamp&o de salina fosfatada (PBS) estéril, para separacao
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) por gradiente de densidade
em Ficoll-Paque Plus (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden), através de
centrifugagcdo por 30 minutos, a 2000 rpm, a temperatura ambiente. A camada de
PBMC coletada foi submetida a duas lavagens (1800 rpm/4° C/ 10min e 1500 rpm/
4° C/ 10min) em PBS estéril e, em seguida, procedeu-se a contagem das células
utilizando camara de Neubauer. Durante o processo de contagem a viabilidade
celular foi avaliada através da coloragcdo por azul de Trypan. As células utilizadas no
experimento ndo foram congeladas, sendo utilizadas sempre a fresco. Em seguida,
ajustou-se a concentracgéo de 2,5 x 10° células/ml (ou 5 x 10* células/poco) em meio
RPMI 1640, em placas de 96 pocos (Millipore, Bedford, MA, USA) em meio RPMI
suplementada com 2mM de L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml de
streptamicina, 10ul de aminoacidos néo-essenciais e 10% de plasma humano
autologo. As células foram incubadas com talidomida e os analogos por 1 hora antes
da adicdo de 2 pg/ml LPS (Sigma, 0111:B4). As culturas foram incubadas a 37° C,
em estufa com 5% de CO, Apds 24 horas de incubacao, a viabilidade celular foi
determinada por coloracdo em azul de Trypan e pelo do MTT. O sobrenadante foi

coletado e armazenado a -20°C para posterior analise de citocinas e quimiocinas.
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3.4. Determinacéao da producao de 6xido nitrico (NO)

Para determinacdo da concentracdo de NO, a conversao estavel da producao
de 6xido nitrico em nitrito (NO3") foi mensurado usando-se o método de Griess. Apos
o periodo de incubacgdo, sobrenadantes (100ul) de cada poco da placa de cultura
foram transferidos para placas de 96 pocos e igual volume de reagente de Griess
(1% sulfanilamida, 0.1% N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 2,5% H3POy,
SIGMA) foi adicionado. Posteriormente, a absorbéancia foi avaliada em
espectrofotometro utilizando-se o comprimento de onda de 540 nm (Spectramax
190, Molecular Devices). As concentracdes de nitrito foram derivadas de andlise de
regressao usando diluicdo seriada com o padrao nitrito de sédio. A porcentagem de
inibicdo foi baseada na habilidade do analogo de inibir a producdo de NO pelas
células, em comparagdo ao controle estimulado néo-tratado. O LNMA foi utilizado

como controle positivo de inibicéo.

3.5. Avaliagéo da viabilidade celular

As células foram avaliadas quanto a viabilidade pelo método colorimétrico do
MTT e por azul de Trypan. Para a coloracdo com azul de Trypan, 50 ul de
suspensao celular (L1210 e PBMC) foram homogeneizados com 50 pl de solucdo de
azul de Trypan (com 4 partes para 1 parte em NaCL 0.9%) e contados em camara
de Neubauer. Para o teste do MTT foram utilizados 5 mg/ml (MOSSMAN, 1983) do
composto solubilizado em RPMI, adicionado-se 10 ul por pog¢o e incubando por 4
horas em estufa com 5% de CO, a 37°C. A reagéo foi interrompida com 100 ul de
isopropanol/acido cloridrico (solucdo de isopropanol/HCL a 0,4%) e lida em
espectrofotometro a 570 nm (DOs;0) (Spectramax 190-Molecular Devices) A
viabilidade celular foi diretamente proporcional ao valor de DO (densidade ética). O
namero de células viaveis foi expresso de acordo com as medidas colorimétricas e a
seguinte férmula (OLMO et al., 2006):

% Citotoxicidade: [1-(DOcgulas + composto/ DOcélulas)] X 100
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3.6. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os sobrenadantes de culturas foram coletados e estocados a -20°C e
avaliados quanto aos niveis de TNF-a, IL-12, IL-10, para culturas de J774 A.1; IFN-y,
para cultura de L1210; e TNF-a para culturas de PBMC através do ELISA. Foram
utilizados anticorpos especificos cuja ligacdo a citocina foi detectada usando-se um
complexo peroxidase horseradish streptavidina biotinilada (Sounthern Biotechnology
Associates, Inc., Birmigham, AL, USA), TMB e peroxido de hidrogénio. A reacgao foi
finalizada com a adicdo de 1 M de &cido sulfarico, de acordo com o fabricante da
B&D Pharmingen. A leitura da densidade Optica foi feita a 450 nm (DOysp)em um
leitor de ELISA (Spectramax 190-Molecular Devices). As amostras foram
qguantificadas em comparacdo com a curva padrdo, utilizando-se recombinante
purificado, e os valores expressos em pg/ml. A porcentagem de inibicdo calculada foi
em funcdo da formula (%): 100 x [1-(citocina (tratado)/ citocina(controle)]. Foi
calculada também a capacidade que os analogos apresentaram, a uma determinada
concentragéo, de inibir 50% (ICso) da produgao da citocina avaliada.

3.7. Citometria de Fluxo

Foi utilizado o ensaio citométrico de esferas ordenadas (CBA) a fim de se
determinar a producéo de IFN-y, IL-6, IP-10/CXCL10 e MIG/CXCL9 nas culturas de
PBMC humano. Para as culturas com células J774A.1, avaliou-se a expressao de
CD80 e CD86. Esse tipo de ensaio é capaz de quantificar simultaneamente varias
moléculas em um volume pequeno de amostra, em comparacdo com O0S
imunoensaios tradicionais (MORGAN et al, 2004).

3.8.Técnicade CBA

Os sobrenadantes de cultura de PBMC humano foram descongelados e
centrifugados por 10 minutos a 3700 rpm, a 25°C, com objetivo de se remover as
impurezas. Foram utilizados 5ul dessas amostras para quantificacdo da producéo de

citocinas e quimiocinas. Em cada tubo com essas aliquotas, foram adicionados 20l
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de diluente G. Posteriormente, as amostras receberam 3ul de cada reagente, para
marcar a producdo de cada citocina (IFN-y e IL-6) e das quimiocinas (CXCL10 e
CXCL9) e foram lavadas com 500ul de reagente F e centrifugadas a 1300 rpm
durante 7 minutos. Em cada tubo os sobrenadantes foram aspirados com bomba de
vacuo, restando aproximadamente 100ul de amostras marcadas. Em seguida, foram
adicionados 18ul de revelador (reagente B) em cada amostra, para incubagdo a
temperatura ambiente por 1 hora e 30 minutos. ApOs esse periodo, as amostras
foram novamente lavadas, centrifugadas e aspiradas nas mesmas condi¢des citadas
acima. Foram colocados em cada tubo 100ul de reagente F para leitura no citdmetro
de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Apos a leitura de
padrées e amostras, os dados foram analisados no software BD CBA Isotype
Analysis, onde os valores foram dados em concentracdo (pg/ml) de cada citocina.
Todos os reagentes fazem parte de kits (Human Th1/Th2 cytokine 1l) e (Human
Chemokine Kit 1) adquiridos da Becton Dickinson (San Jose, CA, USA). A
porcentagem calculada de inibicao foi dada segundo a formula (%): 100 x [1-(citocina

(tratado) /citocina(controle)].

3.9. Avaliacdo da expressédo de CD80 e CD86 em J774A.1 através de citometria
de fluxo

ApOs os periodos de cultura, os sobrenadantes foram coletados para posterior
andlise de citocinas e NO. As células aderentes da cultura foram removidas com o
uso de solugao salina a 4°C e coletadas. Em seguida, foram lavadas com PBS por
10 minutos 4°C 1200 rpm e 50 ul da suspenséo de células de cada amostra foram
marcadas com 10ul de anticorpos contra CD80 e CD86 diluidos em 320 ul de
solugéo de PBS e SFB 2% + 0,1% azida. Depois de 30 minutos de incubacéo, as
amostras foram capturadas para avaliacdo da expressao dos marcadores de
superficie no citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). As analises foram feitas utilizando 1,000 eventos para cada amostra. As
células marcadas foram selecionadas através de tamanho e granulosidade e
analisadas através do software CellQuest ® (BD). A intensidade de fluorescéncia

media (IFM) foi obtida através da analise dos histogramas gerados, onde o eixo das
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abscissas corresponde ao log da fluorescéncia FITC e o das ordenadas
correspondendo a contagem relativa de células.

3.10. Extracdo de RNA total de células J774A.1, sintese da primeira fita de
cDNA, PCR e RT-PCR em tempo real

As células foram removidas da cultura utilizando-se solucédo salina a 4°C e
transferidas para tubos e lavadas por 10 minutos a 4°C, a 1200 rpm. Em seguida,
foram armazenadas em tubos eppendorfs para posterior processo de extracdo. Apos
0 preparo da amostra, 0 RNA total foi extraido utilizando RNeasy Mini Kit (Qiagen
Hilden, Germany) respeitando as instrucbes do fabricante. O RNA total foi
guantificado no espectrofotémetro (Nanodrop ND-1000) a 260 nm e sua integridade
verificada em gel de agarose 2%.

O RNA total extraido das culturas de células J774A.1 apresentou
concentracdo média de 250 ng/uL e boa relacdo 260/280. Esta razao foi utilizada
para avaliar a pureza do DNA uma vez que diversas proteinas celulares possuem
pico de absorbancia em 280 nm. O ideal é que esta razdo esteja proximo de 2,0
para amostras de RNA ja que a absorbancia da molécula de RNA é duas vezes
maior em 260 nm em relacdo a 280nm. O valor obtido nas amostras variou de 2,05 a
2,13, indicando boa pureza das amostras.

O RNA total apds extragcdo manteve-se integro uma vez que foi possivel
observar as bandas referentes ao RNA 18S e 28S (dado ndo mostrado).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit SuperScript® Il First-
Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), em que foram
adicionados 1uL oligo(dT)zo (50 uM), 1 uL de Anneling Buffer a 5uL de RNA total, 1
uL H,O Free-Water, obtendo-se um volume final de 8uL. A reacdo foi incubada a
65°C durante 5 minutos e, posteriormente, em gelo por 1 minuto.

Em seguida, foram adicionados 10 uL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2 uL
de SuperScript 1lI/RNaseOUT Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A
reacdo foi incubada a temperatura de 50°C durante 50 minutos e a 85°C por 5
minutos para inativagcdo enzimatica, sendo entdo resfriada no gelo. O cDNA
produzido foi quantificado e armazenado a -20°C até o momento da reacdo de PCR

em tempo real.
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A quantidade de cDNA para amplificagao foi otimizada em 60 ng para o gene
da INOS e 30 ng para os demais genes. A concentracdo ideal de primer e
temperatura de dissociacdo para cada gene estdo descritas na Tabela 1. O controle
endogeno escolhido para normalizacdo das amostras foi o HPRT, pois apresentou
menor variagao de Ct (cycle threshold) entre os grupos tratados com os compostos e
o controle ndo tratado (em comparacdo ao enddgeno B-Actina que apresentou
variacdo). O Ct é definido como o nimero de ciclos necessarios para que o sinal de
fluorescéncia emitido durante a amplificacdo utilizando-se o corante Syber Green
ultrapasse o valor inicial estabelecido (normalmente no inicio da fase log da reacao).
E importante que a expressdo do gene controle enddgeno nio seja influenciada pelo
tratamento, no caso, utilizacdo dos compostos. As andlises das curvas de
dissociagdo dos genes alvo e do controle enddégeno ndo mostraram picos referentes
a dimeros de primers ou produtos inespecificos. A auséncia destes constitui-se
condicdo para estudos de expressdo quando se utiliza o corante Syber Green, pois
este se liga a qualquer dupla fita de DNA podendo ocasionar valores
superestimados de expressdo. Exemplos destas curvas de dissociagcdo podem ser

vistos nas Figuras 8 e 9.

Tabela 1 Concentracdo de primer e temperatura de dissocia¢éo (TD) de cada gene analisado.

Gene Primer (nM) TD (°C)

TNF-o 150 81.3
IL-10 300 82.1
IL-12 150 80.5
INOS 150 82.1

HPRT 300 78.9




53

0.50

0.40

0.05

0.00

-0.05

60 65 85 90 95

Temperature (C)

Figura 8 Curva de dissociacdo do gene HPRT.
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Figura 9 Curva de Dissociacdo do gene TNF-a.

A curva padrdao construida utilizando as condi¢cbes definidas apds a
otimizag&o permitiu o calculo da eficiéncia de PCR de cada gene. A Tabela 2 mostra

a eficiéncia de PCR de cada gene, assim como o coeficiente de correlacdo de cada
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regressao linear obtida da curva padrao. As reacdes de PCR para os genes HPRT e
INOS apresentaram a maior (1,956) e menor (1,801) eficiéncia de PCR,

respectivamente.

Tabela 2 Eficiéncia (E) e coeficiente de correlagéo (r) das curvas padrdo de cada gene analisado.

Gene E r

TNF-a 1,91 1,00
IL-10 1,865 1,00
IL-12 1,829 1,00
iINOS 1,801 1,00
HPRT 1,956 1,00

3.11. RT-PCR em tempo real dos genes TNF-a, IL-12, IL-10 e iINOS

Os primers utilizados neste estudo foram sintetizados pela Prodimol (Brasil)
(Tabela 3).

Tabela 3 Seqiiéncia dos primers utilizados nos ensaios de PCR convencional e PCR em tempo real

Gene Primer Sequéncia (5'-3") Referéncia
TNF-g F GAAACACAAGATGCTGGGACAGT Jayakumar et al ., 2008
R CATTCGAGGCTCCAGTGAATTC
IL-12p40 F AACCATCTCCTGGTTTGCCA Jayakumar et al ., 2008
R CGGGAGTCCAGTCCACCTC
IL-10 F CACAAAGCAGCCTTGCAGAA Jayakumar et al ., 2008
R CTGGCCCCTGCTGATCCT
i F CTTCAACCCCAAGGTTGTCTGCAT Raso etal ., 2002
NOS R ATGTCATGAGCAAAGGCGCAGAAC
p-Actina F CGTTGACATCCGTAAAGACCTC Jayakumar et al ., 2008
R AGCCACCGATCCACACAGA
HPRT F CAAAGCCTAAGATGAGCGCAA Jayakumar et al ., 2008
R AGGCAGATGGCCACAGGAC
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Os genes hipoxantina-guanina fosforribosil transferase (HPRT) e p-actina
foram testados a fim de avaliar o melhor controle endégeno, sendo que este deve
ser expresso nas células e apresentar niveis de expressdo inalterados com o
tratamento.

Foi realizado PCR convencional para avaliar em gel de acrilamida a 8% a
temperatura de anelamento dos primers. Este € um passo importante pois permite
verificar em que temperatura os primers irdo se associar a sequéncias alvo de DNA
para amplificacéo de forma especifica e também evitando-se a formacao de dimeros
de primers. No presente estudo, verificou-se que a temperatura de 60°C de
anelamento foi melhor que a de 56°C, onde se observou formacéo maior de dimeros
e amplificagBes inespecificas.

As reacdoes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o kit iTaq
SYBR Green Supermix With ROX (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante. Neste Kit estdo incluidos todos os componentes para
realizacdo das reacdes de PCR: 2X reaction buffer, 0,4 mM dATP, 0,4 mM dGTP,
0,8 mM dUTP, iTagq DNA polymerase (50 units/mL), 6 mM Mg*?, SYBR Green | dye,
1 uM ROX, exceto o par de primers e cDNA. As reagfes constaram de 12,5 uL
desse mix, 5 uL de cDNA, 150 ou 300 uM de primer e agua, totalizando um volume
final de 25 uL. Antes da quantificacdo em tempo real, as reagbes de PCR foram
otimizadas para todos os genes. Para tanto, foram testadas trés quantidades de
cDNA (30, 60 e 120 ng) e duas diluicdes de primer (150, 300 uM). As condi¢bes de
amplificagéo para todos os sistemas foram: 95°C durante 3 minutos para ativagao da
iTaqg DNA polimerase; 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C durante 15 segundos; e
anelamento e extensédo a 60°C durante 60 segundos. Apés 40 ciclos de amplificagéo
todas as amostras foram submetidas a analise da curva de dissociacéo, a fim de
validar a auséncia de produtos nédo especificos e dimeros de primers. Para isso, as
amostras foram aquecidas com incremento de 1°C durante 30 segundos, partindo de
60°C até atingir o limite de 94°C.

Para a determinacao das melhores condi¢cOes para a reacdo de PCR, a partir
do programa REST, obteve-se a curva padrdo para cada gene, em que diluicbes
seriadas de cDNA (30, 60, 120 ng/uL) foram plotadas contra seus respectivos Ct

para céalculo da eficiéncia de PCR, ja que na quantificacdo relativa € necessario que
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a eficiéncia de amplificacdo do alvo e do controle enddégeno sejam aproximadamente
iguais.

Cada amostra foi testada em duplicata em placas o6ticas de reacdo de 96
pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seladas com filme adesivo optico
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e amplificadas no ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Cada
gene alvo foi amplificado em pocos diferentes, uma vez que o corante utilizado foi o
SBYR Green. Utilizou-se o programa REST 2008 para analise da expressao relativa

e determinacéo do indice de significancia.

3.12. Anéalise estatistica

Para analise de normalidade dos dados foi empregado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os grupos de dados paramétricos foram comparados utilizando-se o teste
andlise de variancia (ANOVA one-way), sendo o teste de Tukey utilizado como pos-
teste. Para dados ndo paramétricos utilizou-se o teste Mann-Whitney, comparando-
se entre dois tratamentos.

Os resultados foram expressos pela média + erro padrao. Valores de p < 0,05
foram considerados indicativos de diferenca estatistica entre os grupos estudados.
Para os dados referente a avaliagdo da cinética da producédo do TNF-a, IL-12 e NO
por células J774A.1, foi utilizado ANOVA (two-way), sendo o teste de Bonferroni
utilizado como pés-teste. As analises estatisticas foram realizadas no programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1. Padronizagado dos estimulos para avaliacdo da ativagcao de células J774A.1

Os macrofagos desempenham importante papel na resposta imune,
compreendendo a primeira linha de defesa na imunidade inata, auxiliando também
na resposta imune adaptativa. A producdo de o6xido nitrico (NO) por macréfagos
reflete o seu estado de ativacdo e esta envolvido em acdes efetoras dessas células
(VAN GINDERACHTER et al., 2006).

Com o objetivo de verificar a ativagdo das células J774A.1, foram testados
diferentes tipos de estimulos: LPS (0,1 e 1,0 pg/ml), IFN-y (0,4 ng/ml), BCG (10°
CFU/ml), LPS + IFN-y, e BCG + IFN-y. A producéo de NO foi testada em culturas de
macréfagos J774A.1 (10° células/poco) apds incubacdo por 24 horas e 48 horas, a
37°C em atmosfera com 5% de CO, em presenca ou auséncia dos estimulos

citados anteriormente (Fig. 10).

a) b) *%
———
100- 1004
* * %
80+ — 80 T
f ' *
~— —_— 60 Bl
g o ok — 2
~— =
2 2 — =
0- T T T T 0- J g
A O N LD AW W . O
FEFN &S & F e & xq“ &
x X t3
NS A ooc’ O
VT Lo & -
NN IRV

Figura 10 Producgéo de NO por macrofagos J774A.1 estimulados. Células J774A.1 foram cultivadas
por 24 h (a) e 48 h (b) com LPS (0,1 e 1,0 pg/ml), BCG (106 CFU/ml), IFN-y (0,4 ng/ml), BCG + IFN-y,
LPS + IFN-y. A producao de NO foi avaliada no sobrenadante de cultura pelo método de Griess. (-)
controle ndo estimulado. (*)p < 0,01; (**)p < 0,001.

Apesar de todos os estimulos terem ativado as células J774A.1, o estimulo
com 1,0 ug/ml de LPS associado ou ndo com IFN-y induziu maior producado de NO

em comparacao aos demais estimulos usados.
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4.2. Cinética da producdo do TNF-a, IL-12 e NO por células J774A.1
estimuladas com LPS e IFN-y

As culturas de células J774A.1 (10° células/poco) foram estimuladas com LPS
(1,0 ug/ml) em presenca ou auséncia de IFN-y (0,4 ng/ml) por 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24
e 48 horas para avaliacdo da producao de TNF-a (Fig. 11).
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Figura 11 Avaliag&o da produgdo de TNF-a (a), IL-12 (b) e NO (c) em sobrenadantes de culturas de
macroéfagos J774 A.1. As culturas foram estimuladas com LPS (1,0 ug/ml) com (e) ou sem (¢) IFN-y

(0,4 ng/ml) e também comparadas ao controle ndo estimulado (a). (*)p < 0,05 em relagdo ao outro
estimulo usado e (#)p < 0,05 em relacéo ao controle espontaneo.

A estimulacdo das culturas com LPS/IFN-y ou apenas LPS induziu uma maior
producdo de TNF-a, IL-12 e NO em relacdo as culturas ndo estimuladas. Conforme
se observa, na presenca do estimulo LPS/IFN-y a producdo de TNF-a (Fig. 11a) é
maior a partir de 4 h de cultura, se mantendo elevada até 48 h em relagdo ao
espontaneo. Contudo, na presenca de LPS, esta diferenca comeca a ser observada
a partir de 12 h. Quanto a producédo de IL-12 (Fig. 11b), o estimulo LPS/IFN-
yinduziu maior producdo a 12 h se mantendo elevada até 48 em relacdo ao

espontaneo e na presenca de LPS este aumento foi observado a partir de 6 h de
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cultura. Com relagdo a producdo de NO (Fig. 11c), ambos os estimulos induziram
maior producdo em relagdo ao espontaneo a partir de 12 h de cultura.

A producéo de TNF-a foi maior na presenca de LPS/IFN-y a partir das 6 horas
até as 24 horas de cultura, em comparacdo com as culturas estimuladas apenas
com LPS, havendo um pico na producdo de TNF-a ap6s 16 horas (Fig. 11). Com
relacdo a producdo de IL-12 foi observado um aumento gradual a partir de 6 horas
de cultura com pico em 48 horas na presenca de LPS sem IFN-y (Fig. 11b) .Na
Figura 12c observa-se que a producdo de NO apresentou um pico apés 48 horas de
cultura na presenca de LPS (p > 0,05). Entretanto, no intervalo de 12 a 18 horas de
cultura, os niveis de NO foram maiores apds estimulacdo com LPS/IFN-y.

Em resumo, a ativacdo de macréfagos J774A.1 para producdo de TNF-a e
NO foi maior utilizando o estimulo com LPS/IFN-y, havendo maior producdo desses
fatores no periodo de 12 a 18 horas de cultura. Contudo, neste mesmo periodo de
cultura, uma maior producéo de IL-12 foi alcancada apds estimulacdo com LPS.

De posse dos resultados, foi escolhido o tempo de 18 horas de cultura para a
avaliacdo da producdo de TNF-o, IL-12 e NO em culturas de células J774.1
ativadas. Escolheu-se o estimulo LPS/IFN-y para ser utilizado nos testes com 0s
anélogos da talidomida, visto que este estimulo induziu maior producdo de TNF-
a, sendo também capaz de induzir significativa producdo de NO e IL-12, em relacéo

as culturas nao estimuladas.

4.3. Avaliacéo do efeito do DMSO na citotoxicidade e producédo de TNF-a em
células J774A.1

A talidomida apresenta baixa solubilidade em agua, sendo necesséaria uma
diluicho em DMSO. Foram realizados testes para averiguar o possivel efeito
citotéxico do DMSO em células J774A.1. Foram usadas as concentracdes de 0,05%,
0,1%, 0,25%, 0,5% e 10% de DMSO. A citotoxicidade foi avaliada apds 18 horas de
cultura através do método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2 -il)-2,5-
difeniltetrazolium) e pela avaliacdo da inibicdo da producdo de TNF-o apés
estimulacdo com LPS/IFN-y (Fig. 12).

Os resultados mostram que a concentracao de 10% de DMSO foi capaz de

induzir citotoxicidade nas células J774A.1 apdés 18 horas de cultura. As demais
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concentracbes de DMSO nao interferiram na viabilidade celular em comparacéo ao
controle ndo tratado com DMSO (Fig. 12a). Quanto a producéo de TNF-a, observa-
se gue as concentracdes 0,5% e 0,25% interferiram na producao desta citocina (Fig.
12b). Além disso, as concentracdes 0,5% e 0,25% interferiram na producao de NO,
IL-12 e IL-10 (dados ndo mostrados).
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Figura 12 Avaliacdo do efeito do DMSO na citotoxicidade e na producdo de TNF-a por células J774
A.1. A citotoxicidade das células J774 A.1 foi avaliada pelo método do MTT (a) e producdo de TNF-
a pelo ELISA (b). As células foram estimuladas com LPS/IFN-y por 18 h a 37°C e 5% de CO,. Os
dados representam a média de 6 replicatas. (*)p < 0,05 e (**)p < 0,001 versus controle estimulado.

A concentracdo de 0,1% de DMSO se mostrou satisfatéria para uso nas
culturas de J774A.1, sendo utilizada em todos os tratamentos em que a talidomida e
o0 composto 5 foram diluidos em DMSO. O mesmo procedimento para avaliacdo da
toxicidade do DMSO foi realizado para as culturas de células L1210 e cultura de
células PBMC humano tratadas com talidomida, havendo resultados semelhantes

(dados ndo mostrados).

4.4. Avaliacédo do efeito dos analogos da talidomida na producéo de citocinas
por células J774A.1

No presente estudo foram sintetizados analogos da talidomida com duas
subunidades ftalimidicas hidrolisadas apresentando ou n&o radical NO; e
interligadas por espacamentos contendo diaminas, que variam quanto ao numero de

carbonos (2, 3, 4 e 6 carbonos). Na Tabela 4 sdo mostrados o efeito dos analogos
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da talidomida na producdo de TNF-a, IL-12, NO e IL-10 por células J774A.1
estimuladas com LPS/IFN-y.

4.4.1. Efeito da talidomida e dos compostos na producéo de TNF-a por células
J774A.1

Nos compostos sem o grupo NO; (2, 3, 4 e 5) a medida que aumentou o
namero de carbonos entre os nitrogénios amidicos de 2 para 4, aumentou a
atividade inibitéria para a producdo de TNF-o. A talidomida apresentou discreta
atividade inibitéria para TNF-o a 110 uM, ndo significativa. Nos analogos que
apresentam o radical NO, (2A, 3A, 4A, e 5A), a atividade inibitoria para TNF-a foi
maior em geral a medida que houve aumento do espacamento de 3A para 5A.
Contudo, 0 andlogo 2A (espacamento menor) apresentou elevada atividade inibitoria
para TNF-a. Em geral, os analogos com o radical NO, apresentaram aumento da
atividade inibitoria de TNF-a conforme se observa na comparacédo entre os analogos
5 e 5A e entre 2 e 2A (Tabela 4).

Quanto ao efeito citotoxico avaliado por MTT em culturas de J774A.1, apenas
0 composto 4 apresentou efeito na viabilidade celular, onde na concentracéo de 110
uM a porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle ndo tratado foi de

74,5% (dados ndo mostrados).

4.4.2. Efeito da talidomida e dos compostos na producéao de IL-12 por células
J774A.1

A atividade inibitéria da talidomida para a producéo de IL-12 foi significativa a
110 uM. Para os analogos sem o grupo NO,, 0 aumento do espacamento, conforme
observado para inibicdo de TNF-a, resultou em melhora da atividade inibitéria para
IL-12, exceto para o composto 5. Quando na presenca do radical NO,, a atividade
inibitoria para IL-12 também elevou-se com aumento do espacamento de 2A para
5A. A adicdo do grupo NO,, considerando-se o efeito citotdéxico do anélogo 4, nédo
contribuiu para o aumento da atividade inibitéria dos compostos quanto a producéo

de IL-12, conforme se observa para os analogos 2 e 2A e entre 3 e 3A. Contudo, o
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mesmo nao ocorre com 0S compostos 5 e 5A, onde a adicdo resultou em

significativa melhora da atividade inibitoria para producao de IL-12 (Tabela 4).

4.4.3. Efeito da talidomida e dos compostos na producdo de NO por células
J774A.1

Quanto a producdo de NO, foi utilizado o inibidor especifico LNMA como
controle positivo de inibicdo de NO. Na concentracdo de 500 uM, o LNMA inibiu
cerca de 47% da producdo de NO (dado ndo mostrado). A talidomida néo
apresentou atividade inibitéria significativa para producédo de NO. Entre os analogos
sem o radical NO,, 0 aumento do espacamento resultou em maior atividade inibitoria
para producdo de NO, em relacdo aos compostos 2, 3 e 4, mas 0 mesmo nao foi
observado para o composto 5. Nos compostos com a presenca do radical NO,, os
anélogos 2A e 5A apresentaram melhor atividade em comparagdo aos demais do
mesmo grupo. A presenca do grupo NO; ndo resultou em melhora geral da atividade
inibitéria para producdo de NO, onde esta correspondéncia apenas foi observada

entre os compostos 2 e 2A, e 5 e 5A (Tabela 4).

4.4.4. Efeito da talidomida e dos compostos na producédo de IL-10 por células
J774A.1

A producao de IL-10 foi elevada nas culturas incubadas com os compostos 3,
2A e 5A. De forma interessante, o0 aumento na producéo de IL-10 foi correlacionado
com significativo efeito inibitorio quanto a producdo de TNF-q, IL-12 e NO (Tabela
4).
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Tabela 4 Producéo de TNF-a, IL-12, NO e IL-10 por células J774A.1 ativadas por LPS/IFN-y: efeito do
tratamento com talidomida e seus analogos

Composto TNF-o @ IL-12 @ NO @ IL-10 @
Talidomida 14 23* 2 9
2 12 27* 4 7
3 44x 68* 25+ (-35)*
4 45* 42* 47* 15
5 8 14* 9 21*
2A 32+ 17+ 23+ (-22)*
3A 8 18* 12* 11
4A 18* 28+ 6 6
5A 60* 66* 30* (-35)*

a)lo5 células J774A.1 foram incubadas por 1 h com os diferentes compostos (110 uM). A
seguir, as culturas foram estimuladas com LPS (1 ug/ml) e IFN-y (0,4 ng/ml). Ap6s 18 h, a
concentracdo de TNF-qa, IL-12, NO e IL-10 no sobrenadante das culturas foi determinada por
ELISA. As culturas foram realizadas em quadruplicatas de n=3. Os valores representam a
porcentagem de inibi¢cdo (valores positivos) ou estimulacdo (valores negativos) em relacéo ao
controle estimulado com LPS/IFN-y e néo tratado com 0s compostos, através da formula: 100 x
[1-(citocina (tratado)/citocina(controle)]. Até a concentragdo de 20 uM dos compostos 3, 2A e
5A , foi possivel observar atividade inibitéria significativa. (*)p < 0,05 versus controle estimulado
ndo tratado.

Em resumo, os analogos estudados apresentaram atividade inibitéria para
TNF-a, IL-12, IL-10 e NO, havendo influéncia do espagamento e da presenca ou nao
do radical NO,. Os compostos 3, 2A e 5A mostraram capacidade de estimular a

producéo de IL-10.

4.5. Avaliacéo do efeito dos analogos da talidomida em células L1210

O efeito dos anélogos da talidomida na producgéo de IFN-y por células L1210 é
mostrado na Figura 13. Células L1210 foram usadas devido a sua capacidade de
produzir IFN-y na auséncia de estimulo. Foram selecionados os compostos 3, 2A e
5A por apresentaram significativa atividade inibitoria para TNF-o e IL-12 e baixo

efeito citotoxico em células J774A.1.
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Figura 13 Efeitos dos analogos na producéo de IFN-y por células L1210. 5 x 10* células L1210 foram
incubadas por 48 h na presenca dos compostos 3, 2A, 5A e talidomida, nas concentragfes de 1uM,
50uM e 120uM. (*)p < 0,05, (**)p < 0,01 e (***)p < 0,001 versus controle nado tratado (-).

Os compostos 3, 2A e 5A apresentaram maior capacidade de inibir a producao
de IFN-y em comparacdo com a atividade inibitoria da talidomida. Estes resultados
reforcam o potencial anti-inflamatério destes analogos ja observados quanto a
inibicdo da producéo TNF-a, IL-12 e NO.

Na Tabela 5, observa-se o efeito citotoxico dos compostos na cultura de

células L1210. Somente a maior concentracdo (120 uM) promoveu um pequeno
efeito citotoxico.

Tabela 5 Efeito citotéxico da talidomida e seus analogos em células L1210

. Citotoxicidade em células L1210(%)
Concentracdo do

composto (uM) Composto
Talidomida 3 2A 5A
120 9,8 15,9
50 NC NC
1 NC NC

ND - ndo detectado efeito citotdxico



65

4.6. Avaliacdo da influéncia dos compostos 3, 2A e 5A na expressao das
moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 em células J774A.1

O efeito dos andlogos 3, 2A e 5A na expressdo de moléculas co-
estimulatérias (CD80 e CD86) em células J774A.1 ativadas com LPS/IFN-y, foi
avaliado apos 18 horas de cultura através de citometria de fluxo. Os compostos 3,
2A e 5A apresentaram atividade inibitoria significativa para CD80 (Fig. 14), nas

concentragbes de 20uM, 110uM e 440uM, semelhante ao observado com a

talidomida.
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Figura 14 Avaliacdo da expressdo da molécula co-estimulatéria CD80 na superficie de células
J774A.1 estimuladas com LPS/IFN-y. As células foram tratadas com a talidomida e os anélogos 3, 2A
e 5A nas concentracBes de 20uM, 110uM e 440uM, sendo a expressdo de CD80 avaliada por
citometria de fluxo e comparada ao controle estimulado (C) apés 18 h de incubacdo. IFM -
intensidade de fluorescéncia média. (*)p < 0,05 e (**)p < 0,01 versus (C).
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E valido ressaltar que a partir da concentracdo de 440 uM n&o foi observado
efeito citotoxico dos compostos avaliado pelo método do MTT. A expressao de CD86
(Fig. 15), entretanto, somente foi inibida pelos compostos 3 e 2A na concentracao de
440 uM.
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Figura 15 Avaliacdo da expressdo da molécula co-estimulatéria CD86 na superficie de células
J774A.1 estimuladas com LPS/IFN-y. As células foram tratadas com a talidomida e os anélogos 3, 2A
e 5A nas concentracBes de 20uM, 110uM e 440uM, sendo a expressdo de CD86 avaliada por
citometria de fluxo e comparada ao controle estimulado (C) apdés 18 h de incubacgdo. IFM -
intensidade de fluorescéncia média. (*)p < 0,05 versus (C).

Estes resultados sugerem que os compostos 3, 2A e 5A e a talidomida tiveram
uma atividade inibitoria para expressdo de CD80 a nivel de superficie de células
J774A.1 ativadas com LPS/IFN-y. Somente os analogos 3 e 2A influenciaram de

forma significativa na expressao de CD86 na concentracao de 440 uM.
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4.7. Efeito dos analogos da talidomida na expressédo do mRNA de TNF-a, IL-12,
IL-10 e iNOS por células J774A.1 estimuladas com LPS/IFN-y

Moreira e colaboradores (1993) demonstraram que a talidomida possui a
capacidade de influenciar na degradagédo do mRNA de TNF-a, diminuindo sua meia
vida.

Células J774A.1 foram estimuladas com LPS/IFN-y por 2 e 6 horas de cultura
em presenca ou auséncia dos compostos 3, 2A e 5A e foi avaliada a producao de
MRNA para TNF-q, IL-12, IL-10 e iINOS através do RT-PCR em tempo real. Os
dados obtidos foram normalizados com o controle de expressédo endogena, o HPRT,
utilizando-se o programa REST 2008. A expressdo relativa obtida dos dados
previamente normalizados foi resultante da comparacdo entre 0s controles
estimulados e tratados com os anélogos e relagdo ao controle estimulado néo
tratado. Os resultados da expresséo relativa de mRNA para TNF-q, IL-12, INOS e IL-
10 sdo mostrados na Tabela 6 para cultura de 2 horas e Tabela 7 para cultura de 6

horas.

Tabela 6 Efeito do tratamento com talidomida e seus analogos na expressao relativa da producgéo de
MRNA de TNF-q, IL-12, iINOS e IL-10 em células J774A.1 estimuladas por 2 h com LPS/IFN-y

Composto  LPS/IFN-y TNF-o ¥ IL-12 ® iNOS & IL-10 @

Talidomida + 1,37+0,15 1,48+1,13 2,43+0,26 0,69%+0,06
3 + 1,42+0,05 1,13+0,54 0,74*+0,21 1,01+0,10
2A + 1,13+0,1 1,46+0,88 0,95+0,33 1,21*+0,11
5A + 1,3+0,03 0,97+0,38 1,06+0,16 1,43* +0,26

Controle nédo

- 0,48*+0,02 0,44+0,16 0,07*+0,02 0,89+0,17
tratado

a) 10° células J774A.1 foram incubadas por 1 h com a talidomida e os anélogos 3, 2A e 5A (440 uM).
A seguir, as culturas foram estimuladas com LPS (1ug/ml) e IFN-y (0,4 ng/ml). Ap6s 2 h, a
concentragdo do mRNA para TNF-a, IL-12, IL-10 e iNOS foi avaliada por RT-PCR em tempo real. As
culturas foram realizadas em dez replicatas. Os valores representam a expressao relativa, onde
valores acima de 1 significam aumento da producéo e abaixo de 1 uma menor producao em relacao
ao controle estimulado néo tratado. (*)p < 0,05 versus controle estimulado com LPS/IFN-y néo
tratado.

Os resultados da tabela 6 indicam que tanto a talidomida quanto os analogos

ndo influenciaram de forma significativa no acimulo do mRNA para TNF-a e para IL-
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12, em células J774A.1 estimuladas por 2 horas com LPS/IFN-y. A talidomida
induziu maior acumulo de mRNA para INOS, que, no entanto, ndo foi também
significativo. Apenas o composto 3 influenciou de forma a diminuir significativamente
0 acumulo do mRNA para iNOS. Quanto a IL-10, a talidomida influenciou de forma a
reduzir significativamente o acimulo do mRNA para IL-10 e os compostos 2A e 5A

influenciaram aumentando este acumulo de forma significativa.

Tabela 7 Efeito do tratamento com talidomida e seus analogos na expressao relativa da producéo de
MRNA de TNF-q, IL-12, INOS e IL-10 em células J774A.1 estimuladas por 6 h com LPS/IFN-y

Composto LPS/IFN-y TNF-a @ IL-12 @ iNOS @ IL-10
Talidomida + 0,37%+0,02 0,39%+0,257 3,52+2,04 0,72*+0,27
3 + 0,72%+0,08 4,52%+0,80 3,54%+0,72 1,48*+0,33
2A + 0,56*+0,06 3,57*+1,08 3,51*+0,33 1,25*+0,19
6A + 0,57*+0,09 3,32*+0,96 2,65%+0,12 1,50%+0,21

Controle nao

- 0,41*+0,1 0,91+0,82 0,93*+0,02 1,68*+0,53
tratado

a) 10° células J774A.1 foram incubadas por 1 h com a talidomida e os anélogos 3, 2A e 5A (440 uM).
A seguir, as culturas foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) e IFN-y (0,4 ng/ml). Ap6s 6 h, a
concentracdo do mRNA para TNF-q, IL-12, IL-10 e iNOS foi avaliada por RT-PCR em tempo real. As
culturas foram realizadas em dez replicatas. Os valores representam a expressdo relativa, onde
valores acima de 1 significam aumento da producéo e abaixo de 1 uma menor producdo em relacao
ao controle estimulado néo tratado (*)p < 0,05 versus controle estimulado com LPS/IFN-y ndo tratado.

Em culturas de 6 horas (Tab. 7), a talidomida e os compostos 3, 2A e 5A
induziram uma diminuicdo significativa do acimulo do mRNA para TNF-a. Por outro
lado, os compostos 3, 2A e 5A induziram um aumento significativo da producao do
MRNA para IL-12. Em contraste, a talidomida apresentou capacidade de inibir o
acumulo do mRNA para IL-12 (p<0,05).

Os anéalogos 3, 2A e 5A e a talidomida induziram aumento da producédo de
MRNA de INOS. Contudo, este aumento nao foi significativo para a talidomida. Os
compostos 3, 2A e 5A contribuiram para aumento da producdo do mRNA para IL-10
(Tabela 7). O papel exercido pelos compostos que resultou em aumento do mRNA
para IL-10 corresponde ao aumento observado na producao de IL-10 avaliado por
ELISA (Tabela 7 e Tabela 4). Em contrapartida, a talidomida que induziu a inibicéo
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da producédo de IL-10 avaliado no sobrenadante de células J774A.1 ativadas com
LPS/IFN-y, inibiu também a producdo do mRNA para IL-10.

Resultados semelhantes foram observados quando na concentracdo de 20 uM
(dados ndo mostrados). Apesar do efeito inibitério do acimulo de mRNA ter sido
menor em relacdo a concentracdo de 440 uM, os compostos 3, 2A e 5A inibiram
significativamente o acimulo do mRNA para TNF-a, aumentando a concentracao do
MRNA para IL-10, IL-12 e INOS. Contudo, a talidomida ndo modulou
significativamente o acumulo de mRNA para TNF-a, IL-12, IL-10 e iNOS.

Em geral, nestes estudos os compostos analisados exerceram efeitos pos-
trascricionais envolvendo diminuicdo do acimulo de mMRNA de TNF-a e aumento da
produgéo de mRNA para IL-12 e INOS. Com relagdo a producdo de mRNA para IL-
10, o acumulo observado sugere eventos transcricionais. Além disto, o efeito

observado é dependente da concentracédo utilizada.

4.8. Avaliacao do efeito dos analogos na ativacdo de PBMC humano

A capacidade de inibicdo dos compostos foi também avaliada em culturas de
células do PBMC humano in vitro. Com isso, foi possivel observar se os compostos
gue apresentaram significativa atividade inibitéria em macréfagos J774A.1 ativados
também apresentaram capacidade de inibir a resposta inflamatéria em células
humanas estimuladas com LPS. Além disto, foi possivel investigar se os analogos
tiveram melhor atividade inibitéria em comparacdo aos compostos estudados por
Almeida e colaboradores (2007), onde os grupos ftalimidicos dos analogos da
talidomida n&o foram hidrolisados como no presente estudo.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 8, bem como o efeito citotoxico
avaliado por azul de Trypan e MTT na respectiva concentragdo. Observa-se que no
grupo sem o radical NO,, quando se aumenta o espagcamento de 2 para 3 e 4
carbonos, ha aumento da atividade inibitéria, com exce¢do do composto 5. No grupo
com o radical NO,, o aumento do espacamento de 3 carbonos para 4 e 6 carbonos
resultou em melhora da atividade inibitoria de TNF-a. O composto 2A (menor
espacamento) apresentou expressiva atividade inibitéria, com cerca de 44 vezes
mais eficiente que a talidomida. Em geral, a adicdo do radical NO, contribuiu para

uma melhora da atividade inibitoria de TNF-o em relagéo aos compostos 2, 4 e 5.
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Em linhas gerais, os analogos apresentaram atividade diferenciada devido a
influéncia do espacamento e pela presenca ou néo do radical NO..

Tabela 8 Inibicdo da producdo de TNF-a induzida por LPS em PBMC humano tratadas com
talidomida e seus analogos

Citotoxicidade

Composto ICso TNF-a. em (uM)?
MTT (%) Trypan (%)°

Talidomida 220 100 100
2 240 99 99
3 55 100 99
4 166 100 98
5 458 100 90
2A 5 100 99
3A 95 100 98
4A 68 100 100
5A 6,1 100 100

a) 5 x 10" células do PBMC foram incubadas por 1 h com a talidomida e os
compostos 2, 3, 4, 5, 2A, 3A, 4A e 5A. Em seguida, as culturas foram estimuladas
com LPS (2 ug/ml). Apés 24 h, a concentragdo TNF-a na cultura foi determinada
por ELISA.

b) Viabilidade celular determinada por MTT. Foi representada em porcentagem
relativa ao controle de células, pela féormula: 100% x DO 570, tratado/DO 570,
controle.

c¢) Viabilidade celular determinada por azul de Trypan, sendo os valores referente a
porcentagem de células viaveis.

Foi observado neste estudo que os compostos 3, 2A e 5A, que apresentaram
expressiva atividade inibitéria para producdo de TNF-a, IL-12, NO em J774A.1 e
IFN-y em L1210, também mostraram inibicdo de TNF-a avaliado em PBMC. Os
compostos 3, 2A e 5A foram também analisados quanto a capacidade de inibir
outros importantes mediadores da resposta imune, como IFN-y, IL-6 e as
guimiocinas CXCL9 e CXCL10 por células do PBMC ativadas com LPS (Tabela 9).
Tanto a talidomida quanto compostos 3, 2A e 5A apresentaram capacidade de inibir
a producéo de IFN-y por PBMC ativadas (p<0,05), sendo esta inibicdo maior para o
composto 5A. Além disto, o composto 5A foi também o maior inibidor da producao
de CXCL9 e CXCL10 que sao induzidas por IFN-y.
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A producgéo de IL-6 também foi significativamente inibida pela talidomida e
pelos compostos 3, 2A e 5A que apresentaram o nivel de inibicdo maior que a

talidomida.

Tabela 9 Inibicdo da producéo de IL-6, IFN-y, CXCL10 e CXCL9 por PBMC humano estimuladas com
LPS e tratadas com talidomida e seus analogos

(0 ibica b)
Composto  ICso IFN-y em (uM)? (%9 Inibigao a 100 uM

CXCL9 CXCL10 IL-6

Talidomida 105 35* 46* 27*
3 107 35* 22* 40*
2A 146 28* 41* 42*
5A 45 36* 65* 39*

a) 5 x 10* células do PBMC foram incubadas por 1 h com a talidomida e os
analogos 3, 2A e 5A. A sequir, as culturas foram estimuladas com LPS (2
ug/ml). Apds 24 h, a concentragdo de IFN-y foi determinada por ELISA e os
dados colocados de acordo com o ICs; obtido.

b) A producdo de CXCL9, CXCL10 e IL-6 foi determinada por citometria de
fluxo pelo método do CBA. Os resultados dos tratamentos foram
apresentados em porcentagem de inibicAo (%) comparados ao controle
estimulado ndo tratado através da féormula: 100 x [1-(citocina
(tratado)/citocina(controle ndo tratado)]. (*)p < 0,05 versus controle
estimulado com LPS e néo tratado.

Em geral, os compostos selecionados apresentaram elevada atividade
inibitéria em comparacéo a talidomida quanto a inibicdo da produgédo de TNF-a por
PBMC ativada com LPS e, além disto, influenciaram na producéo de outras citocinas
e quimiocinas relacionadas, mostrando potencial efeito na modulagdo de respostas

inflamatorias.
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5 Discussao

A talidomida é utilizada no tratamento de doencas inflamatdrias crénicas
relacionadas a processos autoimunes, tais como lupus eritomatoso e artrite
reumatoide, na Hanseniase, e no tratamento de variados tipos de cancer (SINGHAL
et al. 1999; KARIM et al., 2001; KUMAR, WITZIG e RAJKUMAR, 2002; ZHU et al.,
2003; MORGAN et al.,, 2006; NAKAMURA et al., 2006). Esse farmaco tem como
limitacdo seu efeito teratogénico e outros efeitos colaterais relacionados, por
exemplo, a processos neurolégicos adversos (HUANG, HSU, e CHIU, 2008). A
eficdcia da talidomida no tratamento de doencas inflamatérias e outras patologias
tem direcionado pesquisas para a busca de analogos da talidomida com atividade
biolégica semelhante, menor toxicidade e auséncia de efeitos teratogénicos. Neste
trabalho estudamos novos analogos da talidomida que apresentam dois grupos
ftalimidicos separados por diaminas. Os principais achados deste trabalho indicam
que: 1) Os compostos estudados apresentaram capacidade de inibir a producao de
TNF-a em células J774A.1 e PBMC; 2) A producéo de IL-12 e NO foi reduzida em
macrofagos J774A.1 tratados com 0os compostos, no entanto, 0s mesmos induziram
aumento da producdo de IL-10; 3) A atividade inibidora dos compostos sobre a
producdo de TNF-a correlaciona com inibicdo do acumulo de mRNA de forma
dependente do tempo de cultura das células. Esses compostos, em contraste,
ampliaram o acumulo no citoplasma de mRNA para IL-10; 4) Os compostos inibiram
a expressdo de CD80, mas ndo de CD86 em células J774A.1; 5) A atividade
inibidora dos compostos foi observada sobre a producdo de IFN-y em PBMC
humanas e correlacionou com a diminuicdo da producéo de IFN-y em culturas de
L1210; 6) Os compostos mostraram capacidade de inibir a producdo de IL-6 e de

quimiocinas induzidas pelo IFN-y produzidas por PBMC humano.

5.1. Inibicéo da producéo de TNF-a por células J774A.1 e células do sangue

periférico humano tratadas com os analogos da talidomida

Diversos trabalhos reportaram que analogos apresentando grupo ftalimido

fechado e com modificacbes no grupo glutarimido ou mesmo hidroxilacées no grupo
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ftalimido e/ou glutarimido resultaram em melhora da atividade inibitéria para a
producdo de TNF-o (MULLER et al.,1996; CORRAL et al.,1996; MULLER et al.,
1999; SAMPAIO et al., 2002; MACHADO et al., 2005; NAKAMURA et al., 2006).
Utilizando-se metabolitos hidrolisados da talidomida, Nakamura e colaboradores
(2007) observaram que o grupo ftalimido aberto ou grupo glutarimidico aberto ou até
mesmo ambos 0s grupos abertos podem apresentar perda, manter a atividade,
diminuir ou até mesmo aumentar a atividade inibitoria de TNF-a. Almeida e
colaboradores (2007) demonstraram pela primeira vez que em analogos da
talidomida apresentando duas subunidades ftalimidicas, o espacamento entre as
subunidades contendo diaminas influenciou na atividade inibitéria da producdo de
TNF-a. O presente trabalho mostra que analogos da talidomida que apresentam na
sua composicao duas unidades ftalimidicas separados por diaminas e na presenca
ou ndo do grupo NO; na sua estrutura tem a capacidade de inibir marcadamente a
producdo de TNF-a por macrofagos J774A.1 e também por PBMC humano. Neste
estudo, ao contrério do estudo realizado por Almeida e colaboradores (2007), foram
usados compostos com a subunidade ftalimidica aberta que apresentam como
vantagem o fato de serem hidrossolaveis.

A solubilidade €é uma importante consideracdo em termos de
biodisponibilidade sisttmica do farmaco, uma vez que compostos pouco sollveis
limitam a eficicia do farmaco e a necessidade de aumento subseqiente da dose
compromete a tolerancia ao farmaco pelo paciente (MARRIOT et al.,, 1998). Os
compostos com subunidade ftalimidica aberta apresentaram boa solubilidade em
dgua e elevada atividade inibitéria para producdo de TNF-o. Em relacdo aos
compostos utilizados por Almeida e colaboradores (2007), a inibicdo da producéo de
TNF-o observada com compostos com grupo ftalimidico aberto foi maior que a
alcancada com compostos que apresentavam grupo ftalimidico fechado.

Nossos resultados mostram que andalogos contendo estrutura ftalimidica
aberta apresentaram atividade inibitéria sobre a producdo de TNF-a maior & medida
gue se aumentou o espacamento (de 2 a 4 carbonos) entre as unidades ftalimidicas,
nos compostos sem grupo NO,, tanto em culturas de J774A.1 quanto em culturas de
PBMC humano. Com o espagamento de 6 carbonos, no entanto, esta atividade
diminuiu em ambos os modelos de cultura de células. Uma possivel explicacdo para

este efeito reside no fato de que, o aumento do espacamento entre as subunidades
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ftalimidicas torna a molécula menos hidrofilica (tendo em vista que o composto 6 é
soluvel em DMSO), além de interferir com possiveis sitios de interacdo com
moléculas no meio biolégico, como sitios ativos de enzimas. Dentre 0os compostos
com o grupo NO,, o aumento do espacamento (de 3 a 6 carbonos), resultou também
na melhora da atividade inibitoria tanto em culturas de J774A.1 quanto em culturas
de PBMC humano. Contudo, neste estudo, o composto 2A apresentou expressiva
atividade inibitoria em ambos os modelos de cultura, que pode ter relacdo com a
estrutura ftalimidica hidrolisada deste composto, uma vez que 0 equivalente ndo
hidrolisado descrito por Almeida e colaboradores (2007) ndo apresentou elevada
atividade inibitéria. Em geral, a adicdo do grupo NO, resultou na melhora da
atividade inibitéria observada na producdo de TNF-a pelos compostos com 2, 4 e 6
carbonos em culturas de PBMC e os compostos com 2 e 6 carbonos em culturas de
J774A.1. Tanto o aumento do espacamento quanto a adicdo do grupo NO;
resultando em melhora da atividade inibitoria para producdo de TNF-o estdo em
concordancia com os achados de Almeida e colaboradores (2007) para compostos
com subunidade ftalimidica fechada.

A talidomida possui um centro quiral, sendo uma mistura racémica onde um
dos enantibmeros possui acdo antiemética, antiinflamatéria, dentre outras, e o outro
enantidmero tem efeito teratogénico. Mesmo apos a separacdo da mistura racémica
da talidomida, ocorre no organismo a interconversao entre 0s enantibmeros,
formando novamente uma mistura racémica. Uma importante caracteristica dos
analogos do presente estudo reside no fato de que estes ndo apresentam centro
quiral, evitando assim a etapa de separacdo de racemato e reduzindo a
possibilidade de possiveis efeitos colaterais indesejaveis.

No presente estudo, sdo apresentados novos analogos da talidomida com
potencial elevado para inibir a produgcdo de TNF-a. Zhu e colaboradores (2003)
propuseram que a subunidade ftalimidica intacta € necessaria para atividade
inibitdria de TNF-a. Neste trabalho mostramos que a modificagcdo da estrutura
ftalimidica possibilitou melhor solubilidade e aumento da atividade inibitoria em
comparacdo a analogos diaminicos com grupo ftalimidico ndo hidrolisado ja
descritos.
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5.2. Efeito dos anélogos da talidomida na producédo de IL-12, IL-10 e NO por
células J774A.1

Producéo de IL-12

Diversos trabalhos observaram um efeito da talidomida sobre a producgéo de
IL-12. Foi demonstrado pela primeira vez por Moller e colaboradores (1997) que a
talidomida possui a capacidade de inibir a producédo de IL-12 em PBMC estimulado
com LPS. Corral e colaboradores (1999) demonstraram o efeito inibitério da
talidomida e de compostos amino substituidos na producdo de IL-12 e TNF-a. em
PBMC estimulado com LPS. Ye e colaboradores (2006) demonstraram o efeito
inibitério da talidomida para a producdo de IL-12(p40) em macréfagos alveolares
humanos estimulados in vitro com LPS. Estudando pacientes com ENL, Haslet e
colaboradores (2005) observaram aumento da producéo de IL-12 durante o decorrer
do tratamento. Os autores sugeriram que o0 controle exercido pela talidomida
mediante a estas circunstancias estaria relacionado a ativacdo de células T
regulatorias, visto que num grupo de 5 pacientes houve aumento da expresséo de
Foxp3 ao longo do tratamento. No presente estudo, a talidomida e os compostos
apresentaram significativa atividade inibitéria de IL-12 em células J774A.1 ativadas
por LPS/IFN-y . Nos analogos sem o radical NO,, esta atividade foi maior para os
compostos com espagamento 2 e 3, e no grupo de compostos que apresentam o
radical NO,, esta atividade foi maior nos analogos com espacamento 4 e 6. Esses
resultados confirmam dados apresentados na literatura sobre a capacidade inibitéria
da talidomida sobre a producéo de IL-12 (MOLLER et al., 1997; CORRAL, et al.,
1999; BAUDITZ et al., 2002; YE et al., 2006), e mostram que os analogos com dois
grupos ftalimidicos hidrolisados apresentam forte atividade inibitoria para 1L-12.
Diversos estudos sugerem que a IL-12 possui um importante papel na patogenia de
doencas como sarcoidose, doenga de Crohn e esclerose multipla (SHIGEHARA et
al., 2001; MANNON et al., 2004; RAMSARANSING et al., 2004; HATA et al., 2007).
Logo, dada a importancia da IL-12 nestas doencas, 0 presente estudo mostra novos
compostos analogos a talidomida com atividade inibitoria para IL-12 e com potencial
efeito benéfico no tratamento destas patologias.
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Producédo de 6xido nitrico (NO)

O NO € uma molécula de grande importancia biolégica por desempenhar
diversas funcbes no organismo, estando envolvido, por exemplo, em atividades
microbicidas, antivirais, antiparasitarias e atitumorais (BOGDAN, 2001; PACHER,
BECKMAN, e LIAUDET, 2007). Contudo, a producéo excessiva de NO relaciona-se
a patologias humanas, como a asma, artrite, esclerose mdltipla, colites, doencas
neurodegenerativas, desenvolvimento de tumores, choque séptico e rejeicdo a
transplantes (BOGDAN, 2001; NAGY et al., 2007).

A talidomida interfere na angiogénese, processo no qual o NO possui um
papel importante visto sua atuacdo na migracao de células endoteliais (LEE et al.
2005). Neste contexto, Tamilarasan e colaboradores (2006) mostraram que a
talidomida exerce seu efeito inibitério na angiogénese mediada por 6xido nitrico
alterando o padrao de polimerizacao a nivel sub-celular de actina.

Shimazawa e colaboradores (2004) mostraram pela primeira vez que a
talidomida possui capacidade de inibir a atividade da oxido nitrico sintase (NOS),
avaliando-se a producédo de nitrito/nitrato in vitro. Contudo, segundo esses autores,
esta atividade foi baixa. Noguchi e colaboradores (2004) demonstraram também in
vitro que a talidomida apresenta baixa atividade inibitoria para NO induzido por iINOS
e que compostos contendo uma subunidade ftalimidica associados ao grupo fenil ao
invés da glutarimida (fenilmonoftalimida) apresentaram elevada atividade inibitéria.

Neste estudo, a talidomida apresentou baixa atividade inibitoria para producao
de NO avaliado no sobrenadante de células J774A.1 ativadas. Os analogos, em
contrapartida, apresentaram elevada atividade inibitéria em comparagéo ao controle
estimulado. Nos compostos sem o radical NO,, a atividade inibitoria foi maior no
analogo 3, ndo havendo relacdo com efeito citotoxico. Nos compostos com o radical
NO,, houve uma melhora na atividade inibitoria da producdo de NO nos compostos
2A e 5A. Uneda e colaboradores (2003) mostraram que em camundongos tratados
com o inibidor especifico de NO sintase (NOS), N(omega)-nitro-L-arginina metil ester
(L-NAME), suprimiu de forma significativa o crescimento do mieloma multiplo
induzido, como também a diminuicdo dos niveis de VEGF e reducdo da
neovascularizagdo. A marcante atividade inibitoria para producdo de NO exercida
pelos compostos reforgca seu potencial terapéutica no tratamento de patologias

envolvendo angiogénese.
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Producgéo de IL-10

No presente estudo, a talidomida e os compostos 3, 2A e 5A apresentaram
elevada atividade inibitéria para producdo de TNF-a,IL-12 e NO. Entretanto,
compostos 3, 2A e 5A mostraram um aumento significativo da producéo de IL-10 em
relacdo ao controle estimulado. Tendo em vista que os analogos 3, 2A e 5A inibiram
citocinas envolvidas na resposta Thl e inibiram a producdo de NO, é possivel que
este efeito tenha contribuido para aumento da producado de IL-10, o que sera ainda
investigado. Nossos resultados estdo de acordo com os achados de Corral e
colaboradores (1996) que mostraram que analogos monoftalimidicos fechados da
talidomida inibiram a producdo de TNF-a por células do sangue periférico humano
estimuladas com LPS e aumentaram a producéo de IL-10. Observaram também que,
ao tratarem as culturas com anti-IL10, o efeito inibitério para producdo de TNF-a
mediado pelos analogos permaneceu inalterado, indicando que a inibicdo para
producdo de TNF-o ndo foi mediada pela producdo de IL-10. Estes autores
mostraram que a talidomida também estimulou a producdo de IL-10 por PBMC
humano. Outros trabalhos contudo, avaliando células de pulmdo de camundongos
infectados com M. tuberculosis (MOREIRA et al.,1997) ou células dendriticas
humanas ativadas com CD40L e cultivadas por 48 horas (MOTHY et al., 2002),
mostraram respectivamente uma diminuicdo da produgcdo de mRNA para IL-10 e
reducado dos niveis de producao de IL-10 ap0s tratamento com talidomida.

Esses dados sugerem que os compostos 3, 2A e 5A tem capacidade de
influenciar na ativacdo das células J774A.1, inibindo o perfil de citocinas pro-
inflamatorias e contribuindo para um perfil regulatorio mediado por IL-10.

5.3. Efeito dos compostos no acumulo de mRNA para TNF-a, IL-12, IL-10 e
iINOS em células J774A.1

Produg&o de mRNA para TNF-a

Conforme descrito na literatura, um dos mecanismos de acdo da talidomida
consiste em desestabilizar o0 mMRNA para TNF-a diminuindo sua meia-vida

(MOREIRA et al., 1993), o que caracteriza um evento pds-transcricional. Foi descrito
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também que o tratamento com talidomida em células (PBMC) humanas estimuladas
com LPS ou produtos micobacterianos resultou na diminuicdo do acumulo de mRNA
para TNF-a e IL-12 (SAMPAIO et al., 2002). No presente trabalho, em culturas de
células J774A.1 estimuladas por 2 horas, tanto a talidomida quanto os compostos 3,
2A e 5A néo influenciaram de forma significativa no acimulo de mRNA para TNF-a.
Contudo, em culturas de 6 horas, a talidomida e os compostos 3, 2A e 5A foram
capazes de diminuir o acimulo de mRNA para TNF-qa, indicando que um possivel
mecanismo de acdo dos analogos envolve eventos pos-transcricionais. Esses
resultados estdo de acordo com os dados apresentados por Kim e colaboradores
(2004), que mostraram que células humanas do epitélio intestinal (HT-29)
estimuladas com LPS e cultivadas por 2 horas em presenca de talidomida nao
apresentam alteracdo no acumulo de mRNA para TNF-a. Entretanto, apds 6 horas
de cultura, a talidomida diminuiu o acumulo de mRNA para TNF-a. Os autores
demonstraram também que a via de atuacéo da talidomida foi independente da via
NF-xB, tendo em vista os resultados de degradacdo do mRNA para TNF-a néao
terem sido relacionados com a inibicdo da ativacdo da via NF-«xB avaliando-se a

capacidade do NF-kB de se ligar ao DNA.

Producdo de mRNA para IL-12

Moraes e colaboradores (2000) demonstraram em biépsias de pele coletadas
de pacientes com ENL tratados com talidomida uma reducéo do acimulo de mRNA
para TNF-a, IL-12, IL-6 e também para IL-10. No presente estudo, de acordo com
esses achados, foi demonstrado que a talidomida apresentou capacidade de
diminuir o acimulo de mRNA para IL-12. Moller e colaboradores (1997), em modelo
de PBMC estimuladas com SAC, foram os primeiros a descrever que a talidomida
interfere no acumulo de mRNA para IL-12. Os autores, no entanto, observaram
maior acumulo de mRNA para IL-12 apos 12 horas de incubac¢do, em contraste com
uma inibicdo da producgéo de IL-12p40 no sobrenadante das culturas, sugerindo que
essa inibicdo ocorreu em parte por eventos pos-transcricionais. Um destes eventos
pos-transcricionais foi demonstrado por Jin e colaboradores (2007), onde a
talidomida inibiu o deslocamento citoplasmatico de HuR, que esta envolvido na

estabilizacdo de proteinas e da proteina MAPK-p38, que relaciona-se com a
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regulacdo pods-transcricional da estabilidade do mRNA para COX-2. Além disso,
TNF-a, IL-12p40 e iNOS também sédo dependentes de MAPK-p38 (SAKLATVALA,
2004).

No presente estudo, a talidomida e os compostos 3, 2A e 5A néao influenciaram
no acumulo de mRNA para IL-12 em células J774A.1 cultivadas por 2 horas.
Contudo, em culturas de 6 horas, a talidomida diminuiu de forma significativa o
acumulo de mRNA para IL-12, enquanto que os compostos 3, 2A e 5A induziram
aumento do acumulo de IL-12 neste periodo. Com isso, sugere-se que o efeito dos
compostos quanto a inibicdo de IL-12 envolva mecanismos pods-transcricionais.
D’Agostino e colaboradores (2001) mostraram que tetraciclinas modificadas
quimicamente aumentaram o acumulo de mRNA para IL-12. Contudo, 0S mesmos
autores descreveram em trabalhos anteriores o efeito de tetraciclinas modificadas
em inibir a producédo de IL-12 avaliado em sobrenadante de cultura sugerindo-se,
desta forma, que o0s compostos interferem no bloqueio de eventos pos-

transcricionais na produgéo de IL-12.

Producdo de mRNA para iNOS

Para a producdo de mRNA para iINOS, o que se observou nesse estudo foi
que em culturas de 2 horas os compostos ndo interferiram no acimulo do mRNA,
exceto o composto 3 que induziu diminui¢do. Porém, em culturas de 6 horas, tanto a
talidomida quanto os compostos induziram de forma significativa o acumulo de
MRNA para iINOS. O mesmo foi observado por D’Agostino e colaboradores (2001)
para a producdo de mRNA de iNOS, onde tetraciclinas modificadas apresentaram
capacidade de inibir a producéo de NO avaliado no sobrenadante, mas promoveram
um aumento no acumulo de mRNA para iNOS, sugerindo-se que o controle seja a
nivel de atividade da enzima, ao invés de um controle envolvendo a expresséo de
MRNA para iNOS. Hinz, Brune e Pahl, (2000) observaram que em culturas de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS/IFN-y tratados com L-NMMA (inibidor
especifico da enzima envolvida na producdo de NO) houve diminuicdo da producao
de NO e aumento do acumulo de mRNA de iNOS. Os autores sugeriram que o NO
endogeno atua promovendo um feedback negativo capaz de limitar a extensédo da

inducdo transcricional de sua propria sintese enzimatica. Logo, a remocao deste
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feedback, inibindo-se a enzima iNOS, resultou na amplificacdo da expressao de
MRNA para iINOS. Quando adicionaram um indutor da producdo de NO por via
independente de ativacdo enzimatica, 0s mesmos autores observaram que o
aumento da producao de NO resultou na diminuicdo dos niveis de mRNA para iNOS,
sugerindo-se que o NO derivado da indugao de iINOS atenua a transcricao do gene
por via autorregulatéria. Logo, no presente estudo, um possivel mecanismo de

atuacao dos compostos para producédo de NO envolve controle pos-transcricional.

Produg&o de mRNA para IL-10

Neste estudo a talidomida diminuiu significativamente o acumulo de mRNA
para IL-10 tanto em culturas de 2 horas quanto em culturas de 6 horas. Esses
resultados podem ser diretamente correlacionados com o observado nos
sobrenadantes de culturas, onde ocorreu uma redugao da produgédo de IL-10,
sugerindo um controle transcricional. Contudo, quanto aos analogos, o efeito foi de
aumentar o acimulo de mRNA de IL-10, em culturas de 2 horas para 0s compostos
2A e 5A, e em culturas de 6 horas para os compostos 3, 2A e 5A. Estes aumentos
observados correspondem com aumento da producdo de IL-10 avaliado por ELISA
apos 18 horas de cultura. De acordo com esses achados, outros estudos mostraram
que em biopsia de tecido epitelial de pacientes com ENL e em pulmdes de
camundongos infectados com M. tuberculosis, o tratamento com talidomida resultou
em reducdo da producdo de mRNA para IL-10 (Moreira et al., 1997; Moraes et al.,
2000). Em contraste, Rowland e colaboradores (1998) mostraram que em PBMC
humano estimulado com PHA por 9 horas a talidomida ndo apresentou efeito
significativo no acumulo de mRNA para IL-10 bem como na producédo de IL-10
avaliados no sobrenadante apés 48 horas de cultura. No presente estudo, observou-
se que os compostos 3, 2A e 5A contribuiram de forma a diminuir a resposta
inflamatoria induzida por LPS/IFN-y e de aumentar a producdo de IL-10, uma
importante citocina envolvida no controle da resposta imune e com papel importante
no controle de processos inflamatorios por seu efeito imunossupressor (PESTKA et
al. 2004).

Em geral, os resultados sugerem que os compostos 3, 2A e 5A exerceram

potencial efeito pds-trasncricional no controle da producdo do mRNA para TNF-a, IL-
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12, iINOS e no controle transcricional para IL-10 e que este efeito foi dependente da

dose.

5.4. Efeito dos compostos na expressdao das moléculas CD80 e CD86 em
células J774A.1

Quanto a expressao de moléculas co-estimulatérias, trabalhos mostram que
monaocitos expressam CD86 de forma constitutiva, enquanto que moléculas CD80
sdo induzidas apoés a ativacdo celular (HATHCOOCK, et al., 1994; INABA et al.,
1994; INABA et al., 1995). Tem sido sugerido que CD86 relaciona-se ao processo de
iniciacdo e que CD80 possa participar nos estagios avancados da resposta imune
(LU, WANG e LINSLEY, 1997). A expressao dessas moléculas pode ser aumentada
devido a diversos estimulos (LARSEN, 1992). Estudos iniciais mostraram que a
expressdo de moléculas CD86 relaciona-se a uma resposta Th2, enquanto que a
expressdo de moléculas CD80 direciona uma resposta Thl (KUCHROO et al., 1995;
RACKE et al., 1995; RANGER et al., 1996; BROWN et al., 1996; KEANE-MYERS et
al., 1998). Além disto, CD80 se liga 2-3 vezes mais forte a CD28 e CTLA-4
expressos em células T, com baixa constante de dissociacdo e maior afinidade do
que CD86 (MERWE e DAVIS, 2003).

Além da capacidade de influenciar na producédo de TNF-a, IL-12, IL-10 e NO,
a talidomida e os analogos 3, 2A e 5A influenciaram quanto a expressdo da
molécula co-estimulatéria CD80, a qual € fundamental no processo de ativacédo de
células T. Entretanto, para a expressdao de CD86, o efeito inibitério foi pouco
evidente. Apenas o0s analogos 3 e 2A apresentaram efeito inibitorio em altas
concentragcbes. Schutt e colaboradores (2005) mostraram que individuos com
mieloma mudltiplo tratados com talidomida apresentaram uma reducdo da expressao
da molécula CD86, além de outros marcadores de superficie relacionados a ativagao
de células dendriticas. LeBlanc e colaboradores (2004) mostraram que o0 analogo da
talidomida CC-5013, o qual apresenta elevada atividade inibitoria para producéo de
TNF-o, ndo apresentou capacidade de modular a expressdo de CD80-CD86 de
células dendriticas humanas imaturas ou maduras apos indu¢cdo com TNF-a. As
diferencas destes resultados com o presente estudo podem ser explicadas em

funcd@o das condi¢cbes experimentais, onde ndo somente a forma de ativagdo, mas
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também o tipo de célula alvo utilizada podem influenciar quanto a expressao de
moléculas co-estimuladoras.

As vias CD40-CD40L e CD28-CD80 sao importantes para ativacdo de células
T autorreativas e ativacdo policlonal de células B (TOKUNAGA et al., 2005). Estas
vias de ativacdo estdo elevadas em pacientes com LE sistémico ativo (DESAI-
MEHTA et al., 1996; KOVACS, THOMAS e TSOKOS, 1996). Wong e colaboradores
(2005) demonstraram elevada presenca no plasma de moléculas soluveis (s) como
SCTLA-4, sCD28, sCD80 e sCD86 e especularam sobre a producédo elevada e sua
possivel associagdo com a patologia relacionada ao LE. Além disto, Denfeld e
colaboradores (1997) demonstraram que células APC de lesdo cutanea de
individuos com LE sistémico apresentaram elevada expressao de moléculas B7.

Conforme observado por Zheng e colaboradores (2004), a interacdo CD86-
CD28 promove importante sinal que interfere com fungdes inibitérias de células T
regulatérias (Treg), conquanto que a ligacdo CD80 resulta em atividade regulatéria
gquando na interacdo com CTLA-4. Além disto, em trabalhos de Zheng e
colaboradores (2006), mostrou-se que a ligacdo CD80-CTLA-4 seria hecessaria para
TGF-B induzir expressdo de FOXP-3" e favorecer a diferenciacdo de células T
regulatorias. Desta forma, a inibicdo de CD80 observada neste trabalho pode
fornecer um dado a mais a respeito do mecanismo de acdo da talidomida no
combate a processos malignos, uma vez que tem sido observada elevada frequéncia
de células T regulatérias CD4+CD25+ na area do tumor e no sangue periférico de
pacientes com tumores avancados (WOLF et al., 2003; CURIEL et al., 2004). Além
disto, Giannopoulos e colaboradores (2008) demonstraram que pacientes com
leucemia linfocitaria cronica apresentaram elevada frequéncia de células Tregs
FOXP-3" e que o tratamento com talidomida resultou em reducdo do numero de
células Tregs na populacdo total de linfocitos. A capacidade dos compostos
estudados de reduzir a expressdo de CD80 pode contribuir para uma atividade
moduladora da resposta Thl.

Tendo em vista os estudos relacionando os efeitos benéficos da talidomida no
tratamento de doencas autoimunes, cancer e seu potencial de modular populacdes
de linfécitos Thl e Treg (THOMSON e GOODFIELD, 2001; HOUSMAN et al., 2003;
TEO,.STIRLING e ZELDIS, 2005; GIANNOPOULOS et al., 2008), o presente estudo

sugere o potencial uso da talidomida e dos compostos 3, 2A e 5A no tratamento de
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desordens com resposta imune exacerbada envolvendo a producdo de moléculas

co-estimulatorias.

5.5. Efeito compostos na producdo de IFN-y em PBMC humano e em células
L1210

Conforme se observou neste estudo, os compostos 3, 2A e 5A e a talidomida
apresentaram boa atividade inibitéria para producédo de IFN-y observada em culturas
de PBMC humano e em culturas de células L1210 (linhagem de células leucémicas
linféides de camundongos transformadas para produzirem IFN-y de forma
constitutiva). A talidomida apresentou efeito inibitorio significativo a 120 uM, sendo
que os compostos 3, 2A e 5A tiveram uma atividade melhor em baixas
concentracbes, ndo havendo neste caso efeito citotoxico. Em contraste, estudos
utilizando culturas de LT CD4+ e LT CD8+ purificadas e estimuladas com antiCD-3,
mostraram que a talidomida pode exercer efeito de estimular a produgcéo de IFN-
ybem como a producdo de IL-2 (Haslett e colaboradores 1998). Contudo, em
concordancia com os nossos achados, em culturas de PBMC humano estimuladas
com PHA e SKSD (uma mistura das proteinas estreptocinase e estreptodornase
produzidas por estreptococos hemoliticos) a talidomida mostrou capacidade de inibir
a producao de IFN-y nas primeiras 72 horas de cultura, efeito acompanhado de
aumento de IL-4 (MCHUGH et al., 1995). Moraes e colaboradores (2000) também
demonstraram uma reducdo do acumulo de mRNA para IFN-y em biopsias de pele
coletadas de pacientes com ENL tratados com talidomida. Nossos resultados
mostram que a talidomida e os analogos selecionados apresentam potencial
capacidade de inibir a producdo de IFN-y, reforcando seu potencial papel anti-
inflamatorio e potencial aplicagcdo dos compostos no tratamento de doencas como
artrite reumatoide onde se observa desregulacdo das populacdes de células T e
acumulo de células Thl produtoras de IFN-y nas articulacbes (OSSANDON et al.,
2002; YAMADA et al., 2007).
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5.6. Efeito dos anélogos da talidomida na producdo de IL-6 e quimiocinas
CXCL9, CXCL10 por PBMC humano

Os resultados deste trabalho mostram que os compostos 3, 2A e 5A tem
capacidade de inibir a producdo das quimiocinas CXCL9 e CXCL10. Essas
quimiocinas sé@o induzidas por IFN-y em diferentes tipos de células (MOSER e
LOETSCHER, 2001) e relacionam-se ao controle do trafego de linfocitos Thl
CXCR3", os quais apresentam importante papel na resposta imune observada na
rejeicado de alotransplantes e no LE (HANCOOCK et al., 2001; EL-SAWY, FAHMY e
FAIRCHILD., 2002; HASKOVA et al., 2007; WENZEL et al., 2007).

De forma interessante, a inibicdo da producdo de TNF-a, IL-12 e IFN-y pela
talidomida e os compostos estudados correlacionou com a inibicdo da producéo de
CXCL9 e CXCL10, reforcando o potencial desses compostos e da talidomida tanto
na inibicdo da ativacdo de células envolvidas em respostas inflamatorias e Thil,
como no recrutamento de células da imunidade inata e adquirida para o local da
inflamacé&o. Yun e colaboradores (2002), observaram que o tratamento com anti-
CXCL9 atenuou a vasculopatia comumente observada em transplante alogénico de
coracdo em camundongo, sugerindo que o bloqueio de multiplas quimiocinas e seus
receptores contribuem para o controle da rejeicdo crbnica de transplantes.
BELPERIO e colaboradores (2003) mostraram que em modelo de transplante de
pulmdo em ratos, o tratamento com anti-CXCL9 em associagdo com o
imunossupressor ciclosporina A resultou em reducdo dos scores de rejeicdo ao
transplante em relacdo ao controle nao tratado. De acordo com 0O NOSSO
conhecimento da literatura, esse é o primeiro trabalho mostrando a capacidade de
inibicdo de CXCL9 e CXCL10 pela talidomida em células do sangue periférico
estimuladas com LPS.

Finalmente, um dos efeitos descritos para talidomida que contribui para seu
papel efetor contra 0 MM é de interferir na secrecao de IL-6, uma das importantes
citocinas envolvidas na interacdo e proliferacdo de células do mieloma e células
endoteliais da medula 0ssea (KLEIN et al., 1995). A producéo de IL-6 por células do
estroma da medula 6ssea € marcadamente expressa no MM, permitindo a adesao
de células tumorais ao estroma da medula Ossea, levando ao crescimento e
sobrevivéncia destas células (GUPTA et al.,, 2001). Neste estudo, a talidomida

apresentou significativa atividade inibitoria sobre a producédo de IL-6. Contudo, o0s
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compostos selecionados tiveram uma atividade inibitéria ainda maior em
comparacao a talidomida. Os mecanismos que regulam as atividades inibitorias dos
compostos estudados neste trabalho ainda seréo investigados e podem envolver: 1)
inibicdo da ativacdo do NF-«xB (KEIFER et al.,, 2001), 2) a inducdo de apoptose
(HIDESHIMA et al., 2000), 3) eventos envolvendo inibicdo da producéo de PDE-4
(MULLER et al., 1998), 4) ligacéo a alfa 1-glicoproteina &cida com alta especificidade
(TURK, JIANG e LIU, 1996), 4) mecanismos que envolvem a regulacdo de mRNA
(MOREIRA et al., 1993).

Em resumo, os compostos analisados mostraram potencial aplicabilidade
guanto ao controle de resposta imune com perfil pré-inflamatério, através da
capacidade de inibir a producdo de moléculas chave neste contexto como TNF-q, IL-
12, IFN-y e IL-6, e NO. Além disto, mostraram capacidade de interferir na migracao
de células inflamatérias através da inibicdo da producdo de CXCL9 e CXCL10. Os
compostos estudados induziram aumento da producdo de IL-10, reforcando seu
potencial para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doencas

inflamatorias, autoimunes e tumores.
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6 Conclusodes

6.1 A caracteristica dos analogos da talidomida do presente estudo de néo
apresentarem centro quiral confere uma vantagem quanto ao preparo desses
compostos, evitando assim uma etapa de separagdo do racemato. Isso também
contribui para reduzir a possibilidade de inducéo de efeitos colaterais indesejaveis.

6.2 A subunidade ftalimidica hidrolisada possibilitou um aumento da solubilidade dos
compostos em comparacao ao correspondente composto com grupo ftalimidico néo

hidrolisado.

6.3 Os compostos selecionados 3, 2A e 5A apresentaram atividade inibitéria para a
producdo de TNF-q, IL-12 e NO em culturas de J774A.1 e aumentaram a produgao

de IL-10, bem como inibiram a producéo de IFN-y em culturas de células L1210.

6.4 Os compostos 3, 2A e 5A inibiram a producdo de TNF-a (ICso 55, 5 e 6,1 uM
respectivamente) mais eficiente que a talidomida (IC50 220 uM) em culturas de
PBMC humano. Além disto, inibiram a producdo de IFN-y, de IL-6 e CXCL9 e
CXCL10, revelando potencial efeito no tratamento de desordens que envolvam

resposta inflamatdria exacerbada.

6.5 Além de interferir na producéo de citocinas e NO por células J774A.1 ativadas,
0s compostos influenciaram na expressao de CD80, mostrando importante efeito dos

analogos em diminuir moléculas co-estimulatérias de ativagéo linfocitaria.

6.6 O potencial mecanismo de acdo dos compostos relacionado a inibicdo da
producdo de TNF-a, IL-12, iINOS observado em J774A.1 envolve, em parte, controle
pos-transcricional e para producdo de IL-10 é possivel que 0s compostos
influenciarem em eventos transcricionais. E os efeitos observados dependeram da

concentracao utilizada.
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6.7 O aumento do espacamento entre as unidades ftalimidicos e a adicdo do grupo
NO2 resultou, em geral, em maior atividade inibitéria dos compostos em relacdo a
producdo de TNF-a, IL-12 e NO, observados em culturas de PBMC humano e
células J774A.1.
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