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RESUMO

A talidomida é conhecida por sua atividade antiinflamatéria e
imunomoduladora, controlando os sinais clinicos das doengcas mais variadas,
dentre elas o eritema nodoso leproso, doenca de Crohn, artrite reumatéide,
cancer, entre outros distdrbios vasculares e inflamatérios. Estudo anterior
realizado em nosso laboratério mostrou que analogos da talidomida contendo
diaminas e estrutura ftalimidica aberta sdo capazes de inibir in vitro a producao
de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-12, IL-6, IFN-y, CXCL9, CXCL10
e CD80, além de elevar os niveis de IL-10. Neste estudo, a atividade
antiinflamatéria de dois analogos de talidomida (Gl-16 e SC-15) foi avaliada in
vivo, utilizando o modelo de inflamacao na pata induzido por injecéo subplantar
de carragenina em camundongos BALB/c, e o modelo de inflamacao pulmonar
induzida por inoculagdo intratraqueal com LPS em camundongos C57BI/6.
Além disso, a toxicidade aguda e sub-crénica destes compostos foi avaliada
em ratos Wistar. Os resultados mostram que o tratamento com Gl-16 (10mg/kg e
50mg/kg) e SC-15 (50mg/kg) reduziu significativamente (53-77%) o edema de pata
induzido pela injegdo subplantar de carragenina 2% por até 24 horas. No modelo de
inflamacéao pulmonar com LPS (200ug/ml), os compostos Gl-16 (20mg/kg e
50mg/kg) e SC-15 (50mg/kg) inibiram significativamente a producdo de TNF-
o (34%) e IL-6 (66% a 89%) no homogenato pulmonar dos animais testados. O
composto SC-15 (50mg/kg) e a talidomida (50mg/kg) causaram aumento dos
niveis de IL-10 (p<0,05). Conforme esperado, a talidomida e o farmaco de
referéncia dexametasona provocaram inibicao significativa do edema de pata
induzido por carragenina, assim como redugdo dos niveis de TNF-a e IL-6
induzidos pela administracdo de LPS. Analises histopatolégicas revelaram que
o tratamento com GlI-16 causou redugdo da inflamacéo induzida por LPS,
havendo discreta congestédo capilar. Por outro lado, animais tratados com SC-
15 mostraram um quadro inflamatério de moderado a intenso, A andlise
histopatolégica dos pulmdes dos camundongos apenas estimulados com LPS
demonstrou quadro inflamatério de moderado a intenso, sendo detectado
espessamento da parede alveolar e congestao vascular, na dose de 20mg/kg,

com reducdo do quadro inflamatério quando aplicada a dose de 50mg/kg.

7



Ratos Wistar fémeas e machos administrados com Gl-16 e SC-15 (20mg/kQ)
nao desenvolveram sinais clinicos de toxicidade aguda (dose Unica) ou de
toxicidade sub-crénica (doses em dias alternados por 28 dias), imediatamente
ou durante o periodo pos-tratamento. Nao houve mortalidade durante os
periodos de tratamento avaliados. O ganho de peso corporal ao longo do
tempo foi semelhante entre os grupos sem alteracdo significativa nos
parametros bioquimicos ou hematolégicos. Os cortes histologicos de tecido
cardiaco, hepatico e renal dos ratos estudados nao mostraram alteracoes sob a
microscopia ética comum de campo claro. Em conjunto, os resultados indicam
uma forte atividade antiinflamatéria dos compostos Gl-16 e SC-15, nédo
havendo sinais de toxicidade aguda ou sub-crénica, o que os torna drogas

promissoras para o tratamento de doencas inflamatérias.

Palavras-chave: Talidomida, analogos da talidomida, inflamagdo, TNF-
o, toxicidade aguda, toxicidade sub-crénica.



ABSTRACT

Thalidomide exhibits anti-inflammatory and immunomodulatory effects,
improving clinical symptoms in a variety of diseases, including erythema
nodosum leprosum, Crohn disease, rheumatoid arthritis, cancer and other
vascular and inflammatory diseases. In previous study from our laboratory it has
been shown that thalidomide analogues containing diamines and open
phthalimide structure, showed high inhibitory in vitro activity on key molecules
such as TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-6, CXCL9, CXCL10 and CD80. In contrast,
some compounds induced an increase in IL-10 production. In this study, the
anti-inflammatory activity of two thalidomide analogues (Gl-16 and SC-15) were
evaluated in vivo using the carrageenan-induced paw inflammation on BALB/c
mouse and the LPS-induced lung inflammation in C57BI/6 mice. In addition, the
acute and sub-chronic toxicity of the compounds on Wistar rats were evaluated.
The treatment with both Gl-16 (10mg/kg and 50mg/kg) and SC-15 (50mg/kg)
reduced significantly (53-77%) the paw oedema over 24h evoked by subplantar
injection of 2% carrageenan. Gl-16 (20mg/kg and 50mg/kg) and SC-15
(50mg/kg) greatly inhibited LPS-induced TNF-a (around 34%) and IL-6 (66-
89%) in lung homogenate. In contrast, thalidomide (50mg/kg) and SC-15
(50mg/kg) enhanced IL-10 (p<0,05). As expected, thalidomide and the
reference drug, dexamethasone, caused significant inhibition of both
carrageenan-induced oedema and of TNF-a and IL-6 production 24 h after
intratracheal administration of LPS (200ug/ml). Histopathological analysis has
shown that Gl-16 treatment induced reduction in LPS—induced inflammation
characterized by discrete capillary congestion. In contrast, animals treated with
SC-15, showed moderate to intense inflammatory infiltrate, thickening of alveolar
wall and vascular congestion at 20mg/kg, and reduced inflammation at 50mg/kg.
Female and male Wistar rats administered with GI-16 and SC-15 (20mg/kg) did
not develop any clinical signs of acute toxicity (single dose) or sub-chronic
toxicity (every other day for 28 days) either immediately or during the post-
treatment period. No mortality occurred in both, control and treated animals
either immediately or during the treatment period. Body weight gain over time
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was similar in all groups. There was not significant alteration in biochemical or
hematological parameters. Sections of heart, liver and kidneys tissues of the
studied rats showed no pathological alterations under light microscopy. These
results strongly reinforce the anti-inflammatory effects of Gl-16 and SC-15,
which make them very attractive drug candidates to treat a broad range of
inflammatory diseases.

Key-words: Thalidomide, thalidomide analogues, inflammation, TNF-a, acute
toxicity, sub-chronic toxicity.
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1.-INTRODUCAO

1.1-Historico da talidomida

A talidomida (Figura1) foi sintetizada pela empresa farmacéutica CIBA,
na Suica no ano de 1953. Entretanto, a aparente auséncia de efeitos
farmacolégicos fez com que a empresa suspendesse as pesquisas em cima
deste farmaco. Em 1954, os quimicos Wilhelm Kunz e Herbert Keller, da
companhia farmacéutica da Republica Federal da Alemanha (Ocidental),
“Chemie Grinenthal”, mantiveram as pesquisas e 0 desenvolvimento da
talidomida (RANDALL, 1990). Dois anos mais tarde, Kunz e colaboradores
(1956) publicaram o primeiro artigo descrevendo os efeitos farmacolégicos da
talidomida, disponibilizando-a para o mercado sob o0 nome de Contergan sendo
amplamente comercializada como farmaco n&o-toxico, sedativo-hipnético, no
tratamento da insbnia, ansiedade, enj6os e indisposicoes matinais,
principalmente em mulheres gravidas. O mesmo estudo relatou que
administragcdes de 100-500mg/kg deste farmaco a camundongos, cobaios e
coelhos por 30 dias, apresentaram boa tolerancia. Esses achados levaram os
pesquisadores da “Chemie Grunenthal” a proporem que a talidomida seria um
sedativo-hipnoético benéfico, sem apresentar risco de morte por suicidio, ao
contrario de alguns medicamentos da época, além de exibir um efeito sedativo
mais duradouro e menos letal nos grupos animais testados (RAJE e
ANDERSON, 1999; BOTTING, 2001).

A aparente auséncia de efeitos colaterais fez com que a talidomida fosse
amplamente comercializada na Alemanha e em mais de 46 paises, incluindo os
da Europa e América do Sul, alem do Canadé e outras regides do mundo,
sendo fornecida, inclusive, sem necessidade de prescricao médica (KELSEY,
1988). Entretanto, em 1958, seu uso comecgou a ser cada vez mais associado a
quadros de neuropatias periféricas e focomelia (desenvolvimento irregular de
bracos e/ou de pernas), malformacdes intestinais, defeitos de ossos longos e
outros distarbios em filhos de mulheres gravidas usuarias deste composto
(BORGES e FROEHLICH, 2003; MELCHERT e LIST, 2007). Assim, apds trés

anos de comercializagcdo e intensa pressdao da imprensa, a talidomida foi
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abolida, deixando um tragico saldo de oito mil criancas com malformacgao
congénita em 46 paises, inclusive no Brasil (BORGES e FROEHLICH, 2003).

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 complicagdo imuno-inflamatéria que afeta
pacientes com Hanseniase (BOCHUD, et al., 2008). Segundo revisao de Lima,
Fraga e Barreiro (2001), o mesmo médico observou que o tratamento com
talidomida resultou em reducdo da dor e dos processos inflamatérios
associados ao ENL, identificando as propriedades antiinflamatérias deste
farmaco. Desta forma, a talidomida ressurge no tratamento de pacientes com
Hanseniase, estimulando novas pesquisas sobre seus efeitos no eritema
nodoso leproso (ENL) e em outras enfermidades relacionadas a processos
inflamatérios crénicos (LIMA, FRAGA e BARREIRO, 2001).

O O
N NH
O

O

Figura 1. Estrutura molecular da talidomida (adaptado de FRANKSet al., 2004).

Atualmente, a talidomida é um importante farmaco com ampla
aplicabilidade no tratamento de diversas desordens imunoldgicas, incluindo
eritema nodoso leproso, lupus eritematoso, doengca de Cronh, artrite
reumatdide. Além disso, esta droga é utilizada em infec¢des patogénicas,
tratamento de enfermidades relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida e variados tipos de neoplasias dependentes de angiogénese, como
mieloma multiplo, tumores soélidos, sindrome mielodisplasica, melanoma,
cancer de préstata e outras doencas (MELCHERT e LIST, 2007; ITO et al,
2010).
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1.2- Propriedades quimicas e farmacolégicas da talidomida

A talidomida contem um grupo glutarimidico com centro quiral Unico na
posicdo 3 e um grupamento ftalimida (Figura 2a) além de consistir numa
mistura racémica com dois enantibmeros ativos , S(-) e R(+) ( 2b). S(-) é
responsavel pela pelos efeitos teratogénicos e R(+) pelos efeitos sedativos.
Com isso, procedimentos executados para a purificacdo da isoforma R(+),
visando-se aperfeicoar sua aplicacdo clinica, resultaram numa rapida
interconversao dos isémeros em condi¢des fisiolégicas. Desta maneira, a
aplicagdo do enantidmero puro resulta em alteragbes do desenvolvimento
embrionario. Estudos adicionais também demonstraram que ambas as formas
foram teratogénicas em coelhos da linhagem Nova Zelandia Branco, que sao
suceptiveisaos efeitos teratogénicos da talidomida. Logo, foi evidenciado que a
relacdo entre a estereoespecificidade e o efeito teratogénico € dependente do
modelo animal (FABRO, SMITH e WILLIAMS, 1967; ERIKSSON, BJORKMAN
e HOGLUND, 2000).

Por outro lado, Teo e colaboradores (2004), descrevem que o0
enantibmero (S-) é responsavel pela atividade anti-fator de necrose tumoral
(TNF-o) enquanto que o (R+) é responsavel pelo efeito sedativo mediado por
receptores de sono. Conforme enunciado por Wnendt e Zwingenberger (1997),
a falta de separacao entre estereoespecificidade em relacao a teratogenicidade
e também a rapida racemizacgao da talidomida contradizem a hipétese de que o
uso do enantibmero puro preveniria o efeito tragico da talidomida.
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Figura 2. Representagdo estrutural dos grupamentos da talidomida (a) e dos seus
enantiébmeros (b) (adaptado de FRANKS, MACPHERSON e FIGG, 2004).

A baixa solubilidade em agua apresentada pela talidomida reflete no seu
pico de concentracdo plasmatica, sendo detectavel entre 3 a 6 horas
dependendo da dose. Uma vez ingerida, a talidomida é clivada por hidrélise
nao-enzimatica em mais de 12 a 20 diferentes tipos de metabdlitos, sendo
pouco metabolizada no figado (SCHUMACHER 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
solucdo aquosa, onde em pH acido (pH=6,0) observou-se hidrélise espontanea
do anel glutarimidico (Figura 3a e 3b). Contudo, em pH fisiol6gico (7,4) (Figura
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.
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Figura 3. Principais metabdlitos in vivo da talidomida (adaptado de LIMA, FRAGA e
BARREIRO, 2001).

1.3-Influéncia da talidomida na producao de citocinas e moléculas
de adeséao

Um mecanismo importante da imunidade inata é a producao de citocinas
como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a. Estas moléculas apesar de serem de suma
importancia na ativagdo do sistema imune e consequente combate a
substancias e microorganismos invasores, também podem apresentar
importante papel na patogenia de diversas desordens imunolégicas (SAMPAIO
et al,1991). A talidomida tém recebido destaque quanto a sua atividade
inibitéria sobre a producao dessas citocinas. O TNF-o e a IL-1 atuam como
mediadoras da resposta imune inata e de fase aguda. Essas citocinas possuem
multiplos efeitos, incluindo ativacdo de células e proteinas inflamatorias,
aumento do fluxo sanguineo nas areas inflamadas, citotoxicidade e febre,
contribuindo para diversas enfermidades envolvendo inflamagao crénica ou
exacerbada (ROCHA et al., 2006). 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 secrecées gastrica, biliar e
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pancreatica) (MALLEO, et al. 2008), a talidomida reduziu os niveis de TNF-a e
IL-1B no plasma, respectivamente. Demonstrou-se também que pacientes com
Hanseniase, apresentavam niveis elevados de TNF-a e que a talidomida
apresenta a capacidade de reduzir a producao desta citocina em mondcitos,
contribuindo para o controle das manifestagées clinicas (BASILIO et al.,2012).
Além disso, pacientes com tuberculose e AIDS, tratados com talidomida,
também apresentaram queda de TNF-acaracterizada pela melhora clinica do
granuloma e reducao da carga viral (KLAUSNERet al., 1996). Desta forma,

TNF-a e IL-1 atuam como potenciais alvos da talidomida.

A IL-6 é wuma importante citocina envolvida com atividade
hematopoiética, contribuindo parainteracao e proliferacdo de células da medula
Ossea. Além disso, atua estimulando a produgao dos anticorpos IgM, 1gG e IgA
(KISHIMOTO, 1989) e liberacdao das proteinas hepaticas de fase aguda
(HEINRICHet al., 1990). A producdo de IL-6 é marcadamente expressa no
mieloma multiplo, permitindo a adesdo de células tumorais ao estroma da
medula Ossea, levando ao crescimento e sobrevivéncia destas células
(CALIGARIS-CAPPIQOet al., 1991; GUPTA et al., 2001). Além disso, altos niveis
de IL-6 podem estar associados aos disturbios associados ao perfil Th17,
contribuindo para a gravidade destes quadros (BETELLI et al., 2006). Estudos
com camundongos infectados com a linhagem Erdman de Mycobacterium
tuberculosis e pesquisas in vitro com PBMC humanas estimuladas com o
mitdbgeno de fitohemaglutinina (PHA), demonstram que o tratamento com
talidomida ocasiona reducdo dos niveis séricos e de mRNA de IL-6. Os
pacientes tratados apresentaram melhora clinica, reforcando o carater inibitério
deste composto sobre a producédo de IL-6 (CALIGARIS-CAPPIOet al., 1991).

Moller e colaboradores (1997) relataram os efeitos inibitérios da
talidomida sobre IL-12 produzida por células mononucleares sanguineas,
mediante desafio com LPS ou Staphylococcus aureus Cowan. Esta citocina é
importante no desenvolvimento das respostas envolvendo liberagdo de IFN-y e
aumento nas respostas citotoxicas por linfécitos TCD8+ e células NK no
combate a células cancerosas ou infectadas por virus (TRINCHIERI |,
1995).Utilizando ratos Wistar tratados com acido sulfénico 2,4,6 trinitribenzeno,

usado para indugédo de colites de Crohn’s, observou-se redugédo dos niveis de
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IL-12 em culturas de células de amostras do célon no grupo tratadas 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).

Estudos in vitro demonstraram que a talidomida exerce capacidade
inibitéria sobre L-selectina e E-selectina, as quais sdo responsaveis pelo
rolamento leucocitario, o qual ocorre em ocasides de inflamacéo. Além disso, a
talidomida é capaz de reduzir a migracao e quimiotaxia leucocitaria induzidos
por diversas quimiocinas, dentre elas a CXCL8, também conhecida como IL-8.
Esta quimiocina é liberada por macréfagos teciduais e queratinécitos em
resposta a presenca de patégenos (PARAVAR e LEE, 2008). Estudos
adicionais também mostram que a talidomida diminui a migracao de células T
para zonas de infeccdo por inibir CCL2, CCL5 e CXCL10 (AGOSTINI et al.,
2002; PETREK et al., 2002;). A migragdo e acumulo de linfécitos T (LT) do
perfil T helper1 (Th1), expressando CXCR3 para quimiocinas deste perfil, sdo
favorecidos pela producao da quimiocina CXCL10 por macréfagos e liberacao
de outras citocinas induzidas pelo IFN-y,como o CXCL9 (AGOSTINI et al.,
2002). Este acumulo de linfécitos T contribui para enfermidades como o lupus
eritematoso, conforme descrito em trabalhos de Wenzel e colaboradores
(2007), onde biopsia de pacientes com diferentes subtipos de Ilupus
eritematoso revelou uma associacao morfoldgica entre acimulo de células Th1
CXCR3+ e presenca de quimiocinas induzidas por IFN-y. Além disto, o TNF-a. e
o IFN-yatuam em sinergismo para produgdao de CCL5 por células endoteliais
(MARFAING-KOKA et al., 1995), atuando como fator quimiotatico para células
T de memoria, mondcitos/macrofagos, baséfilos e eosindfilos (SCHALL et al.,
1990; BEN-BARUCH, MICHIEL e OPPENHEIM, 1995).

1.4- Influéncia da talidomida sobre a angiogénese

A angiogénese é o fenbmeno de geracdo de vasos sanguineos,
responsavel pela nutricido e reparacao tecidual. Os processos angiogénicos
sdo de extrema importancia no desenvolvimento de tumores e metastases.
Tem sido relatado que a talidomida exerce capacidade em reduzir a formacao
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de vasos sanguineos sendo, portanto, uma das ferramentas no combate ao
cancer e outras patologias dependentes de grande vascularizacdao (BAUER,
DIXON e FIGG, 1998).

Conforme dito anteriormente, a talidomida € capaz de induzir uma
enorme variedade de malformacdes fetais e, segundo D’Amato e
colaboradores (1994), um dos principais mecanismos desempenhados por esta
droga e que contribui para este quadro esta na sua capacidade em interferir na
formagdo de vasos sanguineos. Utilizando-se de um modelo de coérnea de
coelhos, cuja formacdo de vasos sanguineos é influenciada pelo fator de
crescimento de fibroblastico basico (bFGF), verificou-se que a talidomida é
capaz de inibir esta proteina reduzindo a vascularizacdo tecidual. Essa
descoberta levou a novas especulacdes a respeito do papel da talidomida em
patologias envolvendo a dependéncia de formagdo de novos vasos para o
tratamento de doencas malignas. O primeiro tipo de tumor no qual a talidomida
foi utilizada consistiu no tratamento do mieloma multiplo (MM) refratario, onde
uma proeminente vascularizagcdo ocorre na medula 6ssea de pacientes com
essa enfermidade (D"AMATO et al., 1991).

Estudos posteriores demonstraram mecanismos adicionais dos quais a
talidomida faz uso para controlar a irrigacdo sanguinea tecidual. Hoje se sabe
que a inibicdo de TNF-a, diminui¢ao do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), reducao de produgédo da integrina aVB3, e diminuicdo de moléculas
de adesao em células endoteliais estdo entre as principais estratégias usadas
no combate a neoplasias (KEIFER et al., 2001).

1.5-Mecanismos moleculares de modulacao exercida pela

talidomida sobre o sistema imune

A talidomida é capaz de interferir nas mais variadas etapas da producao
e liberacdo das citocinas. O fator nuclear kappa B (NF-xB), é uma das
moléculas chaves nas mais variadas fungdes imunoldgicas como a transcricao
de quimiocinas, ligantes de superficie como os ligantes B7 e moléculas de

adesao a superficie, alem de desencadear a liberagéo das citocinas TNF-a, IL-
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6, IL-12 e COX-2, fatores angiogénicos entre outros (LOKENSGARD, et al.,
2000; KEIFER et al., 2001).

Foi demonstrado em trabalhos feitos com células T jukart estimuladas
com TNF-a e IL-1B, que a inibicdo provocada pela talidomida sobre NF-xB, se
deve através da supressao sobre a proteina NEMO (modificador essencial de
NF-xB), que é responsavel por fosforilar o inibidor de NF-kB. Uma vez que tal
inibidor esteja fosforilado, NF-kB transloca-se até o ndcleo celular para poder
desempenhar suas funcées (LOKENSGARD, et al., 2000; KEIFER et al., 2001).
Entretanto, Majundar e colaboradores (2002), relatam que esta droga nao
interfere sobre NF-xB quando as células T jukart sdo estimuladas por LPS,
ceramideos ou forbol éster. Desta maneira, sugeriu-se que a habilidade da
talidomida em modular a expressao génica via ativacao de NF-xB depende do
mecanismo de sinalizag¢ao ativado por receptores e vias especificos (SAMPAIO
et al., 2006).

A talidomida também é capaz de interagir com os acidos nucléicos (DNA
e RNA) interferindo na expressdo génica das mais variadas citocinas e
moléculas mediadoras de inflamacgao. Foi proposto que um mecanismo pelo
qual a talidomida inibe a producdo de TNF-a é acelerando a degradacao de
seu mRNA. Estudos realizados em PBMC humano estimuladas com LPS,
mostram que o tratamento com talidomida ocasiona redugdo da meia vida do
MRNA de TNF-ao de 30 minutos para 17 minutos (MOREIRA et
al.,2000;MAZZOCCOLI et al.,2012). Outros estudos também demonstram a
influéncia desta droga sobre o mRNA de outras substadncias como as
envolvidas com angiogénese (MOREIRA et al.,2000).

Alteracdes do fluxo sanguineo e de permeabilidade vascular sdo eventos
caracterizados pela acado de prostaglandinas (PGEs), como a PGE2, cuja
liberacdo ocasiona febre, dor e inflamacao sistémica. Estudos feitos por
Noguchi e colaboradores (2002) mostram que a talidomida é capaz de inibir a
expressao das cicloxigenases COX-1 e COX-2, responsaveis pela liberagdo de
prostaglandinas, através de desestabilizagdo de seu mRNA mediante inibicao
do deslocamento citoplasmatico de antigeno humano R, que é um estabilizador

de proteinas, e inibicdo da proteina quinaseativada por mitégeno(MAPK) p38,
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que esta envolvida na regulacdo pos-transcricional da estabilidade do mRNA
COX-2 (JIN et al., 2007).Uma vez que COX-2 ¢é altamente expressa em varios
tipos de cancer, a antiangiogénese exercida pela talidomida pode contribuir
para o tratamento desta doenca.

Em funcao de sua capacidade de se ligar ao DNA, a talidomida é capaz
de interferir na producgéo de citocinas devido a sua similaridade com as bases
de adenina e guanina deste &cido nucléico. Desta forma, ligando-se a este
material genético celular, este farmaco é capaz de “desligar” os genes
envolvidos com inflamacao através da capacidade de se intercalar a regides
promotoras, bloqueando o0 acesso de proteinas envolvidas com a
transcricadodessa regiao (SCHUMACHER et al., 1968; SAMPAIO et al.,2006).
Drucker e colaboradores (2003) demonstraram, através do uso de células de
mieloma, a inibicdo transcricional de genes com regides promotoras ricas em
guanina e citosina de proteinas como a transcriptase reversa da telomerase
humana (htert). O estudo demonstrou que a talidomida intercalou-se na regiao
promotora do gene de htert, que serve de regido de ligacdo para o fator SP-1
envolvido na transcricdo. htert € um gene importante no tratamento do cancer
pois células tumorais o expressam em grande quantidade e ao reduzir sua
expressao, ocorre maior combate as células tumorais de uma maneira mais
seletiva (DRUCKERet al., 2003).

1.6-O desenvolvimento de analogos da talidomida

O sucesso da talidomida no controle dos mais variados quadros
inflamatorios, estimulou cada vez mais os estudos sobre a mesma. (SAMPAIO
et al., 1992; SAMPAIOet al., 1993). Visando aprimorar as propriedades
farmacocinéticas desta substancia e contornar seus efeitos adversos, diversos
estudos tém sido desenvolvidos na busca de analogos visando manter ou
elevar as propriedades benéficas da talidomida. (MARRIOT et al, 1998;
CORRAL et al., 1999)

Os primeiros estudos com analogos da talidomida buscaram a relacao
entre a estrutura quimica e atividade, cujo objetivo era identificar os possiveis

grupos com atividade farmacol6gica. Com isso, foram realizadas modificagcoes
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estruturais nos grupos glutarimidicos e ftalimidicos da talidomida (LIMA,
FRAGA e BARREIRO 2001). Estudo feito por Miyachi e colaboradores (1997)
demonstrou que algumas modificacdes na subunidade ftalimidica acarretavam
em alteracbes da atividade desta droga em controlar TNF-a, sendo reforgcada
por Muller e colaboradores (1999). Desta forma, sugere-se que a estrutura
ftalimidica apresenta importante papel no controle de TNF-a (LIMA, FRAGA e
BARREIRO, 2001).

Em trabalhos com outros analogos da talidomida, Muller e colaboradores
(1996) perceberam que compostos apresentando grupo ftalimidico intacto e
com grupo glutarimidico hidrolisado apresentaram acao melhor que a prépria
talidomida na inibicdo da producao de TNF-a em culturas de PBMC humanos.
Corral e colaboradores (1996) também mostraram que analogos com grupo
ftalimido intacto e substituindo-se o anel glutarimidico por grupo fenil contendo
radicais metoxi apresentavam elevacao significativa da atividade inibitéria
sobre a producdo de TNF-a em PBMC humano. Além disso, esse mesmo
estudo demonstrou que compostos com grupo amino na posi¢ao 4 da estrutura
ftalimidica demonstraram-se ser mais potentes que a talidomida no controle de

quadros inflamatérios desempenhados por PBMC humanas.

Nakamura e colaboradores (2006) demonstraram que o acréscimo do
radical hidroxila (OH), na posicdo 5 do grupo ftalimidico e glutarimidico da
talidomida, acarretava em queda dos niveis de TNF-a em mondcitos humanos
THP1. Em seguida, este mesmo grupo analisou compostos compreendendo
produtos metabolizados da talidomida em modelos com células humanas THP-
1 estimuladas com TPA (tetradecanoilforbol acetato), onde viram que analogos
contendo grupo ftalimido aberto, ou o grupo glutarimidico aberto, ou ambos
grupos abertos, podem aumentar a atividade inibitéria sobre TNF-o e outras
citocinas. Corral e colaboradores (1999) constataramque analogos ftalimidicos
abertos ndo apenas causaram diminuicao da producao de TNF-a, mas também

de IL-12 e IL-1B em mondécitos estimulados por LPS.

Almeida e colaboradores (2007) analisaram diversos analogos
biftalimidicos hidrolisados separados por diaminas e poliaminas entre as duas

subunidades ftalimidicas. Em seus estudos, esses autores mostraram o
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potencial efeito dos analogos da talidomida em inibir significativamente a
producdo de TNF-a, sendo mais eficientes que a droga que lhes serviu de
base. Dando continuidade a essa linha de pesquisa, Mazzoccoli e
colaboradores (2012) analisaram novos analogos da talidomida que continham
estrutura ftalimidica aberta e diaminas com ou sem grupamento NO,, que
apresentam forte capacidade de inibicdo de importantes substancias pro-
inflamatérias como TNF- «, IL-12, IFN-y, 6xido nitrico (NO), IL-6, CXCL9 e
CXCL10 em células J774. Além disso, induziram a producdo de IL-10,
importante citocina envolvida com imunossupressao, utilizada por células T
regulatérias para controlar as reagdes inflamatérias, conduzindo o sistema
imunoldgico ao estado basal e evitando autoimunidades (MOREIRA et al.,
1997; MOHEBBATIKALJAHIet al., 2009)

Compostos poliaminicos e diaminicos como a putrescina (1,4-
diaminobutano) apresentam um papel chave em varios processos bioldgicos,
apresentando diversas propriedades farmacologicas (PEGG, 1988;
EDWARDS, 1990). Diversos trabalhos analisaram certos analogos de
talidomida que se caracterizam por possuir grupo ftalimidico hidrolizado na
ligacéo entre o carbono na posicao 3 e com o hidrogénio com ou sem presenca
do grupamento NO,. Cada composto apresenta duas subunidades ftalimidicas
e foram preparadas pela condensacao das diaminas, exibindo alta atividade de
contencao sobre TNF-a, IL-12 e IL-6, alem de outras moléculas relacionadas a
inflamacdo (MULLER et al., 1996; MULLER et al., 1999).

Desta maneira, em virtude das limitagbes do uso da talidomida para fins
terapéuticos e do sucesso dos analogos ftalimidicos diaminicos que possuem
ou nao grupamento NO, em controlar diverosos mediadores inflamatérios in
vivo, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos in vivo de novos
compostos derivados da talidomida, que se caracterizam pelas suas
subunidades ftalimidicas abertas com presenca de diaminas, como tentativa de
obtencdo de novos farmacos mais eficazes, menos nocivos e mais tolerantes

pOor seus usuarios.
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2- OBJETIVOS

- Objetivo geral

Avaliar a atividade antiinflamatéria in vivo e a toxicidade aguda e sub-
cronica dos compostos SC-15 e Gl-16.

- Objetivos especificos

Avaliar in vivo a capacidade dos compostos SC-15 e GlI-16 em controlar

o edema de pata induzido por inoculacao subcutanea com carragenina a 2%,

Avaliar in vivo a capacidade dos compostos SC-15 e Gl-16 em modular
a produgdo das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 obtidas do homogenato dos
pulmdes de camundongos, apods a inducao de inflamacao mediante inoculagao
intratraqueal com LPS.

Realizar andlise histopatolégica dos pulmbées de camundongos tratados
com oscompostos SC-15 e Gl-16 e estimulados com LPS.

Avaliar a toxicidade pré-clinica (toxicidade aguda e sub-crénica) dos compostos
SC-15 e GI-16 e seus efeitos in vivo sobre os paradmetros bioquimicos e
hematoldgicos além de possiveis alteragdes fisioldgicas e comportamentais em

decorréncia do tratamento com estes farmacos.

3.- MATERIAIS E METODOS

Todas as estapas deste trabalho e animais utilizados foram realizados
com a devida autorizagdo da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, protocolo N°0162010.

3.1-Talidomida e os compostos SC-15 e GlI-16
A talidomida foi obtida junto a Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) (Belo

Horizonte) em comprimidos de 100 mg. Os compostos SC-15 e Gl-16 foram
obtidos do Laboratério de Quimica do Dr.Mauro V. Almeida no Instituto de

Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. O composto SC-15
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possui 3 carbonos separando suas unidades ftalimidicas e nao possui
grupamento NO,, Gl-16, por sua vez, possui dois carbonos separando suas
unidades ftalimidicas e um grupamento NO. (Figura 4) Estes compostos séo
protegidos pela patente/INPI nimero 020090036089.

NO, O
N” HN GI16
0,H HO,C

©\)ka HN sc1s
CO,H HO,C

Figura 4. Representagdo da estrutura moleculardos andlogos da talidomida Gl-16 e SC-15.
Estas drogas caracterizam-se por suas duas subunidades ftalimidicas abertas e hidrolisadas

onde Gl-16 possui o grupamento NO..

Os compostos foram dissolvidos em solugcéo salina (NaCl 0,9%) para
aplicacdo nas concentracées adequadas a cada tipo de experimento. A
talidomida foi solubilizada em DMSO 100% seguido de posterior diluicdo em
solucdo salina, correspondendo a concentracao final utilizada para cada teste

deste trabalho.

3.2- Animais e Grupos Experimentais

3.2.1- Avaliacao de edema de pata apos estimulo inflamatério

comcarragenina

Foram utilizados 40 Camundongos BALB/c, machos com cerca de 7
semanas de vida e peso médio de 25 gramas,obtidos junto ao Centro de
Biologia da Reproducgéao da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os mesmos

foram divididos em 8 grupos e dispostos conforme tabela abaixo:
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Tabela 1-Disposicdo dos grupos para o experimento de avaliacdo de edema de pata apéds
estimulo com carragenina.

=

Grupos

Controle salina
Talidomida (10mg/kg)
Talidomida (50mg/kg)
SC-15 (10mg/kg)
SC-15 (50mg/kg)
Gl-16 (10mg/kg)
Gl-16 (50mg/kg)

oo o1 o0 o1 o0 o1 o1 O

Dexametasona

N=ndmero de camundongos por grupo

3.2.2- Avaliacao da inflamacao pulmonar apés estimulo com LPS.

Foram utilizados 50 camundongos C57BI/6 fémeas com 6 a 8 semanas
de idade e peso médio de 19 gramas, originarios do biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte).
Os animais foram distribuidos em 9 grupos constituidos e dispostos conforme
tabela abaixo:
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Tabela 2- Disposicao dos grupos para o experimento de avaliagao da inflamagao pulmonar apés
estimulo com LPS.

Grupos n

—_
o

Controle salina
Talidomida (20mg/kg)
Talidomida (50mg/kg)
SC-15 (20mg/kg)
SC-15 (50mg/kg)
Gl-16 (20mg/Kg)
Gl-16 (50mg/Kg)

Dexametasona (20mg/kg)

o oo o0 o1 o0 o1 o1 O

Dexametasona (50mg/kg)

n=numero de camundongos por grupo.

3.2.3- Teste de toxicidade aguda

Foram utilizados 40 ratos Wistar (20 machos e 20 fémeas) com peso de
200-350 gramas oriundos do biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte). Os animais foram

divididos em 8 grupos constituidos e dispostos conforme tabela abaixo:
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Tabela 3- Disposicdo dos grupos para o experimento referente ao teste de toxicidade aguda

Grupos n

Salina macho
Salina fémea
Talidomida macho
Talidomida fémea
SC-15 macho
SC-15 fémea
Gl-16 macho

o oo o0 o1 o1 o1 o1 O»,

Gl-16 fémea

n=numero de ratos por grupo

3.2.3- Teste de toxicidade sub-cronica

Foram utilizados 50 ratos Wistar, (25 machos e 25 fémeas) com peso de
200-350 gramas oriundos do biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte). Os animais foram
divididos em 10 grupos constituidos e dispostos conforme tabela abaixo:
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Tabela 4-Disposicdo dos grupos para o experimento referente ao teste de toxicidade sub-
cronica.

Grupos

=

Salina macho

Salina fémea
DMSO/Salina macho
DMSO/Salina fémea
Talidomida macho
Talidomida fémea
SC-15 macho

SC-15 fémea

Gl-16 macho

o oo oo o oo oo A~ A~ W W

Gl-16 fémea

n=numero de ratos por grupo

3.3- Avaliacao do edema de pata apos estimulo inflamatério com
carragenina

Para este experimento, a talidomida foi diluida inicialmente em DMSO
100% e logo apds foi solubilizada em solucdo salina (NaCl 0,9%) resultando
numa solucao de droga com 3,96% de DMSO.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas apropriadas com agua e
racdo ad libitum a 25°C, no setor de experimentacdo do Laboratério de
Imunologia-UFJF.Os animais foram pesados para obtencao de seu peso médio
e no dia do experimento, foram tratados por via intraperitoneal com volume
médio de 0,5 ml das solucdes de talidomida,SC-15 ou Gl-16 nas concentracdes
de 10mg/kg ou 50mg/kg. O grupo controle positivo foi tratado
intraperitonealmente com 0,5ml de dexametasona a 10mg/kg e o grupo
controle negativo com 0,5ml de solucédo salina (NaCl 0,9%). Posteriormente,
mediu-se a espessura da pata esquerda de cada camundongo com a ajuda de

um espessimetro (Starret, Mass, USA) (Figura 5).
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Apdbs uma hora, inoculou-se no coxim plantar da pata esquerda de cada
animal 30pl de solugcdo de carragenina a 2% (diluida em solugao fisiolégica).
Realizou-se a medicdo do aumento do edema de pata nos tempos de 1, 2, 3,

4,6 e 24 horas ap0s a administragdo da carragenina (Figura 5).

Avaliacao de edema de pata apos estimulo inflamatério com carragenina

‘—“Q.\Camundnngu BALBfe

M 4™
, ™ 0.5mLintraperifoneal (i.p.) i Salina,
A « Talidomida 10 e 50mg/Kg, SC-15 10 e 50mg/Kg,
- P Gl-16 10 e 50mg/Kg ou Dexametasona 10mg/kg
' H\'
Mediu-se a espessura

Mediu-se a ESF?ESSUVE* % mfP» da pata nos tempos de
dapata esquerda L ". . 1h, 2h, 3. 4h, 6h e 24h

’; X e
| 30uL de carragenina 2%

no coxim plantar

Figura 5. Avaliagdo de edema de pata apo6s estimulo inflamatério com carragenina. Os
camundongos BALB/c foram tratados intraperitonealmente com volume médio de 0,5 ml das
solugdes de talidomida, SC-15 ou GI-16 nas concentragoes de 10mg/kg ou 50mg/kg, Os grupos
controle foram tratados intraperitonealmente com 0,5 ml dedexametasona (10mg/kg) ou solugéo
salina (NaCl 0,9%). Posteriormente, mediu-se a espessura da pata esquerda de cada
camundongocom a ajuda de um espessimetro. Apés uma hora, inoculou-se no coxim plantar da
pata esquerda de cada animal 30ul de solugdo de carragenina a 2%(diluida em solugao
fisiologica). Realizou-se a medicdo do aumento do edema de pata nos tempos de 1, 2, 3, 4,6 e
24 horas ap06s a administragcao da carragenina

3.4-Avaliacao da inflamacaopulmonar apos estimulo com LPS.

Para este experimento, a talidomida foi diluida inicialmente em DMSO
100% e logo apds foi solubilizada em solucdo salina (NaCl 0,9%) resultando
numa solucao de droga com 3,96% de DMSO.

Para esta etapa, optou-se por usar camundongos C57BI/6 devido ao fato
de os mesmos possuirem melhor resposta ao estimulo inflamatério com LPS.
Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas com agua e racao ad
libitum a 25°C, no setor de experimentacdo do Laboratério de Imunologia-
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UFJF.Os animais foram pesados para obtencdo de seu peso médio para
determinar volume de anestésico e das drogas a serem usadas. Uma vez que
o LPS tem um poder de inducdo de inflamacdo maior que a carragenina,
decidiu-se utilizar todos os compostos, inclusive a dexametasona, nas doses
de 20mg/kg ou 50mg/kg. No dia do experimento, os camundongos foram
tratados por via intraperitoneal com volume médio de 0,5 ml das solucbes de
talidomida, SC-15 ou Gl-16 nas doses de 20mg/kg ou 50mg/kg. O grupo
controle positivo foi tratado com volume médio de 0,5ml de solugdo de
dexametasona (20mg/kg ou 50mg/kg) e o grupo controle negativo com 0,5ml
de solucao salina (NaCl 0,9%) ambos, por via intraperitoneal. Apés uma hora,
0s animais foram anestesiados intraperitonealmente com solugdo de ketamina
(10%) e xilasina (2%) na concentracao de 6ul/g. Apds o estabelecimento do
estado anestésico, a traquéia foi exposta por meio de uma pequena incisao
mediana através da qual se fez inser¢cdo de 50ul de LPS diluido em PBS
(concentragao de 200ug/ml). Ap6s 24 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical seguido da extracao do pulméao esquerdo para obtencéo
do homogenato, cujo sobrenadante foi utilizado para dosagem das citocinas
TNF-a, IL-6 e IL-10 através de ELISA. O pulmao direito foi extraido para

andlise histopatologica (Figura 6).
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Avaliacao da inflamacao pulmonar apos estimulo com LPS

Camundongo C57Bl/6 ELISA:

TNF-a,IL-6 e IL-10

= :

Salina, talidomida 20mg/kg ou50mg/kg,

. 0,5mli.p mm» SC-15 20mg/kg ou50mglkg, GI-16 Homogenato

Apés 1h ' o 20mg/kgou 50mg/kg, dexametasona

¢ 20mg/kgou50mg/kg Pulmonar

§

| == B
s ¥ ~ Ap6s 24h
) Anestesiai.p (6ul/g) com [ ¥ =
# solucdode ketamina g:—::i ' r\_“::_-; == Extra?ao do
(10%) e xilasina (2%) pulmao esquerdo

Inserc@ointratraqueal de

50ulde LPS diluidoem
PBS (200pg/ml) Extragdodo

pulmao direito

¢

Anidlise
histopatoldgica

Figura 6. Avaliagdo da inflamag&o pulmonar ap6s estimulo com LPS.Os camundongos C57BI/6
receberam 0,5ml (20mg/kg ou 50mg/kg) de solugdo de talidomida, SC-15 ou GI-
16intraperitonealmente. Os grupos controle foram tratados com 0,5ml dedexametasona (dose
de 20mg/kg ou 50mg/kg) ou 0,5ml de solugcdo salina (NaCl 0,9%) também por via
intraperitoneal. Apds 1 hora, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com solugao
de ketamina (10%) e xilasina(2%) na dose de 6ul/g. Ap6s o estabelecimento do estado
anestésico, a traquéia foi exposta por meio de uma pequena incisdo mediana através da qual
se fez insercdo de 50ul de LPS diluido em PBS1X (concentracdo de 200ug/ml). Apés 24 horas,
os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical seguido da extragdo do pulmao
esquerdo para obtencdo de seu homogenato, cujo sobrenadante foi utilizado para dosagem

das citocinas TNF-Q., IL-6 e IL-10 através de ELISA. O pulméao direito foi extraido para analise
histopatolégica.

3.4.1-Obtencao do homogenato pulmonar

Apbs extracdo do pulmao esquerdo de cada animal, o 6rgao foi
imediatamente armazenado em freezer -80° C e no dia posterior a remogao do
tecido, pesou-se o pulmé&o para determinacdo do volume de solucdo de
extragcdo de citocinasa ser utilizado (1ml/100mg de pulmao). A solucédo de
extracdo de citocinas é composta por0,4 M de NaCl, 0,1 mM de metil
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sulfonilfluorido, 0,1 mM de cloreto de benzetbnio, 10mM de EDTA e 2ul de
aprotinina em 100 ml de agua destilada. Em seguida, transferiu-se o pulméao
para um tubo resistente, onde foi acrescido o volume de solucado de extracéao
de citocinas necessario. Apos isso, foi realizada a maceragdo do pulmao com
ajuda de um macerador e posteriormente, realizou-se a centrifugagdo do 6rgao
a 3.000 rpm a 42 C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado

em freezer -80°2 C.

3.4.2 -Efeito modulatério da talidomida e dos analogos SC-15 e Gl-
16 sobre a producao de citocinas.

Apo6s obtencdo do homogenato, realizou-se a dosagem das citocinas
TNF-a, IL-6 e IL-10, cuja liberacao foi previamente induzida por LPS, usando o
método de ELISA Kit Duoset de acordo com as instrucbes fornecidas pelo
fabricante (B&D Pharmingen, San Diego, CA, USA). As amostras foram
diluidas em PBS com 10% de soro fetal bovino a 1:5 (dosagem de TNF-a) e
1:3 (dosagem de IL-6). Para dosagem de IL-10, utilizou-se a amostra sem
diluicbes. As placas foram cobertas com anticorpos de captura anti-TNF-a,
anti-IL-10 ou anti-IL-6 overnight. Em seguida foram lavadas 3 vezes e
bloqueadas com 100ul de solugcédo diluente. Apés uma hora, as placas foram
lavadas 3 vezes e incubadas com 50upl das amostras e recombinantes
novamente em overnight. Concluida a incubacgao, as placas foram lavadas 5
vezes e foram incubadas com 50ul do anticorpo de deteccédo e enzima para
cada citocina por uma hora seguida de mais 7 lavagens. Logo apéds inseriu-se
50ul de substrato para verificar formacao de cor seguido do acréscimo de 25l
da solugdo de H.S0, para parar a reacdo seguida de leitura em espectro-
fotbmetro com comprimento de onda de 450nm.

3.4.3 - Analise histopatologica do pulmao direito apdés estimulo
inflamatoério com LPS

Apés o sacrificio dos camundongos, o pulméo direito de cada animal foi
mantido em solugdo de formaldeido 10% por 24 horas. ApGs processamento
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para desidratagcdo e diafanizacdo do tecido em banhos de alcool e xilol
respectivamente, os fragmentos foram emblocados em parafina. Cortes de 5um
de espessura foram obtidos com auxilio de micrétomo semi-automatico e foram
capturados em laminas comuns, para coloracées histolégicas com
hematoxilina-eosina . As imagens foram obtidas através do uso do microscopio
Olympus BX51(Olympus Inc., New York, NY, USA) e os resultados registrados

pelo software Image Pro Plus (Media Cybernetics, Inc. Warrendale, PA, USA).

A injuria pulmonar inflamatéria de cada animal foi avaliada usando o
método de escore semi-quantitativo, conforme previamente descrito por
Simons e colaboradores (1991). Os escores de injaria foram avaliados em 4
graduacgdes: 0 (normal), 1 (leve), 2 (moderado), 3 (intenso) e em quatro
categorias: Inflamacao intersticial (presenca de danos teciduais em zona
intersticial decorrentes de reacao inflamatéria), infiltracao celular inflamatéria
(presenga de infiltrados de células do sistema imunoldgico), congestdo
(presenga de hemdcias na zona analisada) e edema (extravasamento de
liguido na zona analisada). O total de injuria pulmonar foi calculado pelo
adicionamento dos escores individuais de cada categoria.

3.5 - Teste de toxicidade aguda

Para avaliacdo da toxicidade aguda, foram utilizados ratos Wistar, pois é
o modelo animal mais utilizado neste tipo de experimento. Os animais foram
tratados, intraperitonealmente, com um volume médio de 0,8 ml de solucao
salina (NaCl 0,9%), talidomida, SC-15 ou Gl-16 (20mg/kg) em dose Unica, e
observados diariamente por 14 dias (no primeiro dia a avaliacédo foi de hora em
hora). A talidomida foi diluida inicialmente em DMSO 100% seguida de diluicdo
em solucéo fisiolégica atingindo uma solucao desta droga com 10% de DMSO.
Durante todo o periodo, foram avaliadas eventuais mortes, contorcdes
abdominais, pélos arrepiados, movimentagdo, convulsdes, alteragdes no
consumo alimentar e hidrico e ganho de peso. Ao fim deste periodo, os ratos
foram eutanasiados por aprofundamento anestésico em éter e submetidos a
analise hematol6gica.Os parametros hematologicos: dosagem de hemoglobina,

percentual e numero de hemacias, segmentados, mondcitos, leucdcitos
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granulares, linfocitos, eosindlifilos e plaquetas, foram mensurados através de
amostras de sangue obtidas por puncéo cardiaca. As amostras foram inseridas
em tubos com 10% de EDTA. Os dados hematolégicos foram obtidos através
do uso do aparelho automatizado (COBAS ARGOS 50® — ROCHE Diagnostic
System, ROCHE Inc., TALLAHASSEE, FLU, USA), que se baseia na contagem
e dimensionamento das células mediante medicdo e deteccédo de resisténcia
elétrica quando as mesmas passam, através de um liquido condutor, através
de uma pequena abertura. Isso gera uma pulsacao mensuravel cujo nimero e
altura indicam o numero de células e seus volumes. Os achados hematoldgicos
foram feitos com confirmacado e controle da contagem diferencial de células
sanguineas pelo analista, com auxilio do microscépio Olympus® (Olympus Inc.,
New York, NY, USA). Foram também realizados testes bioquimicos usando
amostras de soro dos animais, as quais foram colhidas em tubos sem
anticoagulantes e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Foram avaliados
0S niveis seéricos de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotrasnferase (ALT) (cinética de ultravioleta otimizada), fosfatase alcalina
(ensaio colorimétrico enzimatico), glicose (glicose oxidase/peroxidase),
creatinina (reacdo de Jaffe’s), triglicérides e colesterol (ensaio colorimétrico
enzimatico). Os parametros bioquimicos foram mensurados mediante
quantificacdo fotométrica utilizando aparelho automatizado (COBASMIRA
PLUS® — ROCHE Diagnostic System) e seus reagentes (ROCHE Inc., FLU,
USA). Além disso, realizou-se a extracdo do figado, rins (6érgaos
metabolizadores) e do coracdo (6rgdo nobre) dos animais estudados, para
andlise histopatologica.

3.6 - Teste de toxicidade sub-cronica

Para o teste de toxicidade sub-crénica, também foram utilizados ratos
wistar pelos mesmos motivos empregados no teste de toxicidade aguda. Os
animais receberam intraperitonealmente, a cada 2 dias, volume médio de 0,8
ml de solugcédo salina (NaCl 0,9%), talidomida,SC-15 ou Gl-16 (20mg/kg) e
observados por 28 dias (no primeiro de hora em hora). As observacdes
realizadas e os parametros bioquimicos e hematoldégicos mensurados foram os

mesmos medidos no teste de toxicidade aguda e pela mesma metodologia
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utilizada. Além disso, também realizaram-se a extracdo do figado, rins e
coragao, pelas mesmas razdes e metodologia descritas (Figura 7).

Teste de toxicidade aguda e sub-crénica

A Rato Wistar
Obsemadospor 14 dias Andlises bioguimicase
» - == (noprimeirodia de hora hematoldgicas
AGUDA 2 emhora)
a4 Salina, talidomida 20mg/kg, Andlise histopatolégica
SC-15 20mglkg , GI-16 do coragio, figado e rins
@ 08mlip ==  20mg/kg em dose tnica il
Rato Wistar — — .
B Observadospor 28 dias Andlises bioquimicase
n g == (no primeiro dia de hora hematoldgicas
SUB-CRONICA emhora) ‘
A de _ o Andlise histopatolégica
e Salina, talidomida 20mg/kg, . B
&08mlip mmp SC-15 20mglkg , GI-16 docoracao, figado erins
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Figura 7. Teste de toxicidade aguda (A) e sub-cronica (B).Ratos Wistar foram tratadoscom 0,8
ml (20mg/kg) de talidomida,SC-15, GI-16 ou solugdes controle(NaCl 0,9% ou NaCl + 10% de
DMSO) em dose Unica (teste de toxicidade aguda) ou a cada dois dias (toxicidade sub-crénica)
e foram observados durante 14 dias (teste de toxicidade aguda) ou 28 dias (teste de toxicidade
sub-crénica) (no primeiro dia de hora em hora). Apos este periodo realizaram-se as analises
bioquimicas e hematolégicas e avaliacdo histopatoldégica do coracdo, figado e rins destes
animais.

3.7 -Analise histopatologica do coracao, figado e rins.

Apébs extracao do coracao, figado e rins, os mesmos foram fixados por
imersao em formalina 4% em PBS por 20 horas. Apds processamento para
desidratacdo e diafanizacdo do tecido em banhos de alcool e xilol
respectivamente, os fragmentos foram emblocadosem parafina. Cortes de 5um
de espessura foram obtidos com auxilio de micrétomo semi-automatico e foram
capturados em laminas comuns para coloracdes histoldgicas hematoxilina-
eosina. As imagens foram obtidas através do uso do microscépio Olympus
BX51 (Olympus Inc., New York, NY, USA) e os resultados registrados pelo
software Image Pro Plus (Media Cybernetics, Inc. Warrendale, PA, USA). A
analise das laminas se concentrou na veia centrolobular e espaco porta

hepaticos (duas estruturas vasculares importantes e indicativos de possivel
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inflamacédo), medula e cértex renal (principais zonas renais) e pericardio,

miocardio e endocardio (principais camadas cardiacas).

3.8 - Analise estatistica

Para dados paramétricos obtidos, utilizou-se o teste ANOVA one-way
seguido do teste de Tukey como pos-teste. Para valores de p<005, os dados

foram considerados estatisticamente significativos. Utilizou-se software Graph
Pad Prism 5.0 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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4.- RESULTADOS

4.1- Avaliacao do edema de pata apos estimulo inflamatério com

carragenina

Como primeira etapa da avaliacao da eficacia antiinflamatéria in vivo dos
compostos Gl-16 e SC-15, procedeu-se a realizagdo de um modelo de
inflamacéao local através da avaliacdo do edema de pata mediante inoculacéo
de carragenina a 2%.

A figura 8 mostra que o edema de pata induzido por inoculacédo
subcutadnea de carragenina foi significativamente reduzido nos camundongos
testados com os analogos SC-15 e GlI-16, quando comparados ao grupo
controle salina. O composto Gl-16 demonstrou atividade de inibicdo da
resposta inflamatéria semelhante a talidomida apresentando o edema de pata
inferior ao grupo controle salina desde a primeira até vigésima-quarta hora,
com edema cerca de 53 a 65% menor na dose de 10mg/kg e cerca de 69% a
77,1% menor na dose de 50mg/kg em relacdo ao grupo salina,no mesmo
intervalo de tempo (p<0,05).

O anéalogo SC-15 mostrou maior atividade antiinflamatoria a 50mg/kg,
obtendo acdo semelhante a talidomida e dexametasona desde a primeira
hora, havendo edema 54 a 65 % menor em comparacdo ao grupo salina
(p<0,05). Na dosagem menor, este analogo exibiu diferenca significativa em
relagdoao grupo controle salina apenas na primeira, terceira e vigésima-
quarta hora(p<0,05) (Figura 8).

Em comparacdo com a dexametasona, usada apenas na
concentracdo de 10mg/kg, o composto Gl-16 exibiu capacidade de reducéo
do edema de pata semelhante a dexametasona quando aplicado a 50mg/kg.
Ja o composto SC-15 teve acao equivalente a dexametasona em todos os
intervalos de tempo apenas quando usada a 50mg/kg (Figura 8).
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Figura 8. Avaliagdo do edema de pata induzido por carragenina 2%em camundongos BALB/c
submetidos ao tratamento com 0,5ml de talidomida (10mg/kg), SC-15(10mg/kg), Gl-16 (10mg/kg)
oudexametasona (10mg/kg) (A).Avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina 2%em
camundongos BALB/c submetidos ao tratamento com 0,5ml de talidomida (50mg/kg), SC-15
(50mg/kg), Gl-16 (50mg/kg) ou dexametasona (10mg/kg) (B). Os animais pertencentes ao grupo
controle negativo foram tratados com 0,5ml de solugéo salina (NaCl 0,9%). O edema foi avaliado
nos tempos de 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, e 24h apés inducdo de inflamagdo da pata esquerda por
carragenina. Analise estatistica feita através de ANOVA e teste Tukey. Cada ponto representa a
média * desvio padrao.

4.2-Avaliacao da inflamacao pulmonar apos estimulo com LPS

4.2.1-Efeito modulatério da talidomida e dos analogos SC-15 e Gl-16

sobre a producao de citocinas

O lipopolissacarideo (LPS) é uma macromolécula componente da
parede celular de bactérias gram-negativas, conferindo sustentabilidade além
de protecdo contra certos tipos de ataques quimicos. Assim como a
carragenina, o LPS também ¢ utilizado na imunofarmacologia em testes
envolvendo inflamagéo (FARRETI et al., 2003; PRAUSE et al.,2009; ZHANG et

al.,2010). Desta forma, como segundo parametro, a modulacado da resposta
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inflamatéria in vivo ocasionada pelos compostos SC-15 e Gl-16 também foi
avaliada através do modelo de inflamacédo pulmonar induzido por inoculagéao
intratraqueal de LPS (200ug/ml), com a finalidade de se verificar a influéncia
dos analogos deste estudo sobre a producéo de citocinas inflamatérias (TNF-a
e IL-6) bem como sua capacidade de induzir a produgdo da citocina
antiinflamatéria IL-10.

A figura 9 mostra que o tratamento com os compostos SC-15 e Gl-16,
tanto a 20mg/kg quanto a 50mg/kg, causou reducgéao dos niveis de TNF-a, que
atingiu valores semelhantes aos obtidos com talidomida e dexametasona
sendo 0s niveis aproximadamente 34% menores que o observado no grupo
controle salina (p<0,05). Quanto a producao de IL-6, apenas o composto Gl-16
apresentou alta inibicdo sobre esta citocina quando usado a 20mg/kg (66% de
reducdo em relacdo ao grupo salina). Ja a 50mg/kg, os dois analogos da
talidomida inibiram a producdo em 74% a 90% de IL-6 que o grupo salina
(p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na producdo de TNF-o entre os
tratamentos com os compostos SC-15 e GI-16 em ambas dosagens adotadas,
assim como na produc¢ao de IL-6 na dose de 50mg/kg.

Dentre as drogas analisadas, Gl16 e dexametasona foram os compostos
que mais reduziram os valores de IL-6 em ambas dosagens (p<0,05). Em
relacdo a IL-10, a talidomida e o analogo SC-15 foram capazes de induzir
maior liberacdo desta molécula na dose de 50mg/kg, os demais grupos
exibiram valores semelhantes ao grupo salina. (p<0,05). Na menor dose
(20mg/kg), nenhum grupo demonstrou producdo de IL-10 superior ao grupo
salina e ndo houve diferencas na producdo desta citocina entre os demais

grupos estudados. (Figura 9)
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Figura 9. Niveis de TNF-a, IL-6e IL-100btidos do homogenato pulmonar de camundongos
C57BI/6. Os animais foram tratados com 0,5 ml de talidomida, SC-15, Gl-16, dexametasona ou
solugao salina (NaCl 0,9%) nas doses de 20mg/kg (A, B e C) ou 50mg/kg (D, E e F). Ap6s uma hora,
os animais foram submetidos ainoculagao intratraqueal com LPS (200ug/ml, 50ul). Ap6s 24 horas, os
animais foram sacrificados e o pulmao esquerdo foi extraido para obtencdo de homogenato cujos
sobrenadantes foram utilizados para dosagem de TNF-a, IL-6 e IL-10 através de ELISA. *=p<0,05

versus salina, #=p<0,05 versus SC-15, + = P<0,05 versus talidomida.
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4.2.2- Anadlise histopatoléogica do pulmao direito apoés
estimuloinflamatério com LPS

Para reforcar os resultados obtidos quanto a dosagem de citocinas pré e
antiinflamatérias nos pulmdes, a seguir, investigamos a resposta inflamatéria
em nivel tecidual, através da andlise histopatolégica do pulméo direito dos
animais tratados com os analogos da talidomida e, apds 1 hora, inoculados

com 200 ug/ml de LPS, por via intratraqueal (tabelas 5 e 6 e Figura 10).

Animais do grupo controle salina apresentaram alto nivel de inflamagéo
nos pulmdes quando comparados aos demais grupos, apresentando acentuado
espessamento da parede alveolar e congestao vascular intensa associada a
infiltrado inflamatério (principalmente neutrofilico) e edema (Figura 10A-B). Os
grupos talidomida e dexametasona, em ambas doses, exibiram leve
inflamacéao, apresentando discreta congestao vascular e edema, com poucas
areas de quadro inflamatério semelhante ao grupo salina (Figuras 10C-D e I-J).
O tratamento com o composto SC-15 reduziu consideravelmente a resposta
inflamatéria nos pulmdes apenas na dose de 50 mg/kg. Na dose de 20 mg/kg
de SC-15 foram detectadas areas de congestdo, edema e infiltrado de
intensidade moderada a intensa (Figura 10E). Em relacdo a dose de 20 mg/kg,
a dose de 50 mg/kg de SC-15 proporcionou uma reducdo moderada da
inflamacéao tecidual (Figura 10F). O tratamento com o composto Gl-16 induziu
reducdo acentuada da resposta inflamatéria tecidual, em ambas doses
utilizadas, sendo detectadas leve congestdao capilar e discreto infiltrado
inflamatério (Figuras 10 G-H).
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Tabela 5. Escores de injuria inflamatéria pulmonar induzida por LPS em camundongos tratados com
talidomida ou analogos (SC-15 ou Gl-16) a 20mg/kg

Categoria a Grupos b

Salina Talidomida SC-15 Gl-16 Dexametasona

Inflamacéo interticial 3° 1-2 2-3 1-2 1-2
Infiltragdo celular inflamatéria 3 1-2 2-3 1-2 1-2
Congestao 3 1-2 2-3 1-2 1-2
Edema 3 1-2 2-3 1-2 1-2
Escore inflamatério total 12 4-8 8-12 4-8 4-8

a- Categoria de inflamacgéao

b- Animais dos grupos talidomida, SC-15, Gl-16 ,dexametasona e salina foram inoculados com 50l
LPS 200ug/ml. 1 hora apos o tratamento com 0,5ml de talidomida, SC-15, Gl-16 ou dexametasona
(todos a 20mg/kg). Apds 24 horas da inoculacdo do LPS, os animais foram sacrificados e o pulméao
direito dos animais foram isolados e submetidos a analise histopatolégica, conforme descrito na
metodologia.

c-Escore de injuria inflamatéria conforme descrito na metodologia

Tabela 6: Escores de injaria inflamatéria pulmonar induzida por LPS em camundongos tratados com
talidomida ou analogos (SC-15 ou Gl-16) a 50mg/kg.

Categoria ? Grupos °

Salina Talidomida SC-15 Gl-16 Dexametasona

Inflamacéao interticial 3 1 2 1 1
Infiltragdo celular inflamatoria 3 1 2 1 1
Congestao 3 1 2 1 1
Edema 3 1 2 1 1
Escore inflamatério total 12 4 8 4 4

a- Categoria de inflamacéao

b- Animais dos grupos talidomida, SC-15, Gl-16 ,dexametasona ou salina foram inoculados com
50ul de LPS 200pg/ml. 1 hora apés o tratamento com 0,5 ml de talidomida, SC-15, GlI-16 ou
dexametasona, todos a 50mg/kg. Apds 24 horas da inoculagdo do LPS, os animais foram
sacrificados e o pulmao direito dos animais foram isolados e submetidos a andlise histopatoldgica,
conforme descrito na metodologia.

c-Escore de injuria inflamatéria conforme descrito na metodologia

49



CONTROLE SALINA \

TALIDOMIDA \

SC-15 |

Gl-16 \

DEXAMETASONA

Figura 10. Microscopia 6ticade corte de tecido pulmonar. Camundongos C57BI/6 foram tratados
com 0,8ml de talidomida (C-D), Gl-16(G-H), SC-15(E-F), dexametasona (I-J) ou solucdo salina
(NaCl 0,9%) (A-B) nas doses de 20mg/kg ou 50 mg/kg. Apés uma hora, os animais foram
estimulados com LPS (200ug/ml) por via intratraqueal. Vinte e quatro horas apds inducao
inflamatéria com LPS, o pulmao direito dos animais foram isolados e submetidos a analise
histopatolégica. Laminas coradas por hematoxilina-eosina aumento de 40x escala de
barra=50um..
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4.3 - Testede toxidade aguda

Para monitoramento de possiveis efeitos adversos ocasionados pelo uso
imediato de determinados farmacos, o teste mais utilizado é o de avaliagao da
toxicidade aguda, que proporciona rapida resposta na estimativa de acgdes
prejudiciais de um agente que possa oferecer riscos a saude dos usuarios. Os
testes de toxicidade aguda podem durar de 14 a 28 dias (tempo necessario
para observacao de efeitos visiveis da droga e seus efeitos na fisiologia do
animal), com exposigdo a concentracées geralmente elevadas administradas
em uma unica dose de determinado composto quimico, avaliando-se critérios
como mortes, imobilidades, alteragdes do apetite e do peso, alteracdes
bioquimicas e hematol6gicas (RAND e PETROCELLI, 1985; FDA, 2003).

A partir da avaliacao de toxicidade aguda é possivel determinar a dose
letal (LD50), que se caracteriza por ser a concentragdo necessaria para
ocasionar o 6bito de 50% dos animais utilizados no estudo num periodo de até
14 dias (COSTA, et al., 2008). Drogas novas devem ser testadas partindo-se
do pressuposto que sdo muito toxicas, sendo utilizadas inicialmente numa
concentragdo menor que 25mg/kg (ANVISA, 1996).

Foi observado que durante os 14 dias de experimentacao, apos
administracdo de dose Unica de 20mg/kg dos compostos Gl-16 e SC-15, os
ratos Wistar avaliados mostraram, imediatamente ou durante o periodo de
avaliacdo, um quadro de tolerancia a medicacao. Nenhum animal avaliado veio
a Obito ou apresentou qualquer sinal clinico de toxicidade aguda, incluindo o
grupo controle salina e o grupo talidomida (dados ndo mostrados).

4.3.1 -Consumo alimentar e hidrico

Como primeiro parametro de teste de toxicidade analisado, avaliou-se o
consumo meédio de alimento (racdo) e agua durante as 2 semanas de
investigagdo. Os resultados mostram que os ratos machos consumiram mais
agua e alimentoque os ratos fémeas independente do grupo testado. Quanto
aos tratamentos, o uso de talidomida ou dos compostos Gl-16 e SC-15, em
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dose Unica, ndo exerceu influéncia sobre a sede ou apetite destes animais
(Figura 11).
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Figura 11. Teste de toxicidade aguda. Avaliagdo doconsumo alimentar e hidrico. Ratos Wistar
fémeas (A e C) e machos (B e D) foram tratados com dose unica (20mg/kg, 0,8 ml) de
talidomida, SC-15, Gl-16 ou solucao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) por via intraperitoneal. O volume
de 4gua consumido em ml e a quantidade de rag¢do ingerido em gramas foram avaliados
diariamente durante 14 dias. As barras representam a média final e o desvio-padrao calculado
a partir das médias obtidas nas avaliagdes feitas diariamente nos diferentes grupos testados
através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.2 - Ganho de Peso.

A seguir, avaliou-se a influéncia dos compostos SC-15 e Gl-16 sobre o
ganho de peso dos animais estudados. Os resultados mostram que houve
tendéncia de ganho maior entre os ratos machos. Ja entre os tratamentos
aplicados, ndao houve diferencas significativas durante as 2 semanas do
experimento (Figura 12).
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Figura 12. Teste de toxicidade aguda. Avaliagdo doganho de peso. Ratos Wistar fémeas (A) e
machos (B) foram tratados com dose Unica (20mg/kg,0,8 ml) de talidomida, SC-15, Gl-16, ou
solugéo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) por via intraperitoneal. O ganho de peso em gramas foi
avaliado a cada 7 dias durante 14 dias.As barras representam a média final e o desvio-padrao
calculado a partir das médias obtidas nas avaliagbes feitas semanalmente nos diferentes
grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.3 - Parametros bioquimicos

4.3.3.1-Funcao hepatica

As provas de fungao hepatica sdo uma série de avaliagdes laboratoriais
bioquimicas clinicas realizadas para se obter informacdes sobre o estado do
figado do paciente. Consiste principalmente na avaliacdo de aspectos como
tamanho, condicbes das vias biliares e na dosagem sorolégica de enzimas
hepaticas, com a alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e a fosfatase alcalina (FAL). Diversos farmacos podem sofrer
metabolizacdo hepatica podendo ocasionar danos ao figado que se traduzem
em niveis elevados destas enzimas (ROSALKI et al., 1999). Desta maneira,
verificou-se se os compostos SC-15 e Gl-16 exercem alguma acao toxica sobre
o figado através da dosagem soroldgica das enzimas ALT, AST e FAL.

As provas de funcdo hepatica dos testes de toxicidade aguda
demonstraram que nao houve alteracbes significativas nas transaminases,
apresentando producdo de AST, ALT e fosfatase alcalina sem diferengas

consideraveis entre os tratamentos e ratos machos e fémeas (Figura 13).
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Figura 13. Teste de toxicidade aguda.Niveis sorologicos de alanina aminotransferase (ALT)
(A),aspartato aminotransferase (AST) (B) e fosfatase alcalina (C).Ratos Wistar foram tratados
com dose Unica (20mg/kg,0,8ml) de talidomida,SC-15, Gl-16 ou solugao salina (NaCl 0,9 %,
0,8ml). As transaminases em U/L foram mensuradas ao fim dos 14 dias de investigacao. As
barras representam a média final e o desvio-padrao calculado nos diferentes grupos testados
através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.3.2 - Perfil glicémico e lipidico

Alguns compostos farmacolégicos sao capazes de ocasionar alteracdes
metabdlicas e danos a determinados érgaos podendo refletir no apetite, niveis
glicémicos e lipidicos. O efeito sedativo que a talidomida e alguns de seus
analogos proporcionam podem interferir nestes parametros, podendo ocasionar
alteracoes do apetite e sonoléncia, interferindona taxa metabdlica e no
consumo de glicose e gorduras (PERRI Il e SYLVIA, 2003).

Assim, avaliou-se a possivel influéncia dos compostos SC-15 e Gl-16
sobre os niveis glicémicos e lipidicos como mais um fator de avaliacao
metabdlica.

Os resultados mostram que os tratamentos aplicados em dose Unica ndo

promovem alteracdes significantes nos niveis de triglicérides, colesterol total e
54



glicose. Os valores também foram semelhantes entre machos e fémeas (Figura
14).
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Figura 14. Teste de toxicidade aguda. Niveis sorologicos de triglicérides (A), colesterol total (B)
e glicose (C). Ratos Wistar foram tratados com dose Unica (20mg/kg, 0,8ml) de talidomida, SC-
15, Gl-16 ou solugao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml). Os perfis lipidico e glicémico em mg/dl foram
mensurados ao fim dos 14 dias de investigacdo. As barras representam a média final e o
desvio-padrao calculado nos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.3.3 - Funcao renal

As provas de funcao renal sdo amplamente utilizadas para a verificacao
da integridade e capacidade de filiragdo renal. Na medicina e avaliagbes
laboratoriais utiliza-se a avaliagdo do clearence da creatinina como principal
elemento da atividade dos rins através da comparagcédo de seus niveis renais e
sanguineos (SODRE et al., 2007).

Drogas hidrossoluveis sofrem ampla metabolizacao nos rins, podendo
ocasionar danos a esses 6rgdos com o passar do tempo (SODRE et al., 2007).
Uma vez que os analogos SC-15 e Gl-16 sao hidrossollUveis e passiveis deste

tipo de metabolizagéo, realizou-se a mensuracao dos niveis de creatinina nos
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ratos Wistar estudados. Os tratamentos com talidomida ou com os compostos
SC-15 e GI-16 nao alteraram os niveis de creatinina, apresentando valores
semelhantes ao grupo controle salina nao diferindo entre machos e fémeas
(Figura1b).
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Figura 15. Teste de toxicidade aguda. Nivel sorolégico de creatinina. Ratos Wistar foram
tratados com dose Unica (20mg/kg, 0,8ml) de talidomida, SC-15, Gl-16 ou solugaosalina (NaCl

0,9%, 0,8ml). Os niveis de creatinina foram mensurados ao fim de 14 dias de investigagédo. As
barras representam a média final e o desvio-padréo calculado a partir das médias obtidas da
analise urinaria e sorologica dos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.4 -Parametros hematoldgicos

Além das possiveis alteracdes metabdlicas, diversas drogas podem
modular os parametros hematolégicos como a hematopoese, atividade
plaquetaria e linfocitdria entre outros. A talidomida pode ter por efeitos
adversos reducao leucocitaria e outras alteracées hematoldgicas (PERRI Il e
SYLVIA,2003). Desta forma, além dos aspectos bioquimicos, avaliou-se a
possivel influéncia dos compostos SC-15 e Gl-16 sobre o niumero de hemécias,
hemoglobina, hematdcrito, leucocitos granulares, linfécitos, plaquetas,

segmentados.

4.3.4.1 - Série Vermelha

Com relacdo aos parametros hematolégicos da série vermelha, os
tratamentos com SC-15 e Gl-16 demonstraram ndo afetar os niveis de
hemoglobina e de hemacias dos animais testados. Os niveis de hemacias,
hematocrito e hemoglobina ndo diferiram entre os grupos e apresentaram

valores semelhantes entre machos e fémeas (Figura 16).
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Figura 16. Teste de toxicidade aguda. Numero de hemacias (milhdes/ml) (A), hematdcrito (%)
(B) e nivel de hemoglobina em mg/dl (C).Ratos Wistar foram tratados com dose Unica
(20mg/kg, 0,8ml) de talidomida, SC-15, Gl-16 ou solugdo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml). Os
parametros hematolégicos da série vermelha foram mensurados ao fim de 14 dias de
investigagdo. As barras representam a média final e o desvio-padréo calculados dos soros dos
animais pertencentes aos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.3.4.2 - Série branca e plaquetaria

A figura 17 mostra que os parametros hematolégicos da série branca e
plaquetaria ndo se alteraram em decorrénciados tratamentos com dose Unica
dos compostos SC-15 e GI-16, ndo afetando os niveis de leucdcitos
granulares, mondcitos, segmentados, linfocitos, plaquetas e eosindfilos, nao
diferindo estatisticamente entre os grupos e apresentaram valores semelhantes
entre machos e fémeas (Figura 17).
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Figura 17. Teste de toxicidade aguda. Numero de leucécitos granulares (%) (A), mondcitos (%)
(B), segmentados (%) (C), linfocitos/ml (D), eosindfilos/ml (E) e plaquetas/ml (F).Ratos Wistar
foram tratados com dose Unica (20mg/kg, 0,8ml) de talidomida, SC-15, Gl-16 ou solugao salina
(NaCl 0,9%, 0,8ml). O perfil hematolégico das séries branca e plaquetéaria foi mensurado ao fim
de 14 dias de investigacdo. As barras representam a média final e o desvio-padrdo calculado
do soro dos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.4 - Teste de toxidade sub-cronica

Ao contrario dos testes de toxicidade aguda, os testes de toxidade sub-
cronica avaliam o possivel efeito toxico de certos compostos apds exposicao
prolongada a doses acumulativas ou frequentes de agente toxico. Este tipo de
avaliagdo pode durarde 21 a 90 dias em roedores (ANIVISA, 1996;
ROMANELLI, 2004). Neste estudo avaliamos um periodo de 28 dias. Os
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parametros avaliados foram os mesmos ja descritos na avaliacao da toxicidade
aguda, pelas mesmas justificativas. Os dados obtidos mostram que nenhum
animal estudado veio a ébito ou apresentou sinais de toxicidade sub-crénica,
imediatamente ou durante os outros diasdo periodo de 28 dias avaliado (dados

nao mostrados).

4.4.1 -Consumo alimentar e hidrico

Com relacao ao consumo alimentar e hidrico, os resultados diferiram entre
os sexos. Os ratos machos demonstraram um maior consumo de agua e racao
se comparados com os ratos fémeas. Em relacdo aos tratamentos aplicados,
percebeu-se discreta tendéncia de reducado do apetite e do consumo de agua
nos machos tratados com talidomida ou com os compostos SC-15 e GlI-16 em
comparagdo aos grupos controle (salina e DMSO-salina). Quanto aos ratos
fémeas, houve uma leve reducdo no consumo de agua nos animais tratados
com talidomida ou Gl-16 se comparados a estes mesmos grupos controle
(p<0,05) (Figura 18).
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Figura 18. Teste de toxicidade sub-crénica.Avaliagdo do consumo alimentar e hidrico.Ratos
Wistar fémeas (A e C) e machos (B e D) foram tratados a cada dois dias(20mg/kg, 0,8 ml) com
talidomida, SC-15, Gl-16 solugdes controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSQ) por
via intraperitoneal. O volume de agua consumido em ml e a quantidade de ragéo ingerido em
gramas foram avaliados diariamente durante 28 dias. As barras representam a média final e o
desvio-padrao calculado a partir das médias obtidas nas avaliagbes feitas diariamente nos
diferentes grupos testados. *=p<0,05 versus salina, #=p<0,05 versus DMSO-salina através de
ANOVA e teste Tukey.

4.4.2 - Ganho de peso.

Os resultados obtidos mostram que os ratos machos tiveram um maior
ganho de peso se comparados com as fémeas. Os tratamentos com os
compostos Gl-16 e SC-15 n&o influenciaram o aumento de peso dos animais
quando comparados ao grupo talidomida ou quaquer outro grupo, em ambos

sexos estudados (Figura 19).

60



A 300 - B 400 -
(1)
(] —_ g 300
e — 1
E 2040 1 E
5 b
£ T 200
@ E
o 1001 @
o 2 1004
o i
o
L] T T T 0 T T T
s o o a a e N N ¥ e
& ~ ~ = > & A o N
& e & A
. o & o &
g A &

Figura 19. Teste de toxicidade sub-cronica. Avaliagdo doganho de peso.Ratos Wistar fémeas
(A) e machos (B) foram tratados a cada dois dias(20mg/kg, 0,8 ml) com talidomida, SC-15, Gl-
16 solugbes controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSO)por via intraperitoneal. O
ganho de peso em gramas foi avaliado a cada 4 dias durante 28 dias.As barras representam a
média final e o desvio-padrao calculado a partir das médias obtidas por cada semanadas
avaliagOes feitas nos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.4.3 - Parametros bioquimicos

4.4.3.1 - Funcao hepatica

Assim como no teste de toxicidade aguda, os tratamentos com os
compostos SC-15 e GI-16 ndo alteraram o0s niveis das transaminases
hepaticas nos testes de toxicidade sub-crénica. A producdo de AST, ALT e
fosfatase alcalina foi semelhante entre os grupos, ndo havendo diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle salina ou ao grupo controle DMSO-
salina. Nao foram detectadas diferencas entre animais machos e fémeas
(Figura 20).
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Figura 20. Teste de toxicidade sub-cronica.Niveis sorologicos de alanina aminotransferase
(ALT)(A),aspartato amino transferase(AST) (B) e fosfatase alcalina (C).Ratos Wistar foram
tratados a cada dois dias(20mg/kg,0,8ml) com talidomida, SC-15, Gl-16ou solugdes
controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSO).As transaminases em U/L foram
mensuradasao fim dos 28 dias de investigacdo. As barras representam a média final e o
desvio-padrao calculado nos diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.4.3.2 - Perfil glicémico e lipidico

Os tratamentos com talidomida ou com os compostos SC-15 e Gl-16
demonstraram nao afetar os niveis de triglicérides, colesterol total e glicose,
exibindo valores semelhantes entre grupos testados e entre machos e fémeas
(Figura 21).
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Figura 21. Teste de toxicidade sub-crénica.Niveis sorolégicos de triglicérides (A), colesterol
total (B) e glicose (C).Ratos Wistar foram tratados a cada dois dias (20mg/kg, 0,8ml) com
talidomida, SC-15, GlI-16 ou solugdes controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSO).
Os perfis lipidico e glicémico em mg/dl foram mensurados ao fim dos 28 dias de investigagao.

As barras representam a média final e o desvio-padréo calculado nos diferentes grupos
testados através de ANOVA e teste Tukey.

4433 -

Funcao renal

A figura 22 mostra que os tratamentos a cada dois dias com os

compostos GI-16 e SC-15 ndo afetaram a atividade renal apresentando

producdo de creatinina semelhantes aos demais grupos e entre machos e

fémeas.
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Figura 22. Teste de toxicidade sub-cronica.Nivel sorolégico de creatinina.Ratos Wistar foram
tratados a cada dois dias (20mg/kg, 0,8ml) com talidomida, SC-15, Gl-16 ou solugbes
controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSO0).Os niveis de creatinina foram
mensurados ao fim de 28 dias de investigacdo. As barras representam a média final e o
desvio-padrao calculado a partir das médias obtidas da andlise urinaria e sorolégica dos
diferentes grupos testados através de ANOVA e teste Tukey.

4.4.2 - Parametros hematoldgicos
4.4.2.1 - Série vermelha

Com relacao aos parametros hematolégicos da série vermelha, assim
como no teste de toxicidade aguda, os tratamentos com SC-15 e GlI-16 nao
afetaram os niveis de hemoglobina e de hemacias dos animais testados. Os
niveis de heméacias, hematécrito e hemoglobina nao diferiram entre os grupos e

apresentaram valores semelhantes entre machos e fémeas (Figura 23).
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Figura 23. Teste de toxicidade sub-crénica.Nimero de hemécias (milhdes/ml) (A), hematocrito
(%) (B) e nivel de hemoglobina em mg/dl (C).Ratos Wistar foram tratados a cada dois dias
(20mg/kg, 0,8ml) com talidomida, SC-15, GlI-16 ou solugbes controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou
NaCl +10% de DMSO) . Os parametros hematolégicos da série vermelha foram mensurados ao
fim de 28 dias de investigagdo. As barras representam a média final e o desvio-padrao
calculados dos soros dos animais pertencentes aos diferentes grupos testados através de
ANOVA e teste Tukey.

4.4.2.2 - Série branca e plaquetaria

O tratamento sub-crénico com os compostos SC-15 e GI-16 nao
ocasionou alteracdo dos niveis de leucécitos granulares, mondcitos,
segmentados, linfocitos, plaquetas e eosindfilos ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos estudados, apresentando valores semelhantes entre machos e
fémeas (Figura 24).
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Figura 24. Teste de toxicidade sub-crbnica. Numero de leucdcitos granulares (%) (A),
mondcitos (%) (B), segmentados (%) (C), linfécitos/ml (D), eosindéfilos/ml (E) e plaquetas/ml
(F).Ratos Wistar foram tratados a cada dois dias (20mg/kg,0,8ml) com talidomida, SC-15, Gl-16
ou solugdes controle(0,8ml de NaCl 0,9% ou NaCl +10% de DMSOQO). O perfil hematoldgico das
séries branca e plaquetaria foi mensurado ao fim de 28 dias de investigagdo. As barras
representam a média final e o desvio-padrdo calculado do soro dos diferentes grupos
testadosatravés de ANOVA e teste Tukey.

4.5 - Analise histopatologica docoracao, figado e rins

Como ultimo parametro dos testes de toxicidade aguda e sub-crénica,
realizaram-se as analises histopatolégicas do coracéo, figado e rins afim de se
verificar possiveis sinais de danos celulares em decorréncia de agbes téxicas
dos compostos SC-15 e GI-16. Figado e rins sao 6érgaos relacionados

principalmente a metabolizagdo de farmacos hidrossoluveis, enquanto o
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coracdo € um 6rgao nobre, podendo ser um dos mais afetados quando
ocorrem toxicidade e alteragbes bioquimicas e hematoldgicas (ANVISA, 1996).

4.5.1- Coracao:

Nossos resultados demonstram que tanto os ratos pertencentes ao teste
de toxicidade aguda quanto os pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica
apresentaram endocardio, miocardio e pericardio sem particularidades
microscépicas; fibras musculares cardiacas (miocardiécitos) e vasos capilares
preservadose auséncia de danos celulares a microscopia optica (Figura 25 e
26)
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CORACAO

TOXICIDADE AGUDA

TALIDOMIDA

Gl-16

SC-15

COMTROLE SALINA

Figura 25. Teste de toxicidade aguda. Microscopia 6tica de corte de tecido cardiaco.Ratos
Wistar foramtratados com dose Unica (20mg/kg, 0,8ml) de talidomida(A),Gl-16(B), SC-15 (C).
Grupo controle recebeu solugao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (D). Apds 14 dias de tratamento, os
animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se o figado para
analise histopatologica através de microscopia 6ptica comum. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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Figura 26. Teste de toxicidade sub-crénica. Microscopia 6tica de corte de tecido cardiaco.Ratos
Wistar foramtratados a cada dois dias (20mg/kg, 0,8ml) com talidomida(A),GlI-16(B), SC-15 (C).
Grupos controle receberam solugdo de DMSO-salina (NaCL 0,9% + 10% de DMSO, 0,8ml) (D)
ou solugédo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (E). Apds 28 dias de tratamento, os animais foram
sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se o figado para analise
histopatolégica através de microscopia Optica comum. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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4.5.2 -Figado:

Tanto os ratos pertencentes ao teste de toxicidade aguda quanto os
pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica apresentaram trabéculas de
hepatécitos adjacentes aos capilares sinusdides, assim como, células de
Kuppfer sem particularidades; veia centro lobular dentro dos limites da
normalidade. Componentes do espacgo porta (vénula, arteriola e ducto biliar)
sem alteragdes (Figura 27 a 30).
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FIGADO:VEIA CENTROLOBULAR
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Figura 27. Teste de toxicidade aguda. Microscopia ética de corte de tecido hepatico (veia
centrolobular). Ratos Wistar foram tratados com dose unica (20mg/kg, 0,8ml) de talidomida
(A), GI-16(B), SC-15 (C). Grupo controle recebeu solugdo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (D).
Apos 14 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico
em éter e extraiu-se o figado para andlise histopatolégica através de microscopia éptica
comum. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de

barra=25um..
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FIGADO: VEIA CENTROLOBULAR
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CRONICA

TALIDOMIDA
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Figura 28. Teste de toxicidade sub-cronica. Microscopia 6tica comum de corte de tecido
hepatico (veia centrolobular).Ratos Wistar foramtratados a cada dois dias (20mg/kg,0,8ml) com
talidomida(A),Gl-16(B), SC-15 (C). Grupos controle receberam solugdo de DMSO-salina (NaCl
0,9% + 10% de DMSO, 0,8ml) (D) ou solugéo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (E). Apds 28 dias de
tratamento, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se
o figado para analise histopatolégica através de microscopia Optica comum. As laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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FIGADO: ESPACO-PORTA

TOXICIDADE AGUDA

TALIDOMIDA
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SC-15

CONTROLE SALINA

Figura 29. Teste de toxicidade aguda. Microscopia ética comum de corte de tecido hepéatico
(espago-porta).Ratos Wistar foramtratados com dose Unica (20mg/kg,0,8ml) de
talidomida(A),Gl-16(B), SC-15 (C). Grupo controle recebeu solugao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml)
(D). Ap6s 14 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico
em éter e extraiu-se o figado para analise histopatologica através de microscopia Optica
comum. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de
barra=25um.
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FIGADO: ESPACO PORTA
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Figura 30. Teste de toxicidade sub-crénica. Microscopia 6tica comum de corte de tecido
hepatico (espago-porta). Ratos Wistar foramtratados a cada dois dias (20mg/kg,0,8ml)
comtalidomida (A),Gl-16(B), SC-15 (C). Grupos controle receberamsolugdo de DMSO-salina
(NaCl 0,9% + 10% de DMSO, 0,8ml) (D) ou solucao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (E). Apds 28
dias de tratamento, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e
extraiu-se o figado para andlise histopatolégica através de microscopia Optica comum. As
laminas foram coradas comhematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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4.5.3 -Rins

Em relacao aos rins, a andlise histopatolégica mostra que tanto os ratos
pertencentes ao teste de toxicidade aguda quanto os pertencentes ao teste de
toxicidade sub-crébnica apresentaram resultados semelhantes. Foram
observados tubulos contorcidos proximais e distais assim como intersticio e
componentes vasculares dentro dos limites da normalidade. Os componentes
medulares: porcoes delgadas e espessas da alca de Henle, tubulos coletores,
intersticio e rede capilar peritubular ndo mostraram alteracées. A cortex renal
apresentou arquitetura preservada e corpusculos renais dentro dos limites de

normalidade (Figura 31 a 34).
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Figura 31. Teste de toxicidade aguda. Microscopia 6tica de corte de tecido renal
(medula).Ratos Wistar foramtratados com dose Unica (20mg/kg,0,8ml) de talidomida(A),Gl-
16(B), SC-15 (C). Grupo controle recebeu solugao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (D). Apds 14 dias
de tratamento, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-
se o figado para andlise histopatolégica através de microscopia éptica comum. As laminas
foram coradas com hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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Figura 32. Teste de toxicidade sub-cronica. Microscopia 6tica de corte de tecido renal (medula).
Ratos Wistar foramtratados a cada dois dias (20mg/kg, 0,8ml) com talidomida (A),Gl-16(B), SC-
15 (C). Grupos controle receberam solugdo de DMSO-salina (NaCl 0,9% + 10% de DMSO,
0,8ml) (D) ou solugao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (E). Apos 28 dias de tratamento, os animais
foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se o figado para analise
histopatolégica através de microscopia Optica comum. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um.
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Figura 33. Teste de toxicidade aguda. Microscopia 6tica de corte de tecido renal (cortex).Ratos
Wistar foramtratados com dose Unica (20mg/kg,0,8ml) de talidomida(A),Gl-16(B), SC-15 (C).
Grupo controle recebeu solucao salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (D). Apds 14 dias de tratamento, os
animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se o figado para
andlise histopatologica através de microscopia Optica comum As laminas foram coradas com

hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um..
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Figura 34. Teste de toxicidade sub-crbnica.Microscopia 6tica comum de corte de tecido renal
(cortex). Ratos Wistar foram tratados a cada dois dias (20mg/kg,0,8ml) com talidomida(A),Gl-
16(B), SC-15 (C). Grupos controle receberam solu¢do de DMSO-salina (NaCl 0,9% + 10% de
DMSO, 0,8ml) (D) ou solugéo salina (NaCl 0,9%, 0,8ml) (E). Ap6s 28 dias de tratamento, os
animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico em éter e extraiu-se o figado para
andlise histopatoldgica através de microscopia 6ptica comum. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina, aumento de 40x, escala de barra=25um..

79



5.- DISCUSSAO

Desde sua inclusao no mercado, a talidomida mostrou-se util para as
mais diversas finalidades. Foi introduzida em 1953, sendo utilizada em
sedacgdes, controlando quadros de ansiedade, insbnia, enjoos e indisposicdes
matinais. Apds alguns anos, as propriedades antiinflamatérias desta droga
fizeram com que ela se mostrasse util no tratamento de doencas graves como
AIDS, cancer e doencas autoimunes (RAFIEE et al., 2009). Mesmo diante de
tantos beneficios, a sua teratogenicidade e efeitos neuropaticos fazem da
talidomida um farmaco que ainda inspira cuidados, tendo, portanto, seu uso
restrito a determinados grupos e casos (ALMEIDA et al., 2007).

Com o objetivo de contornar os efeitos adversos da talidomida e obter
uma melhor eficdcia no tratamento de disturbios envolvendo inflamacéao
exacerbada, diversos analogos deste composto tém sido desenvolvidos
apresentando resultados cada vez mais animadores (MARRIOT et al., 1998;
CORRAL et al., 1999).Neste trabalho foi investigada a atividade antiinflamatéria
in vivo e a toxicidade aguda e sub-crbnica de dois analogos biftalimiticos
hidrolizados abertos identificados como Gl-16 e SC-15. Esses compostos
diferem entre si em relacdo ao espacamento entre os grupos ftalimidicos e
presenca de grupamento NO.. O composto Gl-16 é o Unico que apresenta
grupamentos NO,, além de ter 2 carbonos separando as cadeias ftalimidicas.
Por outro lado, o composto SC-15 apresenta 3 carbonos separando as
unidades ftalimidicas, além de n&o possuir grupamentos NO,. Como vantagem,
a producdo desses compostos é de baixo custo, sdo de grande
hidrossolubilidade, o que facilita sua manipulacao, e nao apresentam o centro
quiral associado a teratogenicidade.

Os resultados deste estudo mostram que: 1) O tratamento com o
composto Gl-16 causou diminuicao significativa do edema de pata induzido por
carrageninaa 2%, em comparacdo ao grupo controle salina, na dose de 10
mg/kg. Os compostosGl-16 e SC-15 controlaram o edema de pata induzido por
carragenina de forma equivalente a talidomida e dexametasona, quando
aplicados a 50mg/kg. 2) Os compostos SC-15 e GI-16 reduziram
significativamente a producdo de TNF-a apos a inflamagao pulmonar induzida
por inoculacao intratraqueal de LPS.3) O composto Gl-16 foi o Unico analogo
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da talidomida que apresentou inibicao significativa da producao de IL-6 quando
usado a 20mg/kg. A 50mg/kg, tanto SC-15 quanto Gl-16 ocasionaram alta
inibicdo da producéao de IL-6 em comparagao ao grupo salina. 4) A producao de
IL-10 foi aumentada apds tratamento com SC-15, de forma semelhante ao
observado apés tratamento com talidomida, apenas na dosagem de 50mg/kg.
5) O tratamento com GlI-16 reduziu de maneira acentuada a resposta
inflamatéria tecidual nos pulmdes dos animais inoculados com LPS. O
composto SC-15 exibiu redugéo consideravel da inflamagao pulmonar apenas
a 50mg/kg. 6) Os testes de toxicidade aguda e sub-crénica demonstraram que
os compostos SC-15 e Gl-16 sdo desprovidos de acao toxica, apresentando no
teste de toxicidade sub-crénico apenas uma discreta reducao do apetite e do

consumo de agua nos animais tratados com estes compostos.

5.1-O tratamento com os compostos GI-16 e SC-15 causou
diminuicao significativa do edema de pata induzido por carragenina

A carragenina faz parte da familia de polissacarideos lineares sulfatados
derivados de algas marinhas vermelhas (rodéfilas), sendo utilizada na industria
alimenticia na producdo de sorvetes, balas e outros tipos de doces
(TOBACMAN, 2001). Quando introduzida subcutaneamente, induz uma
inflamacéo intensa no local aplicado caracterizado por edema, vermelhidao e
dor. A carragenina também é constantemente associada a colites e Ulceras em
casos de ingestao excessiva dos alimentos dos quais este polissacarideo faz
parte (WATT e MARCUS, 1981; TOBACMAN, 2001). Neste trabalho, os
compostos Gl-16 e SC-15 inibiram significativamente o edema de pata induzido
por carragenina. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos da area
imunofarmacoldgica, que usaram o modelo de inflamacgao de pata induzido por
carragenina como prova da capacidade antiinflamatéria de diversos
medicamentos, como sedativos, analgésicos, antipiréticos, entre outros
(ZHOUet al.,2008). Segundo Rocha e colaboradores (2006), o edema de pata
induzido por inoculagdo subcutanea de carragenina esta correlacionado com a
producdo de diversos mediadores inflamatérios como a histamina,

prostaglandinas, quininas, 6xido nitrico e citocinas como o TNF-a.
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Os beneficios em controlar estes mediadores em modelos de edema de
pata sdo demonstrados por Castardo e colaboradores (2008), onde se
avaliaram as propriedades antiinflamatérias de extratos hidroalcodlicos da
planta Garcinia gardneriana, em que se verificou reducao do edema bem como
de seus agentes causadores, caracterizando-se por baixa atividade neutrofilica
e reduzida liberacdo de histamina e prostaglandinas. Pesquisas com outros
compostos antiinflamatérios como a palmitoetanolamida, um acido graxo da
familia da etanolamida, sdo exemplo de outro farmaco que atua como
analgésico e antiinflamatério, controlando o edema induzido por carragenina
em camundongos através do controle da expressao do receptor proliferador de
peroximoma ativado (PPAR), um fator de transcricdo responsavel pela
liberacado de moléculas pré-inflamatérias, como cicloxigenases e 6xido nitrico
sintetases (D’AGOSTINO et al., 2007). Adicionalmente, outros trabalhos
também relatam que a capacidade da talidomida e de seus andlogos em
controlar estes mediadores, em especial 0 TNF-a, também contribuem para o
controle da reacao inflamatéria desencadeada por carragenina. (ROCHA et al.,
2006). Estudo feito por Collin e colaboradores (2001), testou analogos da
talidomida da série dos N-piridinil(alquil)ftalimidas, onde foi percebida
significativa inibicdo sobre a producao de TNF-a e reduzido edema no modelo
de inflamagdo de pata com carragenina em ratos. Falcdo e colaboradores
(2006), também obtiveram resultados semelhantes testando analogos da
talidomida da série de derivativos ftalimidicos, reforcando os resultados obtidos

em nosso estudo.

5.2- Modulacao da producao de TNF-qa, IL-6 e IL-10 no pulmodes de
camundongos tratados in vivo com os compostos Gl-16 e SC-15 e
estimulados com LPS.

O LPS é conhecido como uma potente endotoxina sendo responséavel
por alta reacao inflamatoéria caracterizada por grande liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6, ocasionando recrutamento intenso de
diversas células do sistema imune, principalmente neutréfilos e macréfagos
podendo, inclusive, ocasionar choque séptico em infeccoes severas (RAETZ e
WHITFIELD, 2002).
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Almeida e colaboradores (2007) relataram pela primeira vez, que
analogos da talidomida apresentando duas subunidades ftalimidicas contendo
diaminas, tinham capacidade de inibicdo sobre TNF-a. Mazzoccoli e
colaboradores (2012), reforcam os dados de Almeida. Os autores ainda
constataram que analogos da talidomida que apresentam na sua composicao
duas unidades ftalimidicas abertas separadas por diaminas contendo ou néao o
grupo NO; na sua estrutura tem a capacidade de inibir marcadamente a
producdo de TNF-aem macréfagos J774A1 e também por PBMC humano
apds estimulo com LPS. O presente trabalho reforca esses dados anteriores,
mostrando agora que a inibicdo sobre TNF-otambém ocorre in vivo. A
producédo de TNF-a nos animais tratados com SC-15 ou Gl-16 e estimulados
com LPS foi 34% menor em comparagao ao grupo controle tratado com salina.
Dados semelhantes foram obtidos nos estudo de Lima e colaboradores (2002),
onde os compostos derivados da talidomida, N-fenil-ftalimidasulfonamida e os
isostersN-fenil-ftalimida amidas, reduziram o recrutamento de neutréfilos em
decorréncia da inibicdo de TNF-a.

Foi descrito, por diferentes autores, que analogos da talidomida
apresentam grande capacidade em controlar a producao de IL-6 (CALIGARIS-
CAPPIO et al., 1991; MAZZOCCOLI et al.,2012; ). A lenalidomida, por exemplo,
€ utilizada no tratamento do mieloma, exibindo resultados promissores no
controle da IL-6, tendo eficacia inclusive em pacientes refratarios aos
tratamentos convencionais (JEANNY et al.,2007).Neste estudo, os compostos
SC-15 e Gl-16 apresentaram significativa atividade inibitéria sobre a producgéao
de IL-6 em relacdo ao grupo controle. Destaque especial para o composto Gl-
16, que diferentemente de SC-15, conteve esta citocina em ambas dosagens
adotadas.

Apesar da diferenca de producao de TNF-a em ambas as doses usadas,
e de IL-6 na dose de 50mg/kg, nao ser estatisticamente diferente no
homogenato dos animais tratados com os compostos SC-15 ou Gl-16, o
farmaco SC-15 demonstrou tendéncia em ser mais eficiente apenas quando
usado a 50mg/kg e em ser inferior a Gl-16 em controlar TNF-ae IL-6. Os
mecanismos que regulam a producdo de TNF-o e IL-6 ainda seréo

investigados e podem envolver: 1) inibicdo da ativagdo do NF-kB (KEIFER et
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al.,, 2001), 2) a inducao de apoptose (HIDESHIMA et al., 2000), 3) eventos
envolvendo inibicdo da producao de PDE-4 (MULLERet al., 1998), 4) ligacao a
alfa 1-glicoproteina acida com alta especificidade (TURK, JIANG e LIU, 1996),
4) mecanismos que envolvem a regulacdo de mRNA (MOREIRA et al., 1993).

A diferenca de eficacia entre Gl-16 e SC-15 em controlar citocinas
inflamatérias pode ser explicada pelas suas configuragdes estruturais. Gl-16 e
SC-15 sao quimicamente semelhantes, exceto pelo fato de que Gl-16 possui o
grupamento NO. em sua composicdo. Conforme relatado anteriormente por
Mazzoccoli e colaboradores (2012), compostos contendo unidades ftalimidicas
abertas, separadas por diaminas e com presenca do grupamento NO> na sua
estrutura, demonstram maior poder em conter a producao de TNF-a, IL-6 e
outras citocinas pré-inflamatérias em PBMC humanos e células J774 em
comparacao a compostos desprovidos deste grupamento. Foi sugerido que a
adicao de NO; resulta em metabdlitos aminicos adicionais que contribuiriam
para uma maior acdo antiinflamatéria. Segundo este mesmo estudo, ao testar a
capacidade de inibicao inflamatéria de analogos da talidomidabiftalimidiocos,
contendo diaminas, possuindo ou ndao o grupamento NO,, utilizando como
modelo células J774 estimuladas com LPS, constatou-se que a agao inibidora
destes farmacos sobre a producao de citocinas como TNF-a, IL-6, IL-12 e IFN-
y correlaciona com inibicdo do acumulo de mRNA em culturas de 6 horas,
resultando em menos transcricdo génica destas moléculas (MAZZOCCOLlet
al., 2012). Além disso, outros estudos ja demonstravam que o potencial
antiinflamatério da talidomida se deve a intervengdo nas vias de sinalizacao
NF-kB dependentes e insercdo entre as bases do DNA entre outros
mecanismos que resultam em reducdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias e diminuicdo da expressdo de moléculas de adesao e inibicao
daangiogénese (RAFIEE et al.2009).

Um dos eventos po6s-transcricionais sobre os mRNAs de TNF-a, IL-6, IL-
12 e IFN-yfoi demonstrado por Jin e colaboradores (2007), onde a talidomida
inibiu o deslocamento citoplasmatico de HuR, que estd envolvido na
estabilizacdo de proteinas e da proteina MAPK-p38, que relaciona-se com a
regulacao pos-transcricional da estabilidade do mRNA para COX-2 além de
TNF-a, IL-12p40 e iNOS. Assim, Gl-16 e SC-15 poderiam agir de maneira

semelhante, explicando suas formas de agir sobre a sintese protéica e
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producdo de citocinas inflamatorias, moléculas de adesdo e outros
componentes inflamatérios.

O composto SC-15 foi o Unico, juntamente com a talidomida, a ser capaz
de elevar a producdo de IL-10, embora apenas quando usados a 50mg/kg.
Corral e colaboradores (1996) demonstraram que analogos ftalimidicos,
utilizados em culturas de células mononucleares de sangueperiférico humano
estimuladas com LPS, induziram aumento da producao de IL-10. Os autores
também demonstraram que o tratamento das culturas com anti-IL-10 nao
causava alteracao do efeito inibitério dos compostossobre a produgcéo de TNF-
o, indicando que a inibigcdo para produgao de TNF-o era mesmo mediada pelos
compostos e nao pela acédo da IL-10. Outros estudos, no entanto, mostraram
que o tratamento com talidomida resultou em redugéo da producdo de mRNA
para IL-10 em bidpsia de tecido epitelial de pacientes com ENL e em pulmoes
de camundongos infectados com M. tuberculosis (MOREIRAet al., 1997). Em
contraste, Rowland e colaboradores (1998) mostraram que em PBMCs
humanas estimuladas com PHA por 9 horas tratadas com talidomida nao
apresentavamefeito significativo no acumulo de mRNA para IL-10 bem como
na producao de IL-10 avaliada no sobrenadante apds 48 horas de cultura.
Nossos resultados foram concordantes com estes estudos, pois a elevagao de
IL-10 vista no tratamento com 50mg/kg de SC-15 ou talidomida sugere que a
modulacdo da producado de IL-10 pode também estar envolvida no controle da
resposta inflamatéria. Por outro lado, esta modulacdo depende do tipo de
analogo em questao, do estimulo usado, das células envolvidas e da dosagem
dos andlogos, podendo isto justificar, em parte, as diferencas na liberacao de
IL-10 entre SC-15 e Gl-16.

5.3- Os compostos GlI-16 e SC-15 reduziram a resposta inflamatoéria
tecidual nos pulmoes dos animais inoculados com LPS.

Andlises histopatolégicas dos pulmdes dos animais tratados com Gl-16 e
SC-15 e estimulados com LPS foram realizadas para avaliar a correlagao entre
a producado decitocinas e a resposta inflamatéria local. Os resultados do
presente trabalho mostram que o tratamento com GlI-16, nas duas doses
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utilizadas, causou reducao de citocinas pré-inflamatérias e resultou em leve
infiltrado inflamatdrio e discreta congestdo vascular apés estimulagcao com LPS.
Por outro lado, o composto SC-15 reduziu a inflamacao local apenas a
50mg/kg. Em concordancia com os nossos resultados, estudo feito por Ye e
colaboradores (2006) demonstrou que o tratamento com talidomida ocasiona
reducdo de citocinas pré-inflamatérias e favorece o controle do infiltrado
inflamatério pulmonar, levando a uma melhora clinica de pacientescom
sarcoidose, pneumonia hipersensivel e fibrose pulmonar idiopatica. Também
de acordo com nossos resultados, Machado e colaboradores (2005),
mostraram que o tratamento com os analogos da talidomida da série dos
derivativos 2-fenoxi-ftalimida, apresentando diversos substituintes no radical
fenil-ftalimida, ocasionou cerca de 60% de reducao do influxo neutrofilico e dos
niveis de TNF-a nos pulmdes de camundongos estimulados com LPS pela via
nasal.

A falha do tratamento com SC-15 em controlar a inflamacdo nos
pulmdes, quando usada a 20mg/kg pode estar relacionada com os altos niveis
de IL-6 detectados nos homogenatos de pulméo. Em favor disso, foi descrito
que uma alta producao de IL-6, aliadoa producdo aumentada de IL-1, IL-17, IL-
8, favorece o recrutamento e a ativagdo de macréfagos e neutrofilosque
ocasionam inflamacao e danos teciduais (BETELLI et al.2006).0 aumento da
dose de SC-15 para 50mg/kg causou reducao da producéao de IL-6 e aumentou
os niveis de IL-10, além demanter reduzida a producao de TNF-a, podendo isto
justificar, em parte, a redugao do infiltrado inflamatério nos pulmdées quando se
aumentou a dose de SC-15. Outra provavel razdo das diferencas
histopatoldgicas entre os pulmdes dos animais tratados com SC-15 ou GlI-16
pode ser relacionada ao fato de que apenas o composto Gl-16 ser capaz de
reduzir significativamente os niveis de outras citocinas pro-inflamatérias como a

IL-1, IFN-y e IL-17, 0 que merece futura investigacao.

5.4- Avaliacao da toxicidade aguda e sub-crénica dos compostos
SC-15 e GI-16.

O uso de determinados farmacos pode causar, imediatamente ou em
longo prazo, alteragdes metabdlicas, bioquimicas e hematologicas que podem
86



ocasionar prejuizos a saude de seus usuarios, podendo isso comprometer sua
aplicabilidade (DALL’AGNOL, 2004). O cortisol, por exemplo, € um horménio
natural utilizado para tratar casos de inflamacao crénica, devido a sua
capacidade em reduzir a expressdo de moléculas de adesdo, diminuir a
fagocitose e o nivel de linfécitos T circulantes alem de interferir em vias
sinalizadoras (BUENO et al.,, 2011). Entretanto, o uso do cortisol pode
ocasionar desequilibrio glicémico e lipidico por ocasionar aumento da liberacao
de glicose hepatica no sangue, elevar o apetite, que por sua vez, interfere no
metabolismo lipidico aumentando a lipogénese (BUENO et al, 2011). A
ciclosporina é outro exemplo de uma potente droga imunossupressora,
utilizada para evitar rejeicdes em transplantes, atuando como um inibidor de IL-
2, reduzindo a producdo e atividade de linfécitos T podendo acarretar
propensao a infecgdes (WINKLER,1992). Além disso, a propria talidomida pode
apresentar efeitos adversos como reducéo leucocitaria, sonoléncia, aumento
do apetite e alteragdes da taxa metabdlica refletindo-se em modificacdes no
metabolismo de glicose e gorduras (PERRI Il e SYLVIA ,2003). Portanto, o
grau de toxicidade de um farmaco deve ser cuidadosamente avaliado para se
determinar quais o0s riscos que esse tratamento pode oferecer, bem como
definir qual a populacao alvo a ser atingida.

Neste estudo, os farmacos SC-15 e Gl-16 foram submetidos ao teste de
toxicidade aguda e sub-crénica em ratos Wistar, machos e fémeos, a fim de
verificar possiveis alteragdes metabdlicas, comportamentais, bioquimicas,
hematoldgicas e histopatolégicas decorrentes do uso destes compostos. Os
resultados obtidos mostram que o tratamento em dose Unica, ou em dias
alternados, com os compostos SC-15 ou Gl-16, ndo induziu qualquer sinal
clinico de toxicidade, imediatamente ou durante os tratamentos. O tratamento
usado ndo causou morbidade ou mortalidade dos animais tratados. Além disso,
nao foram detectadas alteragbes bioquimicas ou hematolédgicas significativas
com o uso destes farmacos. Nenhum dos compostos induziu danos, infiltrados,
ou quaisquer outras alteracdes celulares no coracéao, figado e rins dos animais
testados.

Pesquisas anteriores ja vinham mostrando a baixa incidéncia de
toxicidade e efeitos adversos desencadeados pelo tratamento com analogos da
talidomida. Segundo Jeanny e colaboradores (2007), andlogos como a
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lenalidomida e actimida, possuem alta capacidade de suprimir citocinas
inflamatérias e excelente acao antiangiogénica, o que justifica sua alta eficacia
no tratamento de cénceres e doencas autoimunes graves como artrite
reumatoide. Esses compostos mostraram ser bem tolerados por seus usuarios,
com incidéncia inferior de sonoléncia e neuropatias em comparagdo a
talidomida, apresentando em raros casos (menos de 12,5%) mielossupressao
em pacientes idosos com mais de 4 meses de tratamento. Reforcando os
dados fornecidos por Jeanny e colaboradores (2007), Sharma e colaboradores
(2006), avaliando pacientes portadores de tumores sélidos e refratarios aos
tratamentos convencionais, analisaram os efeitos pré-clinicos da lenalidomida.
O estudo constatou a reconhecida eficacia antitumoral deste composto e que a
ingestao diaria de capsulas de lenalidomida nas doses de 10 a 150mg
ocasionou hipersensibilidade de grau 3, neutropenia de grau 3 a 4 e arritmia
cardiaca emapenas 6 pacientes dentre 26 estudados.Geyer e colaboradores
(2011) também relatam que o tratamento com pomalidomida, um outro analogo
da talidomida, correlacionou-se com toxicidade pulmonar, caracterizada por
dispnéia, hipoxia e febre, sem causa infecciosa somente em 2 pacientes
investigados. Estes estudos, portanto, demonstram que os analogos da
talidomida apresentam reconhecida eficacia e efeitos adversos em raras
ocasides. Nossos resultados foram concordantes aos obtidos por outros
autores (SHARMA et al., 2006; JEANNYet al., 2007), tendo como vantagem
adicional, a auséncia de alteracdo leucocitaria e de outros disturbios
hematoldgicos ou bioquimicos, mesmo quando os compostos SC-15 e Gl-16
foram ministrados em dias alternados.

Quanto ao consumo de agua e alimentos, e ganho de peso, estudos
anteriores relatam que a talidomida pode ocasionar aumento do apetite e do
peso corporal, entretanto ndo se sabe se essa droga afeta diretamente o
consumo hidrico (AHFS, 2002; DRUGDEX, 2003; WU e HUANG, 2005). Por
outro lado, foi descrito que o tratamento com lenalidomida e a pomalidomida
pode ocasionar perda do apetite e diminuicdo do consumo de agua em
camundongos e coelhos (MULDUR,2012; www.drugs.com). Foi sugerido que o

aumento do apetite e do peso dos animais tratados com talidomida esta
relacionado a capacidade da talidomida induzir sonoléncia (WU e HUANG.,
2005). Diversos trabalhos mostram que o aumento da sonoléncia ocasiona

88



gueda nos niveis de leptina e elevacado dos niveis da grelina. Este desequilibrio
reduz a saciedade e aumenta a sensacdo de fome. O aumento do apetite
associado ao menor desejo de se exercitar em decorréncia do sono pode
elevar o peso de individuos que fazem uso da talidomida (VAN CAUTER et al.,
2007).

Os resultados deste estudo mostram que, apesar dos tratamentos
testados nado alteraram significativamente o peso dos animais, nos ratos
machos o tratamento sub-crénico com a talidomida, ou com os compostos Gl-
16 e SC-15, causou leve reducao do consumo de racao e agua. Esta reducao
do apetite ndo foi observada nas fémeas tratadas. Essa diferenca de consumo
de racéo pode ser devido a natural diferenca fisiolégica e hormonal observada
entre machos e fémeas (CORTRIGHT et al., 1997). Os autores relatam que a
testosterona ocasiona aumento do gasto energético e da sensacao de fome.
Uma vez que ratos machos produzem testosterona em maior grau, € natural
que ratos machos tenham um apetite e consumam mais ragdo e agua se
comparados as fémeas. Em relacdo ao consumo hidrico, as fémeas mostraram
uma leve redugdo no consumo de &gua, apenas apds o tratamento com
talidomida e Gl-16. Desta forma, analogos da talidomida, devido a sua grande
diversidade estrutural, podem agir de maneira diferente sobre o apetite e
consumo de agua, mas nao detectamos diferencas significativas no ganho de

peso, o que reforga a ndo toxicidade desses compostos.

A teratogenicidade é o efeito adverso mais severo associado ao uso da
talidomida. A ingestdo média de 100mg deste composto entre 20 e 40 dias
pode resultar em graves deformidades como focomelia, hipoplasia medular,
falhas na geracéo do tubo neural, alteracées dsseas entre outras malformacgdes
(FAVER et al.,2004). Os grupos ftalimidicos intactos estdo associados a
teratogenicidade, que geralmente é decorrente da baixa formacao vascular e
inibicdko de enzimas como a proteina cereblon, responsavel pelo
desenvolvimento dos membros fetais nos dois primeiros meses de gestacao
(FAVER et al.,2004; ITO et al., 2010; LOPEZ-GIRONA et al.,2012). Segundo Ito
e colaboradores (2010), a cereblon forma um complexo ubiquitina E3 ligase
com duas proteinas chamadas de ligadora associada ao dano de DNA tipo | e
Cul4A. Este complexo € importante para o crescimento e atividade dos
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fibroblastos e consequiiente desenvolvimento fetal. A talidomida liga-se a
cereblon e impede a formagdo do complexo resultando em deficiéncia do
desenvolvimento fetal (ITO et al.,2010). Desta forma a talidomida é
desaconselhada para mulheres em periodo gestacional ou que desejam ter
filhos. Os analogos de talidomida também tem por finalidade a prevencao ou
reducao dos indices de teratogénese (MARRIOT et al., 1998; CORRAL et al.,
1999). Uma vez que analogos de talidomida sdo gerados em decorréncia de
diferentes modificagcdes em sua estrutura, diversas pesquisas divergem quanto
a teratogenicidade dos compostos derivados deste farmaco (SCHMAHI et al.,
1988; ). Segundo Schmahi e colaboradores (1988), apenas um S-enantioméro
(EM 12) da talidomida assim como seus metabdlitos, foi capaz de gerar
malformagdes em camundongos e ratos, modelos usualmente resistentes a
malformagdes por talidomida. No entanto, segundo este mesmo estudo,
nenhum sinal de atividade teratogénica foi evidenciada em coelhos (modelo
geralmente suceptivel a acdo teratogénica da talidomida). Desta maneira,
sugere-se que a teratogenicidade decorrente do uso de talidomida depende,
além da espécie envolvida, e das propriedades do farmaco. Outros compostos
como a lenalidomida e a pomalidomida também exerceram acgéo teratogénica
em zebrafish e células humanas por inibir a proteina cereblon (ZHU et al,,
2011; LOPEZ-GIRONA et al.,2012). Por outro lado, Gordon e colaboradores,
1980, relataram dois andlogos da talidomida denominados ftalimida e
hexahidrotalidomida, que se mostraram atoxicos e nao teratogénicos em
diversos modelos animais.Parman e colaboradores (1999) e Campos e
colaboradores (2006), descreveram que analogos da talidomida que
apresentam remocgao do centro quiral teratogénico, apresentam ocorréncia
reduzida de teratogenicidade. Desta forma,apesar da auséncia de toxicidade,
eficacia antiinflamatéria e remogcdo do centro quiral teratogénico, estudos
posteriores sdo necessarios para se verificar se os compostos Gl-16 e SC-15
realmente estao livres da agao sobre malformacdes fetais. Apesar disso, de um
modo geral, os resultados obtidos neste trabalho j& sédo bastante animadores,
contribuindo para o0 avanco das pesquisas cientificas com drogas

antiinflamatorias derivadas da talidomida.
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6.- CONCLUSOES

6.1) Os compostos Gl-16 e SC-15 controlaram significativamente o edema de
pata induzido por inoculacdo subcutdnea com carragenina 2% em

camundongos BalB/c.

6.2) Os compostos Gl-16 e SC-15 controlaram significativamente a producao
de TNF-ae IL-6 induzida pela inflamagao pulmonar através da inoculacao

intratraqueal de LPS em camundongos C57BI/6

6.3) O composto SC-15 foi 0 analogo da talidomida a elevar significativamente
os niveis de IL-10 apds estimulo com LPS , embora apenas quando foi utilizado
na dosede 50mg/kg

6.4) O composto Gl-16 demonstrou melhor acdo que SC-15 em controlar o
edema de pata induzido por carragenina e a inflamag¢ao pulmonar induzida por

LPS, mesmo nas menores dosagens.

6.5) Os testes de toxicidade aguda e sub-crénica mostram que os compostos
SC-15 e Gl-16 exibem baixa toxicidade, nao apresentando alteracoes
histopatolégicas, bioguimicas e hematoldgicas consideraveis.

6.7) GI-16 e SC-15 apresentam-se como drogas promissoras no controle de

quadros inflamatorios crénicos e outras desordens, contribuindo para uma boa
aceitacao de analogos poliaminicos ftalimidicos hidrolizados.
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8- ANEXOS

8.1- Aumento do edema de pata dos camundongos nos tempos de
1-24 horas apos serem submetidos a carragenina 2%

Tabela 1. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo Salina nos tempos de 1, 2,
3, 4, 6 e 24 horas apds serem submetidos a carragenina 2%

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas

1 0,93 1,08 1,48 1,18 1,18 1,28

2 1,05 1,6 1,6 1,6 1,6 2,0

3 1,0 1,0 1,10 1,4 1,5 2,0

4 1,3 1,6 1,6 1,6 2,0 25

5 0,8 1,3 1,3 1,3 1,5 2,0

Tabela 2. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo talidomida 10mg/Kg nos
tempos de 1,2,3,4,6 € 24 horas apds serem submetidos a carragenina 2%

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas
1 0,6 0,6 1,2 1,2 1,2 1,2
2 0,3 0,4 0,4 0,45 0,6 0,65
3 0,55 0,7 1,0 1,2 1,2 1,0
4 0,35 0,8 0,9 1,0 1,10 0,7
5 0,5 0,55 0,6 0,6 0,6 0,6

Tabela 3. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo SC15 10mg/Kg nos tempos
de 1,2,3,4,6 e 24 horas apds serem submetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas
1 0,55 0,93 0,93 1,00 1,2 1,2
2 0,67 0,97 1,07 1,27 1,37 0,97
3 0,55 0,55 0,55 0,85 1,10 1,10
4 0,8 0,9 1,13 1,2 1,7 1,7
5 0,5 1,3 1,10 1,5 1,25 1,20

Tabela 4. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo Gl16 10mg/Kg nos tempos
de 1,2,3,4,6 e 24 horas apds serem submetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas

1 0,67 0,7 0,65 1,0 1,4 1,4

2 0,6 0,6 0,6 0,6 1,3 1,3

3 0,7 0,8 0,75 0,7 1,10 1,2

4 0,72 0,72 0,92 0,87 1,62 1,22

5 0,47 0,77 0,82 0,92 0,67 0,67
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Tabela 5. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo Dexametasona 10mg/Kg
nos tempos de 1,2,3,4,6 e 24 horas apds serem submetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas

1 0,3 0,3 0,3 0,33 0,4 0,6

2 0,9 0,55 0,6 0,55 0,6 0,85

3 0,3 0,2 0,15 0,2 0,3 0,6

4 0,6 0,5 0,4 0,35 0,5 0,8

5 0,5 0,3 0,2 0,2 0,3 0,5

Tabela 6. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo talidomida 50mg/Kg nos
tempos de 1,2,3,4,6 € 24 horas apos serem subemetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas
1 0,7 0,45 0,25 0,25 0,25 0,25
2 0,5 0,45 0,3 0,3 0,25 0,25
3 0,45 0,4 0,3 0,3 0,3 0,25
4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3
5 0,45 0,45 0,45 0,35 0,35 0,3

Tabela 7. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo SC15 50mg/Kg nos tempos
de 1,2,3,4,6 e 24 horas apds serem subemetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas

1 0,55 0,5 0,65 0,65 0,7 0,9

2 0,5 0,65 0,5 0,5 0,65 0,65

3 0,7 0,5 0,4 0,4 0,4 0,8

4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6

5 0,1 0,1 0,35 0,4 0,5 0,5

Tabela 8. Aumento do edema de pata dos camundongos do grupo Gl16 50mg/Kg nos tempos
de 1,2,3,4,6 e 24 horas apds serem subemetidos a carragenina 2%.

Camundongo 1 2 3 4 6 24
Hora Horas Horas Horas Horas Horas

1 0 0,1 0,1 0,25 0,25 0,3

2 0,45 0,5 0,5 0,6 0,6 0,75

3 0,45 0,45 0,45 0,5 0,5 0,5

4 0,35 0,35 0,6 0,5 0,2 0,2

5 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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8.2- Teste de toxicidade aguda

8.2.1- Consumo Alimentar e hidrico

Tabela 9. Consumo alimentar médio (g) dos ratos Wistar fémeas tratados com talidomida ou
analogos pertencentes ao teste de toxicidade aguda

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA
1 19 18 18,5 20
2 18,08 16,30 18 19
3 16 19 17,6 19,4
4 18,14 17 18 19
MEDIA 17,8 17,57 18,02 19,35
SD 1,27 1,17 0,36 0,4

Tabela 10. Consumo alimentar médio (g) dos ratos Wistar machos tratados com talidomida ou

anélogos pertencentes ao teste de toxicidade aguda

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA
1 25 26,3 26 27
2 24,20 25 27 26,78
3 24,4 25,4 25 24,97
4 25 27 25,01 29,42
MEDIA 24,65 26,67 25,75 27
SD 0,41 0,89 0,95 1,82
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Tabela 11. Consumo hidrico médio (ml) dos ratos Wistar fémeas tratados com talidomida ou

anélogos pertencentes ao teste de toxicidade aguda

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA
1 26,42 26,2 24,32 25,6
2 24,5 23,09 27,38 25,32
3 28 27,85 25,78 26,21
4 24 22,33 26,32 28
MEDIA 25,73 24,97 25,95 26,28
SD 1,83 2,67 1,92 1,2

Tabela 12. Consumo hidrico médio (ml) dos ratos Wistar machos tratados com talidomida ou

anélogos pertencentes ao teste de toxicidade aguda

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA

1 38 36,43 36 33,4

2 34 33,33 32,6 32,56

3 39 34,3 38,6 30,56

4 33 35,2 30 35,12
MEDIA 36 34,81 32,8 32,9
SD 2,94 1,31 3,08 1,89

109



8.2.2- Ganho de peso

Tabela 13. Ganho de peso (g) dos ratos Wistar fémeas tratados com talidomida ou analogos
pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA
1 220,0 223,66 226,25 196,66
2 220,0 221,20 227,75 204,43
3 229,6 233,10 242,25 215,33
4 234,7 233,20 241,75 222,00
MEDIA 226 227,79 2345 209,6
SD 7,31 6,27 8,68 11,26

Tabela 14. Ganho de peso (g) dos ratos Wistar machos tratados com talidomida ou analogos
pertencentes ao teste de toxicidade aguda

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA
1 309,33 310,66 319,00 313,66
2 309,33 318,00 320,25 330,60
3 309,33 318,00 320,25 330,60
4 322,00 328,30 348,25 345,17
MEDIA 312,49 318,74 326,87 330
SD 6,33 7,25 14,26 12,9
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8.2.3- Parametrosbioquimicos

Tabela 15. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com
talidomida e pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
Talidomida mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL

0 0,9 64 73 250 90 220 112

0 0,8 72 65 219 112 219 110

0 0,7 78 68 235 112 215 121

0 1 69 71 242 117 232 125

0 0,8 70 73 201 122 222 107

1 0,7 73 69 248 95 211 105

1 0,7 75 67 237 97 219 114

1 0,7 78 66 240 102 249 118

1 0,9 77 69 213 106 236 121

1 0,8 71 70 222 91 231 119
MEDIA 0,80 72,70 69,10 230,70 104,40 225,40 115,20

SD 0,11 4,47 2,73 16,17 11,17 11,46 6,63

Tabela 16. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com G-
16 e pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
Gl-16 mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL

0 0,7 73 74 247 90 230 117

0 0,8 67 70 222 95 215 109

0 0,7 80 65 241 122 217 115

0 0,6 65 73 222 115 231 119

0 0,9 70 72 211 91 223 123

1 0,9 75 71 237 96 211 127

1 0,7 75 68 248 110 218 112

1 0,6 82 67 231 101 236 101

1 0,8 75 73 212 104 247 100

1 0,8 73 75 223 93 235 103
MEDIA 0,75 73,50 70,80 229,40 101,70 226,30 112,60

SD 0,11 5,25 3,26 13,51 10,89 11,36 9,31
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Tabela 17. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com SC-
15 e pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
SC15 mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL
0 0,6 75 70 223 93 232 122
0 0,8 80 72 216 97 220 104
0 0,7 65 73 237 117 247 107
0 0,8 65 62 241 123 223 106
0 1 75 70 243 94 231 115
1 0,9 80 71 232 100 217 113
1 0,8 77 69 234 97 216 112
1 0,6 72 74 219 98 238 100
1 0,7 73 73 217 111 217 99
1 0,8 74 71 221 95 238 125
MEDIA 0,77 73,60 70,50 228,30 102,50 227,90 110,30
SD 0,13 5,25 3,37 10,25 10,59 10,86 8,74

Tabela 18. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com
solugédo salina (CS) e pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
Cs mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL
0 0,6 65 65 237 123 220 118
0 0,8 70 71 221 93 218 97
0 0,7 80 69 233 111 236 111
0 0,9 69 74 240 124 230 109
1 0,7 73 81 209 116 218 114
1 0,6 77 69 212 96 215 121
1 0,8 74 69 235 97 219 123
1 0,9 79 64 241 100 241 120
1 0,8 80 68 215 104 235 103
MEDIA 0,76 74,11 70,00 227,00 107,11 225,78 112,89
SD 0,11 5,35 5,07 12,72 11,82 9,72 8,77
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8.2.4-Parametros hematoldgicos

Tabela 19. Parametros hematologicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com talidomida e

pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Hemacias
Grupo Sexo HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Monodcitos  Eosinodfilos  Plaquetas
Talidomida milhdes/ml % mg/dl Y% % /ml % /ml /ml
0 7,6 43,8 14,6 7 21 70 4 5 619
0 71 44,6 14,9 6 23 72 3 2 531
0 7,4 45 15 7 23 67 5 5 624
0 7,5 36,1 12 6 24 69 3 4 791
0 7,3 41 13,9 8 24 75 6 4 671
1 7,2 445 15 7 20 71 5 2 722
1 7,3 43,2 14,5 7 23 70 5 3 789
1 7 429 14,3 7 21 70 5 3 651
1 6,8 45,5 15,4 7 24 66 6 4 561
] 1 6,5 44,8 15 6,7 18 74 7 7 585
MEDIA 71 42,9 14,4 6,9 22,4 70,5 3,8 3,3 654,7
SD 0,27 2,6 0,86 0,39 2,06 2,35 1,58 0,45 84,3
Tabela 20. Parametros hematoldgicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com GlI-16 e
pertencentes ao teste de toxicidade aguda.
Hemacias
Grupo Sexo HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Monodcitos  Eosinodfilos  Plaquetas
Gl-16 milhées/ml % mg/dl % % /ml % /ml /ml
0 71 44,8 15,0 7 29 59 5 7 585
0 7,5 42,5 14,2 6 17 75 5 3 642
0 7,6 43,0 14,4 6 17 72 6 5 703
0 71 440 14,7 8 12 74 9 5 632
0 6,9 37,8 12,5 7 16 75 8 1 578
1 7,4 442 14,9 6 18 76 4 2 682
1 7,5 42,4 14,2 6 20 69 10 1 731
1 7,3 44,0 14,7 6 25 64 7 4 800
1 7,2 451 15,1 6 30 64 3 3 777
i 1 6,4 41,7 14,0 6 21 73 3 3 530
MEDIA 71 42,9 14,4 6,9 22,4 70,5 3,8 3,3 654,7
SD 0,27 2,6 0,86 0,39 2,06 2,35 1,58 0,45 84,3
Tabela 21. Parametros hematolégicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com SC-15 e
pertencentes ao teste de toxicidade aguda.
Hemacias
Grupo Sexo HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Monodcitos  Eosindfilos  Plaquetas
SC-15 milhoes/ml % mg/dl % Y% /ml % /ml /ml
0 6,1 40,0 133 6 24 67 3 6 651
0 7,6 421 14,0 5 32 64 2 2 743
0 7,5 453 153 7 20 74 3 3 792
0 7,3 451 151 7 37 60 2 1 600
0 7,0 43,2 145 7 20 69 4 7 553
1 7,5 45,0 15,0 6 20 72 5 3 572
1 7.4 453 151 8 20 70 5 5 635
1 7,0 41,0 13,7 6 22 71 5 2 584
1 7,3 39,1 13,0 8 17 72 8 3 641
1 7,3 43,4 145 7 13 77 5 5 700
MEDIA 71 429 14,4 6,9 22,4 70,5 3,8 3,3 654,7
SD 0,27 2,6 0,86 0,39 2,06 2,35 1,58 0,45 84,3
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Tabela 22. Parametros hematolégicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com solugcéo
salina (CS) e pertencentes ao teste de toxicidade aguda.

Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Monodcitos  Eosinodfilos  Plaquetas
CS milhées/ml % mg/dl % % /ml % /ml /ml
0 7,5 46,9 15,7 6 19 71 7 3 704
0 7,0 456 15,2 6 12 78 5 5 684
0 7,2 43,7 14,6 7 20 70 6 4 703
0 7,6 431 14,4 7 18 73 7 2 681
0 6,8 48,0 16,3 6 24 69 4 3 672
1 7,7 39,0 12,8 6 19 72 7 2 628
1 7,3 449 15,0 7 13 75 7 5 554
1 7,4 47,2 15,7 6 15 73 7 5 527
1 7,5 41,4 13,9 7 17 75 5 3 620
1 7,5 46,9 15,7 6 19 71 7 3 704
MEDIA 7.1 42,9 14,4 6,9 22,4 70,5 3,8 3,3 654,7
SD 0,27 2,6 0,86 0,39 2,06 2,35 1,5 0,45 84,3

8.3- Toxicidade sub-cronica

8.3.1- Consumo alimentar e hidrico

Tabela 23. Consumo alimentar médio (g) dos ratos Wistar fémeas tratados com talidomida ou
anélogos e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-SALINA

1 19 18 18,5 20 21,30

2 18,08 16,30 18 19 19

3 16 19 17,6 19,4 18,18

4 18,14 17 18 19 18,6
MEDIA 17,8 17,57 18,02 19,35 19,27

SD 1,27 1,17 0,36 0,4 1,39
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Tabela 24. Consumo alimentar médio (g) dos ratos Wistar machos tratados com talidomida ou
anélogos e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-
SALINA
1 25 26,3 26 33,25 29
2 24,20 25 27 30 29
3 24,4 25,4 25 30,12 28,6
4 25 27 25,01 29,42 29,20
MEDIA 24,65 25,9 25,75 30,69 28,95
SD 0,41 0,89 0,95 1,72 0,25

Tabela 25. Consumo hidrico médio (ml) dos ratos Wistar fémea tratados com talidomida ou
anélogos e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-
SALINA
1 26,42 26,6 32,6 35,2 35,36
2 24,5 23,09 27,38 32,14 25
3 28 27,85 30,23 30 25,5
4 24 22,33 31,33 32 26
MEDIA 25,73 24,97 30,38 32,33 27,9
SD 1,83 2,67 1,92 2,14 4,94
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Tabela 26. Consumo hidrico médio (m)l dos ratos Wistar machos submetido a talidomida ou
anélogos e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-
SALINA
1 38 36,43 36 36,42 45
2 34 33,33 32,6 46,425 40
3 39 34,3 38,6 42,85 41,42
4 33 35,2 30 45,5 40,50
MEDIA 36 34,81 32,8 42,79 41,73
SD 2,94 1,31 3,77 4,51 2,25

8.3.2- Ganho de Peso

Tabela 27. Ganho de peso (g) dos ratos Wistar fémeas tratados com talidomida ou analogos e
pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica.

SEMANA GRUPOS

TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-

SALINA

1 220,0 223,66 226,25 196,66 207,66

2 220,0 221,20 227,75 204,43 206,80

3 229,6 233,10 242,25 215,33 216,00

4 234,7 233,20 241,75 222,00 216,00
MEDIA 226 227,79 234,5 209,6 211,61
SD 7,31 6,27 8,68 11,26 5,07
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Tabela 28. Ganho de peso (g) dos ratos Wistar machos tratados com talidomida ou analogos e
pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica.

SEMANA GRUPOS
TALIDOMIDA Gl-16 SC-15 SALINA DMSO-
SALINA
1 309,33 310,66 319,00 313,66 326,66
2 309,33 318,00 320,25 330,60 326,20
3 309,33 318,00 320,25 330,60 313,66
4 322,00 328,30 348,25 345,17 341,33
MEDIA 312,49 318,74 326,87 330 326,96
SD 6,33 7,25 14,26 12,9 11,31

8.3.3- Parametros bioquimicos

Tabela 29. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com
talidomida e pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
Talidomida mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL

0 0,9 77 69 213 106 229 99

0 0,7 78 68 235 112 215 112

0 0,6 65 73 222 115 231 124

0 0,6 82 67 231 101 236 120

0 0,7 65 73 237 117 247 121

0 0,8 65 62 241 123 223 103

1 0,9 69 74 240 124 230 112

1 0,7 73 81 209 116 218 117

1 0,6 77 69 212 96 215 119

1 0,7 78 66 240 102 249 109

1 0,9 77 69 213 106 235 108

1 0,8 80 75 230 99 218 119
MEDIA 0,74 73,83 70,50 226,92 109,75 228,83 113,58

SD 0,12 6,24 4,98 12,39 9,40 11,61 7,73
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Tabela 30. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com G-
16 e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
Gl-16 mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL
0 0,9 64 73 250 91 240 125
0 0,8 72 65 219 112 219 101
0 0,9 69 74 240 124 231 105
0 0,7 73 81 209 116 219 106
0 0,6 77 69 212 99 214 99
0 0,8 74 72 235 114 219 98
1 0,8 77 69 234 97 222 104
1 0,6 72 74 219 107 239 107
1 0,9 70 72 211 120 223 117
1 0,9 75 71 237 96 212 121
1 0,7 75 68 248 110 213 123
MEDIA 0,78 72,55 71,64 228,55 107,82 222,82 109,64
SD 0,12 3,83 4,15 15,03 10,75 9,80 9,97

Tabela 31. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com SC-
15 e pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
SC-15 mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL
0 0,6 82 69 230 102 219 118

0 0,6 68 83 217 116 227 122

0 0,7 77 81 210 114 217 119

0 0,6 80 69 214 103 214 117

0 0,8 74 78 235 114 223 116

0 0,6 65 65 237 123 220 102

1 0,8 81 70 215 103 233 103

1 0,7 65 73 237 117 247 117

1 0,8 65 62 241 123 223 116

1 0,7 80 69 212 99 219 108

1 0,8 74 74 231 114 214 100
MEDIA 0,70 73,73 72,09 225,36 111,64 223,27 112,55
SD 0,09 6,87 6,50 11,76 8,51 9,64 7,78
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Tabela 32. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com

solugéo salina (CS) e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
CSs mg/dL mg/dL mg/DI U/L U/L U/L mg/dL

0 0,6 77 69 212 111 215 118

0 0,8 74 74 235 97 219 122

0 0,9 81 64 241 100 241 117

1 0,8 80 68 215 104 235 102

1 0,9 64 73 250 93 220 103
MEDIA 0,80 75,20 69,60 230,60 101,00 226,00 112,40

SD 0,12 6,83 4,04 16,53 6,89 11,31 9,24

Tabela 33. Parametros bioquimicos dos ratos Wistar fémeas (0) e machos (1) tratados com
solugéo salina com 10% de DMSO (CD) e pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica

Grupo Sexo Creatinina CT TG ALT AST FAL GLI
CD mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL

0 0,6 80 69 214 103 214 102

0 0,8 74 78 233 114 223 117

0 0,6 65 73 222 115 231 116

0 0,6 82 67 231 101 236 136

1 0,8 67 70 222 100 215 125

1 0,6 77 69 212 96 216 101

1 0,8 74 69 235 98 219 100

1 0,7 81 74 219 116 242 96
MEDIA 0,69 75,00 71,13 223,50 105,38 224,50 111,63
SD 0,10 6,32 3,60 8,67 8,25 10,60 14,17

Legenda

CT: Colesterol total

TG: Triglicérides

ALT: Alanina aminotransferase
AST: Aspartato aminotransferase
FAL: Fosfatase alcalina

GLI: Glicose

CS: Controle salina

CD: Controle DMSO-salina

SD: Desvio-padrao
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8.3.4 Parametros hematoloégicos

Tabela 34 Parametros hematoldgicos dos ratos wistar machos (1) e fémeas (0) tratados com talidomida e
pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica.

Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Monodcitos  Eosinodfilos  Plaquetas
Talidomida milhoes/ml % mg/dl| % Y% /ml Y% /ml /ml
0 7,5 42,9 14,3 6,9 22 71 3 4 615
0 7,4 44,6 14,9 6,1 22 70 5 3 532
0 6,9 43,5 14,5 71 26 68 2 4 614
0 7,3 36,1 12 6,5 22 70 5 3 789
0 71 41 13,9 7,3 21 73 3 3 675
0 7,2 445 15 6,8 19 74 4 3 720
1 7,3 43,2 145 6,4 24 70 2 4 792
1 7 41,8 14 7,2 21 70 6 3 655
1 6,9 45,5 15,4 7,4 24 66 7 3 632
1 6,5 44,8 15 6,7 20 74 3 3 571
1 71 42,6 14,2 71 23 71 3 3 561
] 1 7,4 43,8 14,6 7 25 69 3 3 700
MEDIA 71 429 14,4 6,9 22,4 70,5 3,8 3,3 654,7
SD 0,27 2,6 0,86 0,39 2,06 2,35 1,58 0,45 84,3
Tabela 35 Parametros hematolégicos dos ratos wistar machos (1) e fémeas (0) tratados com Gl-16 e
pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica durante 28 dias de experimento
Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG Segmentados  Linfécitos  Monodcitos  Eosindfilos  Plaquetas
Gl-16 milhées/ml % mg/dl % % /ml % /ml /ml
0 6,5 40 13,1 6,5 24 68 3 5 655
0 7,4 42 13,8 5,3 30 66 2 2 740
0 7,5 45 15 6,7 21 73 3 3 786
0 7,3 44 15,1 71 35 61 2 2 621
0 6,9 43 14,3 7,3 20 70 5 5 543
0 7,4 43,8 14,6 6 19 73 5 3 572
1 7,5 45,4 15,2 7,7 20 73 4 3 638
1 71 41 13,5 6,4 22 72 4 2 597
1 7 38,8 13 7,6 20 72 6 2 637
1 7,2 43,4 14,4 71 16 74 5 5 702
] 1 7,3 43 14,2 7,2 21 73 3 3 691
MEDIA 7,2 427 14,2 6,8 22,5 69,5 3,8 3,18 652,9
SD 0,3 2,04 0,77 0,72 5,41 4,16 1,32 1,25 72,39
Tabela 36 Pardmetros hematolégicos dos ratos wistar machos (1) e fémeas (0) tratados com SC-15 e
pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica durante 28 dias de experimento
Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG Segmentados  Linfocitos  Mondcitos  Eosinodfilos  Plaquetas
SC-15 milhoes/ml % mg/dl % Y% /ml Y% /ml /ml
0 7,5 46,3 15,4 6,3 19 73 5 3 700
0 7 4477 15 7,3 15 78 3 4 677
0 7,2 43,7 14,3 6,1 20 73 3 4 713
0 7,6 43,1 14,4 6,6 18 75 5 2 688
0 6,8 47,6 16 6,4 24 69 4 3 670
0 7,7 39 12,9 59 19 72 7 2 645
1 7,3 449 15 6,1 13 75 7 5 560
1 7,4 46,2 15,5 6,3 15 72 8 5 532
1 7,5 41,4 13,9 71 18 74 5 3 618
1 7 39 13,5 6,7 21 73 4 2 645
] 1 6,9 41,2 14 6,9 17 75 3 5 554
MEDIA 7,3 43,4 14,5 6,5 18,09 73,5 4,9 3,5 636,5
SD 0,3 2,92 0,94 0,44 3,08 2,29 1,75 1,21 62,74
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Tabela 37 Pardmetros hematoldgicos dos ratos wistar machos (1) e fémeas (0) tratados com solugéo salina
(CS) e pertencentes ao teste de toxicidade sub-crénica.

Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG  Segmentados Linfécitos Monocitos  Eosindfilos  Plaquetas
CS milhées/ml % mg/dl % % /ml % /ml /ml
0 7.6 43 14,2 6,5 18 73 7 2 694
0 6,8 48 16 6,1 24 69 4 3 666
0 7,5 45,1 15,1 6,9 19 75 3 3 790
0 7,5 414 13,9 7 17 75 5 3 658
1 7,3 43,1 14,5 6,8 22 71 5 2 793
] 1 7,34 4412 14,75 6,66 20 72,6 4,8 2,6 720,2
MEDIA 0,32 2,53 0,83 0,36 2,91 2,61 1,48 0,55 66,45

Tabela 38.Parametros hematol6gicos dos ratos wistar machos (1) e fémeas (0) tratados com solugéo salina
com 10% de DMSO (CD) e pertencentes ao teste de toxicidade sub-cronica.

Hemacias
Grupo Rato HCT HB LG Segmentados Linfécitos Monocitos Eosindfilos Plaquetas
CcD milhdes/ml % mg/dl % % /ml % /ml /ml
0 7,3 36,1 12,1 6,4 22 70 4 4 768
0 71 37,8 12,5 7,2 17 75 7 1 586
0 7,3 45,3 15,3 7 20 74 3 3 786
0 7 449 14,9 6,6 15 75 7 3 563
1 7,6 47,2 15,4 6,2 17 73 5 5 541
1 7,3 443 15,1 7,1 35 61 2 2 620
1 6,9 46,1 15,5 6,4 24 69 4 3 663
] 1 7,5 38,9 12,9 6 21 72 5 2 644
MEDIA 7,25 42,6 14,2 6,6 21,4 71,1 4,6 2,87 646,4
Legenda:

HCT: Hematdcrito

HB: Hemoglobina

LG: Leucocitos granulares
CS: Controle salina

CD: Controle DMSO-salina

SD: Desvio-padrao

121



122



