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RESUMO

CARVALHO, Daniel Serra. Talidomida: Alvos associados ao controle do Eritema Nodoso
Leproso e avaliagdo de compostos andlogos. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em

Ciéncias Bioldgicas - Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Durante o curso cronico da hanseniase, cerca de 50% dos pacientes hansenianos
desenvolvem estados reacionais. Estes constituem episddios agudos de resposta inflamatoria e
imunoldgica, ndo relacionados a infec¢des secundarias, e que podem se manifestar nas varias
formas da doenga. Os pacientes multibacilares podem ser acometidos pelo eritema nodoso
leproso (ENL), nestes casos surgem novas lesdes cutaneas associadas a sintomas sistémicos,
sendo uma das principais causas de internagdo e morbidade relacionada a hanseniase. Todos
os casos de ENL devem receber cuidados imediatos e serem tratados com antiinflamatorios,
sendo a talidomida umas das drogas de escolha para o seu tratamento. Avaliamos a a¢ao da
talidomida no tratamento do ENL, verificando nas lesdes o aumento da expressdo génica de
citocinas correlacionadas com a atividade de células T, possivelmente células reguladoras,
devido ao aumento concomitante de citocinas tais como TNF, IFNy, IL-2, IL-10, o fator de
transcricdo caracteristico de céluas Treg Foxp-3 e o receptor de quimiocinas CCRS.
Verificamos também que hé alteragdes na microvasculatura nas lesdes de ENL juntamente
com a modulacdo negativa de genes pro-angiogénicos (VEGF-A, IL-8, COX-2) apos
tratamento com a talidomida. A talidomida também demonstrou capacidade de reduzir a
ativacdo de células endoteliais causado pelo TNF, reduzindo a expressao de IL-8, COX-2,
VEGF-A e do proprio TNF. Em paralelo, comparamos in vitro, as propriedades
antiinflamatérias e antiangiogénicas da talidomida e do andlogo LASSBio-542. O analogo
reduz a produgdo de TNF induzido por LPS em PBMC humana, porém diferente da
talidomida, reduziu a producao de IL-10. Verificamos que o analogo reduz a ativacao do fator
de transcri¢do NFkB por TNF em PBMC humana. O potencial anti-angiogénico do anéalogo
LASSBi0-542 foi demonstrado pela sua capacidade em reduzir a expressao de genes pro-
angiogénicos induzidos por TNF em HUVEC, bem como a reducdo na formacao de estruturas
tubulares sobre matrigel. A descri¢ao dos genes modulados pela talidomida nas lesdes em
regressdo comprova o papel da angiogénese no desenvolvimento do ENL e sugere que o
potencial co-estimulatério da talidomida sobre a atividade das células T associado as
propriedades antiangiogénicas possam participar do processo de melhora dos pacientes,
indicando possiveis novos alvos terapéuticos.



ABSTRACT

CARVALHO, Daniel Serra. Talidomida: Alvos associados ao controle do Eritema Nodoso
Leproso e avaliagdo de compostos andlogos. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em
Ciéncias Bioldgicas - Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

During the chronic course of leprosy, half of patients develop reactional states. These
acute episodes of inflammatory and immunological responses, are not related to secondary
infections and can be manifested in many leprosy forms. The multibacillary patients can be
committed by erithema nodosum leprosum (ENL) and in these cases new cutaneous lesions
become associated with systemic symptoms (one of the major cause of internation and
morbidity related to leprosy). All ENL cases must be treated immediately with
antiinflamatory drugs, as thalidomide. The thalidomide action was analyzed in ENL treatment
and a high expression of cytokines related to T cell activity — as TNF, IFNy, IL-2, IL-10,
Foxp-3 and CCR-5 - (regulatory cells, passively) were verified in skin lesions. Alterations in
microvasculature of ENL skin lesions and negative modulation of pro-angiogenic genes
(VEGF-A, IL-8 and COX-2) were verified after thalidomide treatment. Thalidomide had
capacity to reduce the endothelial cells activation caused by TNF, with reduce expression of
IL-8, COX-2, VEGF-A and TNF. Together with this data, the antiinflamatory and anti-
angiogenic proprieties of thalidomide and its analog (LASSBio-542) were compared in vitro.
The analog reduce the TNF production induced by LPS in human PBMC, but in contrast the
IL-10 production was reduced. Besides, it was verified that the analog reduces NFkB
activation induced by TNF in human PBMC. The anti-angiogenic potential of LASSBio-542
was detected when the pro-angiogenic gene expression was reduced in HUVEC after TNF
treatment, as well the reduction of formation of tubular structure above matrigel. The
description of modulated genes by thalidomide in regression of lesions, proved the angiogenic
role in ENL development and suggests the thalidomide as a potential co-stimulatory on T
cells activities, resulting in patients improvement.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES INICIAIS

A regulagdo dos eventos inflamatdrios indesejados, tais como edema, dor, febre, e
mais especificamente as lesdo teciduais, principalmente, em tecidos nobres e altamente
especializados, com baixa capacidade de regeneracdo, sdo objetivos que acompanham a
histéria da medicina desde o seu inicio. Diversos mecanismos de conten¢ao do sistema imune
j& foram descritos, sendo os antiinflamatérios ndo esteroidais (que controlam a sintese de
prostaglandinas) e esteroidais (que agem de forma ndo seletiva sobre o organismo (incluindo
o sistema imune via receptores citoplasmaticos de glicocorticoides) as principais ferramentas
de controle, porém, novas abordagens através do conhecimento de vias especificas de
ativacdo e manutencdo dos diversos tipos de resposta imune t€ém sido fundamental para

encontrar novos alvos terapéuticos (Rhen et al., 2005).

Em varias situagdes, tais como nas doengas auto-imunes, doengas inflamatorias
cronicas, sindromes metabdlicas e alguns tipos de malignidades hd a necessidade de
intervengdes especificas, portanto tratamentos que possuem como alvo a modulagdo da
produgdo de citocinas e vias de manutencdo da ativagdo das células do sistema imune vém

sendo alvo para o desenvolvimento de novas terapias e drogas (Carvalho et al., 2007).

A hanseniase, por se tratar de uma doenca infecciosa cronica caracterizada por um
espectro de formas clinicas classificadas de acordo com o nivel de resposta imune celular
contra os antigenos do agente infeccioso (Mycobacterium leprae), ¢ um modelo de estudo que
traz informagdes importantes para a compreensdo do sistema imune. Uma das principais

davidas na hanseniase ¢ o fato dos pacientes do polo lepromatoso (LL), onde ha auséncia de
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resposta imune celular contra o M. leprae, desenvolvem um quadro de reagdo sistémica aguda
chamada eritema nodoso leproso (ENL). O envolvimento do fator de necrose tumoral (TNF)
nesses episodios reacionais ¢ destacado como determinante ¢ o uso de drogas que reduzem
sua produgdo como a talidomida e a pentoxifilina sdo capazes de levar a regressao do ENL
(Sampaio et al., 1991). Porém diversas duvidas persistem, principalmente sobre o mecanismo
para disparar o quadro do ENL e os fatores que contribuem para a sua manutengao. Portanto,
0 nosso interesse em estudar os pacientes que desenvolvem o ENL e que sdo tratados com

talidomida visa buscar respostas que contribuam para o esclarecimento dessas duvidas.

A talidomida foi a primeira droga aprovada especificamente para a reducdo da
producao de TNF em 1991, enquanto o primeiro bloqueador da acdo de TNF no organismo, o
imunobiolégico Etanercept s6 entrou no mercado em 1998. O pobre conhecimento sobre o
mecanismo especifico de acao da talidomida, o estigma sobre o seu potencial teratogénico, fez
com que novas drogas baseadas na sua estrutura fossem buscadas. Nos ultimos anos, alguns
estudos procuraram estabelecer o mecanismo de acdao da talidomida, juntamente com novas
propriedades e aplicagdes clinicas (Sampaio et al., 2002). Uma melhor compreensdo sobre o
ENL pode ser obtida através dos estudos recentes que demonstraram algumas propriedades da
talidomida, tais como a sua fungao sobre a formagao de novos vasos sanguineos. Uma vez que
o mecanismo de a¢ao da Talidomida ndo foi completamente elucidado, no presente estudo nos
propusemos a avaliar a acdo da talidomida, verificando a modulag¢ao da expressdao génica de
moléculas correlacionadas com o sistema imune nas lesdes reacionais de pacientes com
hanseniase, dando um enfoque no papel da microvasculatura presente. Em paralelo,
comparamos as propriedades antiinflamatorias in vitro da talidomida e um de seus andlogos

(LASSBi0-542) sobre o sistema imune e angiogénese.
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1.2. ASPECTOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DA HANSENIASE

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa sistémica de curso cronico, que afeta
principalmente os nervos periféricos, a pele e a mucosa das vias aéreas superiores. O M.
leprae, seu agente etioldgico, ¢ capaz de infectar macrofagos, células de Schwann e o
endotélio vascular. Admite-se que a via de entrada do M. leprae ¢ o trato respiratdrio superior,
por onde atinge a mucosa e dissemina-se pelo organismo. A hipdtese da via de transmissao
aérea ¢ confirmada pela grande quantidade de bacilos integros isolados de secre¢des nasais de
pacientes. Também ¢ considerada uma doenca incapacitante, uma vez que ocorre dano neural
causado pela invasdo do M. leprae e comprometimento do sistema nervoso periférico,

irreversivel em varios casos (Gallo et al., 2005).

Para o diagnostico da hanseniase se faz necessario o exame clinico, acompanhado de
exame baciloscopico em esfregagos de linfa e de exame histopatoldgico. Os sinais e sintomas
sdo variados e podem contribuir para o retardamento do diagnostico e inicio do tratamento. As
lesdes podem se apresentar como uma unica mancha hipocromica ou até como intimeras
manchas papulo-eritematosas por todo o corpo, podendo também ter perda de sensibilidade.
Contudo, cerca de 30% das lesdes ndo s@o anestésicas, o que pode dificultar ainda mais o

diagnéstico da doenca (Gallo et al., 2005).

Clinicamente, as diferentes formas da hanseniase sdo caracterizadas em virtude do
equilibrio entre a multiplicagdo bacilar e o desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro.
O grau de disseminag¢do da infec¢cdo e o nimero de lesdes cutaneas variam ao longo de um
espectro de formas clinicas. Ridley e Jopling postularam em 1965 uma classificacdo para
estas formas clinicas da hanseniase, na qual as divide em duas formas polares: tuberculdide

(TT) e lepromatosa (LL - também chamada de virchowiana), e trés formas intermediarias
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denominadas “borderlines”, a saber: BT, BB e BL, como mostrado na Figura 1 (Ridley et al.,

1966).

No polo LL do espectro estao pacientes com auséncia seletiva de resposta imunologica
do tipo celular contra a bactéria, que apresentam uma alta carga bacilar principalmente nos
macrofagos da pele e nas células de Schwann em torno de nervos periféricos, e elevados
titulos de anticorpos especificos. Nestes doentes, a reagdo cutanea a lepromina ¢ negativa e
multiplas lesdes estdo presentes. As lesdes nervosas resultam de um lento e progressivo

processo, que acomete principalmente os nervos cutaneos (Gallo et al., 2005).

No polo TT, os pacientes apresentam resposta imune celular contra o M. leprae, que
reduz a disseminagdo da bactéria. De fato, a resposta imune ndo protege totalmente estes
pacientes contra a doenga, e pode estar diretamente envolvida no mecanismo de lesdo do
nervo. Em contraste com a forma lepromatosa, na tuberculdide, os pacientes apresentam
baixos niveis de anticorpos. A forma tuberculdide caracteriza-se pela formacao de granulomas
epitelidides que invariavelmente comprometem as terminacdes nervosas periféricas,
destruindo-as. Nestes, poucas bactérias estdo presentes € os pacientes apresentam, em geral,
uma Unica lesdo e a reacdo cutanea a lepromina ¢ sempre positiva. As formas clinicas
intermediarias (pacientes borderline) representam gradagdes na reatividade imune destes
individuos em resposta a bactéria e sao classificados conforme sua maior proximidade do polo

lepromatoso ou tuberculdide (Gallo ef al., 2005; Ridley et al., 1966).
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Figura-1. Representacéo esquematica das formas clinicas da hanseniase. Apds a exposi¢do ao bacilo, a infecgao
pode ser controlada quando ha uma resposta celular efetiva contra o M. leprae. Contudo, nos casos onde ha uma
resposta celular prejudicada contra o M. leprae especificamente, ocorre a proliferagdo e a manifestacdo da
doenca. Durante curso cronico da doenga, os pacientes com baixa ou ausente resposta contra o M. leprae podem
desenvolver episddios reacionais caracteristicos, a Reagdo Reversa (RR) e o Eritema Nodoso Leproso (ENL).

Devido a dificuldade na realizacdo dos exames histopatologicos e visando a
descentralizagdo do acompanhamento médico dos pacientes, a Organizacao Mundial da Satde
(OMS) sugeriu aos paises endémicos que adotassem uma simplificagao do critério diagndstico
de acordo com o indice baciloscopico (IB) feito a partir de esfregacos de linfa. De um modo
geral, pacientes tuberculdides (BT e TT) sdo paucibacilares, com IB=0 e pacientes

lepromatosos sao multibacilares, com IB>0 podendo variar até +6 (Gallo et al., 2005).

O M. leprae ¢ um patogeno intracelular obrigatdrio, que apresenta baixa atividade
catabolica e até hoje ndo foi possivel cultiva-lo in vitro. A obtengcdo de M. leprae para
pesquisa ¢ feita através da purificacdo do bacilo que se replica em coxim plantar de

camundongos ¢ de tatus de nove bandas (Dasypus novemcinctus, Linn.) que sofrem infec¢ao
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disseminada, sendo que o seu figado concentra cerca de 10° bacilos por grama de tecido
(Scollard et al., 2006). O tempo de geragao do bacilo varia entre 11 a 14 dias; ¢ Gram-
positivo, alcool-acido resistente, ndo cultivavel in vitro e de crescimento muito lento. O M.
leprae possui uma densa capsula composta de lipideos situada externamente a sua parede
celular, e rica no glicolipideo fenolico especifico do M. leprae (PGL-1) (Jayapal et al., 2001).
Esta capsula protege o bacilo da acdo de radicais livres e espécies reativas do oxigénio
permitindo a sobrevivéncia intracelular do bacilo. O PGL-1 serve como um antigeno para
testes sorologicos da hanseniase (Jayapal et al., 2001). Além do PGL-1 existem outros
antigenos situados na parede celular do M. leprae, dentre estes um complexo de lipoglicanas
chamado de Lipoarabinomana (LAM) capaz de estimular mondcitos e envolvido na anergia
de linfécitos nos pacientes multibacilares (Hunter et al., 1981; Mehra et al., 1984; Peterson et

al., 1995; Scollard et al., 2006).

Os paucibacilares recebem uma dose mensal de rifampicina de 600mg e dapsona de
100 mg, uma vez ao més na unidade de saude (dose supervisionada) e levam o restante da
cartela para auto-administracdo de um comprimido de dapsona por dia por 30 dias. A duragdo
do tratamento ¢ de seis meses. Para os multibacilares a dose supervisionada consta de
rifampicina 600mg, associada a clofazimina 300mg e dapsona 100mg; o restante da cartela
para auto-administragao de um comprimido diario de 100mg de clofazimina e 1 comprimido
diario de 100mg de dapsona. A duracao do tratamento ¢ de 12 meses. Apos ter completado o
tempo de tratamento, com regularidade, o paciente recebe alta e ¢ considerado curado. A
implantacdao desse modelo de tratamento na década de 80 foi fundamental para a redugdo do
numero de casos de hanseniase, quando a doenca ainda era endémica em 122 paises com
aproximadamente 14 milhdes de casos diagnosticados. Segundo a OMS, em 2006, o nimero

de casos registrados foi de 259.017 individuos, em particular nos seguintes paises: Angola,
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Brasil, Republica Africana Central, Republica Democratica do Congo, [ndia, Madagascar,
Mocambique, Nepal e Unidade Republicana da Tanzania. Em conjunto, esses paises
respondem por 84% da prevaléncia mundial. Na Figura 2 ¢ mostrada a taxa de prevaléncia

nos paises endémicos (WHO, 2007).

No Brasil a doenca ainda constitui um problema de satde publica, apesar da grande
queda na prevaléncia dos casos de hanseniase no mundo nas duas ultimas décadas, com taxa
de prevaléncia de 1,6 individuos para cada 10.000 habitantes e cerca de 65.000 casos
registrados em 2006. Dentre os novos casos diagnosticados no Brasil, mais da metade
manifesta uma das formas multibacilares da doenca, sendo que 8% ocorrem em menores de
14 anos e um numero significativo de casos com algum grau de incapacidade fisica ja ¢

observado no momento do diagndstico (WHO, 2007).
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Figura 2. Taxa de prevaléncia da hanseniase até o final de 2006 segundo a OMS. (Adaptado de:
http://www.who.int/wer, acesso em 25/05/2009).



Pagina |17

O simples contato com pessoas infectadas, o que pode levar a exposicao ao bacilo, nao
garante o desenvolvimento da doenga. Um conjunto de fatores ainda desconhecidos ¢
necessario para que haja a permissividade para a proliferagao, mesmo que lentissima, do M.
leprae. Atualmente aceitam-se algumas hipdteses para esta susceptibilidade imunolégica que
leva a hanseniase, dentre elas as principais sdo: a) um defeito basico, de origem genética, que
compromete a fungdo efetora durante a fase inata da defesa contra a infecgdo; b) diferenciagao
da resposta imune celular para um padrao funcional ineficaz para a destruicdo do patdgeno.
Nos pacientes lepromatosos observa-se um defeito funcional nos linfocitos T, nao
respondendo ou sendo hiporresponsivos especificamente ao M. leprae, diferente dos pacientes
tuberculodides, porém em ambos os casos foi permitida a proliferacdo do bacilo. Algumas
associacoes genéticas ja foram descritas como possiveis contribuintes para a doenga tais como
polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) em genes para
citocinas, quimiocinas, receptores e proteinas envolvidas com a sinalizacdo intracelular,
apontando para uma combinacdo de fatores de susceptibilidade e resisténcia o que pode
explicar a forma espectral da hanseniase, tais como os genes: HLA, TNF, LTA, IL10, PARK?2,

PACRG, IL12, IL23, IFNy, VDR, TLRs, MBL, NRAMP, CTLA4 e HSP70 (Souza et al., 2007).

A resposta imune especifica contra o M. leprae € capaz de impedir disseminagdo da
bactéria, mas freqiientemente, provoca danos aos nervos, como no caso dos pacientes do polo
tuberculodide. De fato, a resposta imune ndo protege totalmente estes pacientes contra a
doenca, e pode estar diretamente envolvida no mecanismo de lesdao do nervo. Nestes casos,
poucas bactérias estdo presentes e os pacientes apresentam, em geral, uma tnica lesdo. O que
refor¢a a idéia de que multiplos fatores estdo envolvidos para a permissao da proliferacao do
bacilo e desenvolvimento da doenca, mesmo que seja nos pacientes tuberculdides que

respondem contra o M. leprae (Little et al., 2001).
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Uma lesio de pele de paciente lepromatoso concentra aproximadamente 10'
bacilos/grama de tecido, mostrando que em um micro-ambiente com fun¢do efetora
inadequada, o patoégeno cresce em elevadas concentragdes. Além disso, pacientes
multibacilares podem eliminar grande numero de M. leprae pelas vias aéreas superiores, em
média 107 bacilos viaveis por dia. Os componentes do M. leprae, por serem antigénicos e
desempenharem outras atividades biologicas inibidoras de resposta inflamatoria e imune,
acentuam ainda mais o defeito funcional observado nesses pacientes. Apesar dos pacientes
lepromatosos possuirem elevados niveis de anticorpos anti-M. leprae, a resposta humoral nao
confere protecdo por tratar-se de um patdgeno intracelular (Scollard et al., 1996). Mesmo
assim, o M. leprae ndo apresenta variagdes morfoldgicas e funcionais em cepas isoladas de
pacientes com as diferentes formas clinicas da doenga, de forma a explicar a auséncia de

resposta imune celular em pacientes lepromatosos (Bloom et al., 1992; Kaplan et al., 1988).

A ndo-resposta ou a hiporresponsividade especifica ao M. leprae, caracteristico da
forma lepromatosa pode ser recuperada em algumas situagdes, como por exemplo, apos longo
periodo de tratamento e cura clinica. A possibilidade de reversao da resposta antigeno-
especifica nos pacientes lepromatosos, seja pelo tratamento, seja por imunomodulagdo,
demonstra que as formas multibacilares da hanseniase ndo sdo estaticas. Os pacientes das
formas “borderlines” apresentam variacdes imunoldgicas que podem ocorrer no curso da

doenga, sendo freqiientemente associadas as reacdes (Esquenazi ef al., 1990).

A demonstracdo da diferenciagdo de linfocitos T auxiliares (Th) 1 x (Th) 2 na
hanseniase mostra de uma forma geral que, pacientes tuberculdides apresentam resposta
imune celular efetiva na destruicdo do bacilo com produgdo local de citocinas
predominantemente do tipo 1, incluindo Interferon gamma (IFNy), Interleucina (IL)-2 e IL-

12, e nos pacientes lepromatosos observa-se uma diferenciacdo da para um perfil associado a
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producao preferencial de citocinas do tipo 2, especialmente IL-4 e IL-10 (Salgame et al.,

1992; Yamamura et al., 1991).

1.3. ESTADOS REACIONAIS OBSERVADOS NA HANSENIASE

Durante o curso cronico da doenca, cerca de 50% dos pacientes hansenianos
desenvolvem estados reacionais. Estes constituem episddios agudos de resposta inflamatoria e
imunoldgica, ndo relacionados a infecgdes secunddrias, e que podem se manifestar em varias
formas da doenca. O aparecimento de novas lesdes cutaneas e/ou a reinfiltragdo de lesdes pré-
existentes sdo as principais caracteristicas clinicas das reagdes, freqiientemente acompanhadas
de sintomas sistémicos como febre, mal estar, dor articular e neuritica (Britton et al., 2004).
As reagdes sdo classificadas em dois tipos de acordo com suas manifestacdes clinicas e
histologicas: Reacdo Reversa (RR) ou Reacdo do tipo I e Eritema Nodoso Leproso (ENL) ou

reacdo do tipo II (Sarno et al., 1991).

A reagdo do tipo I ¢ a que mais afeta pacientes das formas clinicas “borderlines” (BT,
BB, BL), sendo caracterizada pelo aparecimento de lesdes eritematosas na pele e pela
emergéncia de imunidade celular aos antigenos do M. leprae, com produgdao de mediadores
pro-inflamatorios nas lesdes granulomatosas (Little ef al., 2001; Uyemura ef al., 1991). Tém
sido observadas elevacdo na expressao de genes de citocinas pro-inflamatdrias, especialmente
IFNy, IL-2 e IL-12 em lesdo cutinea e sangue durante a RR (Moraes ef al., 1999). Aumento
nos niveis de IL-1B e TNF em células sanguineas também ja foram observados (Manandhar et
al., 2002; Sarno et al., 1991). Os episddios de RR estdo associados a neurites severas, com
lesdo progressiva de nervos periféricos, e para o tratamento especifico destes episddios

reacionais sao utilizados principalmente glicocorticoides (Manandhar et al., 2002).
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Os pacientes multibacilares polares ou subpolares (BL, LL) podem ser acometidos da
reacao tipo II ou eritema nodoso leproso (ENL), nestes casos surgem novas lesdes cutaneas
nodulares ndo associadas as lesdes lepromatosas anteriores, eritematosas e¢ dolorosas, que
podem ulcerar quase sempre associadas a febre, perda de peso e mal estar geral.
Histologicamente observa-se alteracdes vasculares da derme profunda com infiltrado
inflamatoério difuso de células mononucleares, intenso infiltrado neutrofilico e espessamento
da epiderme. Alguns autores indicam que o ENL pode ser considerado como uma vasculite
necrosante em vasos de diversos calibres da vasculatura cutdnea e que a deposicao de
imunocomplexos resultantes dos altos titulos de anticorpos e componentes degradados do M.
leprae das lesdes lepromatosas nestes vasos seria fundamental para o desencadeamento da
reacdo (Murphy et al., 1986). Contudo, as diversas caracteristicas imunologicas do ENL
suportam a idéia de alteragdes mais complexas no sistema imune para o desencadeamento da

reacao.

A resposta inflamatdria observada no desencadeamento do ENL ¢ complexa, e o
aumento consideravel dos niveis séricos de TNFo, IL-1B e IL-6 estdo associados com a
imunopatologia da reagdao e suas complicagdes sistémicas (Moreira ef al., 1993; Sampaio et
al., 1998b; Sarno et al., 1991). Existem alguns trabalhos que indicam o relacionamento do
IFNy com a super-expressdo de TNF, como por exemplo, o aparecimento de ENL em
pacientes hansenianos ap0s injecao intradérmica de IFNy (Sampaio ef al., 1992). No entanto,
ainda ndo foram esclarecidos os mecanismos que levam pacientes com RR e ENL a

apresentarem um aumento da produgdo de TNF.

A confirmag¢ao do envolvimento do TNF na patologia da hanseniase e em especial nos
episodios reacionais direcionou o emprego de drogas inibidoras da producdo desta citocina,

como talidomida e pentoxifilina, para o tratamento dos pacientes em reagdo. A melhora
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clinica dos pacientes foi correlacionada diretamente com a redugdo dos niveis séricos desta
citocina, assim como restaurou a capacidade das células mononucleares desses pacientes em

responder ao M. leprae in vitro (Sampaio et al., 1998a).

Todos os casos de ENL devem receber cuidados imediatos e serem tratados com
antiinflamatérios. Em casos graves ou frente a evidéncias de comprometimento ocular, neural,
testicular, tem-se a preferéncia pelo inicio imediato do tratamento com corticosterdides.
Casos de baixa gravidade de ENL podem ser tratados com antiinflamatorios ndo-esteroidais
(AINES). A prednisona na dose de 0,5 a 2 mg por kg ao dia estd indicada como
antiinflamatério de escolha nos casos moderados a graves (Lockwood, 1996). Apesar da
efetividade da corticoterapia, existe o grande risco dos pacientes tornarem-se dependentes
dessa droga, especialmente aqueles com ENL cronico. A clofazimina também ¢ utilizada para
reduzir os surtos recorrentes de ENL, porém, seus efeitos antiinflamatérios em outras

enfermidades ¢ dissociados da sua agdo antimicobacteriana na hanseniase, ainda nao foi

demonstrado (Helmy et al., 1971).

O estudo da via pela qual o M. leprae ¢ capaz de induzir a produ¢do de TNF se torna
de grande interesse, uma vez que esta citocina ¢ compreendida como um fator chave na
progressao clinica da hanseniase, incluindo o desenvolvimento dos episddios reacionais. O M.
leprae ¢é capaz de se ligar a receptores tipo Toll (TLR-2), receptores de manose (MMR),
receptores do complemento 1 e 3, dentre outros ainda ndo descritos, e levar a ativagdo de vias
intracelulares como as MAPKs (proteinas cinases ativadas por mitogenos), ativar fatores de
transcri¢do tais como o fator nuclear kB (NF-kB) e levar a producao de TNF, assim como de
varias outras proteinas por mondécitos/macréfagos (Hasan et al., 2003; Kang et al., 2001;
Oliveira et al., 2003; Schlesinger et al., 1990). Contudo, o entendimento das alteragdes nas

vias intracelulares que fazem com que as células mononucleares de pacientes em reacdo e de
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polos opostos do espectro de formas clinicas apresentem diferentes niveis de respostas ao M.

leprae ainda nao foi alcancado.

1.4. ANGIOGENESE

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para descrever
a vascularizacdo na placenta. O estudo sistematico da angiogénese teve inicio com Judah
Folkman, e progressivamente foram desenvolvidos véarios modelos in vitro e in vivo para o
estudo de seus mecanismos moleculares, modulacdo e a sua importincia nos processos
fisiologicos e patoldgicos (Folkman et al., 1992). Atualmente o termo angiogénese tem sido
empregado para descrever o crescimento de brotos endoteliais a partir de vénulas pos-
capilares preexistentes e para caracterizar os processos de crescimento e remodelamento de
uma rede vascular primitiva em uma complexa. A angiogénese envolve distintas formas de
crescimento vascular. Ela tem inicio com a dilatagdo de vénulas preexistentes, as quais podem
sofrer brotamento, ou tornarem-se divididas por colunas de células periendoteliais, processo
denominado intussuscep¢do ou, por pontes de células transendoteliais, as quais dividem o

vaso em capilares distintos (Figura 3) (Benjamin et al., 1998; Carmeliet et al., 2000).

No individuo adulto, novos vasos surgem principalmente por angiogénese, embora a
vasculogénese também possa ocorrer. Essa neovascularizagdo também acontece pelo
recrutamento de células semelhantes aos angioblastos, denominadas células progenitoras
endoteliais (EPCs) da medula 6ssea (Conway et al., 2001). Os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no crescimento vascular diferem nos varios tecidos assim, o0s
neovasos terdo aspectos morfoldgicos e funcionais de acordo com as necessidades de cada
tecido. Essa heterogeneidade das células endoteliais ¢ determinada pela expressao e atividade

de fatores angiogénicos, como por exemplo, fator de crescimento do endotélio vascular
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(VEGF), Angiopoetina (Ang-1), que variam grandemente em diferentes tecidos e, por fatores
angiogénicos oOrgao-especifico que determinam a alteragdo angiogé€nica, mas de modo

especifico para os diferentes 6rgaos (Benjamin et al., 1998; Carmeliet ef al., 2000; Carmeliet,

2003).
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Figura-3. Formacdo Vascular. O esquema mostra a vasculogénese, os tipos de angiogénese: brotamento, o mais
freqiiente; intussuscepgdo e pontes trans-endoteliais e o recrutamento de células progenitoras endoteliais (EPCs)
da medula 6ssea. Modificado de: Carmeliet, 2003.

Embora as células endoteliais sejam o foco da atengdo, elas sozinhas podem iniciar,
mas nao completar a angiogénese. As células periendoteliais sdo essenciais para o
amadurecimento vascular. Essas células estabilizam o vaso nascente através da inibicdo da
migracgdo e da proliferacdo endotelial, e por estimular a produ¢do de matriz extracelular. Elas
proporcionam controle homeostatico e protegem o novo vaso contra rupturas ou regressao

(Carmeliet et al., 2000).

As etapas da angiogénese envolvem vasodilatagdo e aumento da permeabilidade

vascular em resposta ao o0xido nitrico (NO) e VEGF, degradacdo da membrana basal por
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metaloproteinases de matriz (MMPs), perda das juncdes entre as células endoteliais pela agao
do ativador do plasminogénio, migragdo e proliferacao das células endoteliais, formagao de
corddes endoteliais, formacao de membrana basal, maturacao e remodelamento, recrutamento

de células periendoteliais (Figura 4) (Fan et al., 2006; Jain, 2003).

A angiogénese estd sujeita a um complexo sistema de controle com fatores
angiogénicos e antiangiogénicos (angiostaticos). No individuo adulto o crescimento vascular
esta sob rigoroso controle, havendo uma predominancia dos fatores angiostaticos sobre os
angiogénicos. A neovascularizagdo sO ocorrerd quando esta relacdo for inversa. Como
exemplo de fatores angiogénicos temos os pericitos, varios componentes da matriz
extracelular como endostatina e tumstatin, fragmentos de colageno tipo XVIII (matriz
extracelular - MEC) e IV (membrana basal) respectivamente, trombospondina e de fatores
pro-angiogénicos, a injuria, hipoxia, citocinas (VEGF, TNF), quimiocinas, angiogenina,

c€lulas inflamatorias (Bernardini ef al., 2003; Szekanecz et al., 2007).

Em circunstancias normais a formacdo de novos vasos sanguineos ocorre durante a
cicatrizac¢do de feridas, regeneracdo de o6rgaos, no sistema reprodutor feminino na matura¢ao
do foliculo ovariano, na formag¢do do corpo liteo, na regeneracdo do endométrio apods o ciclo
menstrual, na implantacdo do ovo e na formagdo da placenta. A angiogénese também ¢ um
fator importante em varios processos patologicos como no crescimento e metastase de
tumores, na artrite reumatodide, na retinopatia diabética, na psoriase, obesidade, aterosclerose,
isquemia, osteoporose, ¢ outras (Burke et al., 2001; Carmeliet, 2003; Folkman, 1995; Hoeben

et al., 2004; Reynolds et al., 1992).

Na hanseniase observa-se a participacdo da microvasclatura nas diversas lesdes

dermatolégicas apresentadas pelos pacientes. E possivel distinguir as lesdes tanto
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tuberculdides quanto lepromatosas pelo padrdo da microvasculatura encontrada nas bidpsias
através de imunohistoquimica para o fator VIII da cascata de coagulacdo. As lesGes
lepromatosas apresentam densa microvasculatura tortuosa associada a macrofagos contendo
bacilos, enquanto as lesdes tuberculdides apresentam a microvasculatura somente na periferia
dos granulomas (Antunes ef al., 2000). O aumento da carga bacilar também estd associado a
angiogénese na lesdo lepromatosa (Bhandarkar ef al., 2007). Observa-se também um aumento

da expressdo de VEGF e seu receptor KDR nas células granulomatosas de pacientes RR.
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Figura-4 Etapas da angiogénese. Adaptado de Fan , 2006 (Fan et al., 2006).

1.5. TALIDOMIDA

A talidomida foi introduzida no mercado no final dos anos cinquenta como sedativo e
antiemético, buscando reduzir os enjoos matinais de mulheres gravidas. Infelizmente, o

resultado deste emprego foi um desastre tragico e bastante conhecido na histéria da medicina,
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afetando mais de 12 mil criangas que nasceram com deformidades (Botting, 2002). A
talidomida foi entdo retirada do mercado no inicio dos anos sessenta devido a suas

propriedades teratogénicas (Botting, 2002; Dolev, 2001).

Foi também no inicio dos anos sessenta que novas propriedades da talidomida
comegaram a ser descobertas, comeg¢ando pela atenuagdo dos sintomas de pacientes
hansenianos durante episddios de grave reagdo inflamatéria (Sheskin, 1965; Sheskin, 1966).
Somente trinta anos mais tarde, através de estudos para se desvendar o mecanismo de agdo da
talidomida na hanseniase, foi descrita a sua capacidade de modular o sistema imune através da
redugdo da producao do TNF, o que reativou o interesse sobre esta droga (Sampaio et al.,
1991; Sampaio et al., 1993). Alguns dos fatos mais importantes da historia deste

medicamento sao mostrados na Figura 5.

Antes de se descobrir a capacidade de inibir a producdo de TNF, vérios grupos
pesquisaram as propriedades da talidomida e fizeram o seu uso em doengas que possuiam
sintomas semelhantes ao ENL. O conhecimento do efeito imunossupressor da talidomida
surgiu praticamente junto com as observagdes da acdo da talidomida no ENL, o que despertou
0 seu interesse para uso em doengas de base imunoldgica, bem como as que possuem
manifestagdes dermatologicas, tais como o prurigo nodular, lupus eritematoso discoide e
sistémico (Hasper et al., 1982; Sheskin, 1975; Thomas et al., 2000). A inibi¢do da migragdo
de leucoécitos polimorfonucleares também foi um avango consideravel para o entendimento da
acdo da talidomida, que embora pudesse ser correlacionado com a inibicdo de TNF forneceu
indicios para a descricdo de outras a¢des da talidomida, como a redu¢do de moléculas de
adesdo que além de reduzir a migragdo pode estar envolvida em processos de angiogénese e
ativacdo celular (Faure ef al., 1980). Mais ainda, a talidomida foi utilizada com sucesso em

pacientes que receberam transplantes heterologos de medula 6ssea e desenvolveram a doenga
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do enxerto versus hospedeiro (Heney et al, 1988). As melhoras causadas pelo uso da
talidomida ao nivel sist€émico, como a redu¢do da febre e ganho de peso, fez com que a
talidomida também fosse usada no tratamento da caquexia em pacientes positivos para o virus

da imunodeficiéncia humana (HIV) (James, 1995).
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Figura — 5. Principais eventos da historia da talidomida. De forma bem resumida sdo mostrados alguns dos
principais eventos que levaram ao conhecimento da agdo da talidomida e que em geral sdo citados na maioria
dos trabalhos sobre esta droga (Botting, 2002; Calabrese et al., 2000; Franks et al., 2004; Keifer et al., 2001;
Lima et al., 2002; Machado et al., 2005; Moreira et al., 1993; Moreira et al., 2005; Sampaio et al., 1991;
Sheskin, 1965; Sheskin, 1966).

A agdo inibitéria na angiogénese pela talidomida foi importante para a investigacao
sobre esta droga (D'Amato et al., 1994). O uso da talidomida para tratamento de tumores ja
havia sido testado desde 1965; porém, o grande aumento de testes clinicos da talidomida na
area oncologica surgiu com o seu efeito antiangiogénico (Thomas et al,, 2000). Foi
demonstrado que a a¢do da talidomida se limita a alguns tipos de cancer, sendo o Sarcoma de
Kaposi, cancer de prostata, melanomas e mieloma multiplo onde ocorrem as melhores taxas
de resposta a talidomida, mostrando que o efeito antiangiogénico e anti-tumoral depende dos

fatores envolvidos em cada tipo de tumor (Franks et al., 2004).
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Hoje em dia as propriedades sedativas da talidomida sdo consideradas um dos seus
efeitos colaterais, assim como a teratogenicidade e a neurotoxicidade periférica (Faver et al.,
2005; Hall et al., 2003; Offidani et al., 2004; Tseng et al., 1996). A talidomida vem sendo
utilizada com sucesso em doencas imunoldgicas € no cancer com base na imunomodulagado e
efeito antiangiogénico (Calabrese et al., 2000; D'Amato et al., 1994; Matthews et al., 2003;
Rajkumar, 2000). Apesar da sua eficiéncia comprovada nos estudos clinicos, novas moléculas
baseadas na estrutura da talidomida vém sendo estudadas com o objetivo de se conhecer os
seus mecanismos de funcionamento e pela busca de novas drogas com caracteristicas
similares, porém com mecanismos de acao conhecido e com poucos efeitos colaterais (Corral
et al., 1999; Gutschow et al., 2001; Kaplan, 2000; Lima et al., 2002; Machado et al., 2005;

Moreira et al., 2005; Sampaio ef al., 2002; Wnendt et al., 1996).

1.6. PROPRIEDADES QUIMICAS DA TALIDOMIDA

A talidomida [(a ftalimida) glutarimida] é um p6 branco inodoro e pouco solivel em
agua ou etanol. A sua formula quimica ¢ C13HION204, o que lhe propicia uma massa molar
de 258,2 g/mol. A molécula da talidomida ¢ constituida de um anel ftalimida e um anel
glutarimida. O anel glutarimida possui um carbono assimétrico, que fornece quiralidade a

molécula. (Figura 6).

A talidomida possui propriedades antiinflamatdrias e imunomodulatérias, o que esta
diretamente relacionado com sua habilidade de modular a produgdo de citocinas e as fungdes
celulares. A administragdo da talidomida ¢é feita por via oral e ¢ utilizada a sua forma
racémica. A talidomida é pouco soliivel em 4gua e a administragdo dos enantiomeéros
purificados ¢ ineficiente por causa da rapida racemizagdo in vivo. Estudos realizados para

determinar a propriedade de cada enantiomero, utilizando analogos ndo racemizaveis, como
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por exemplo, 3’-metiltalidomida, mostraram que o enantiomero-R parece estar associado aos
efeitos sedativos enquanto que o enantiomero-S com os efeitos imunologicos e teratogénicos

(Franks et al., 2004).

Modificacdes na estrutura da talidomida levaram a diversos andlogos com altos indices
de inibicdo de TNF (Gutschow et al., 2001; Shannon et al., 1997). Dentre outros, amino-
substituigdes no grupamento da ftalimida na posi¢ao 4, fenil-substitui¢des no carbono 5’ e
compostos halogenados como a 4,5,6,7-tetrafluortalidomida e 3’-fluoro-talidomida. Também
foi demonstrado que quando sdo feitas substitui¢des na por¢ao ftalimida de compostos N-
alquil ftalimidicos, onde existem grupos doadores de elétrons para o sistema de ligacdes
imida, ocorre um aumento na capacidade dessas moléculas em inibir a producao de TNF.
Porém, a planaridade do anel ftalimida € necessaria para esta inibi¢ao (Shannon et al., 1997).
A substitui¢ao do grupamento glutarimida por um anel fenilico causa a redugdo da atividade
anti-TNF. Entretanto, a simples funcionalizagao na posi¢cdo orto do anel fenila por grupos
alquilas recupera a atividade bioldgica desejada, sendo posteriormente também demonstrado
que substituigdes nas posicoes meta e para do anel fenila por grupos alquilas, contribui de
forma similar para o aumento da atividade anti-TNF (McHugh et al., 1997; Niwayama ef al.,

1998).

A sintese de moléculas hibridas, que possuam o efeito da talidomida e de outros
antiinflamatérios, parece ser uma alternativa possivel na construcdo de analogos da
talidomida, sendo a idéia principal remover partes da molécula responsdveis por alguns
efeitos indesejados e agregando outras caracteristicas de interesse terapéutico. A constru¢ao
de moléculas formadas pelo anel ftalimida com a substitui¢do do anel glutarimida por um
radical inibidor da fosfodiesterase 4 vem se mostrando como uma boa estratégia, gerando

resultados promissores em testes in vitro € em modelos animais (Lima et al., 2002; Machado
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et al., 2005; Moreira et al., 2005). Alguns grupos sugerem ser o grupo glutarimida
toxicoforico, enquanto que o ftalimida seria o farmacoforico. Sobre a por¢ao ftalimida existe
um consenso sobre este ser aquele que confere as propriedades terapéuticas, como a redugao
na produgao de TNF. Ha a sugestdo de que a propriedade teratogénica seja devido a atividade
da enzima prostaglandina H sintase (PHS) que iria agir sobre a talidomida gerando espécies
radicalares na porcao glutarimida. A inibi¢do desta enzima por acido acetil salicilico foi

relacionada com a inibi¢do da teratogénese in vivo (Arlen et al., 1996).

ftalimida 0

R(+)-talidomida S(-)-talidomida

Figura-6. Representacdo estrutural da molécula da talidomida. A talidomida pode existir nas formas R ou S,
dependendo da disposi¢@o das ligagcdes em seu carbono assimétrico (3”). Em pH fisioldgico a talidomida pode se
interconverter entre as duas formas, sendo atribuidas a forma S as propriedades teratogénicas enquanto que a
forma R as propriedades sedativas. A molécula da talidomida é constituida por um anel ftalimida ¢ um anel
glutarimida, sendo as propriedades farmacoforicas atribuida ao primeiro anel.

Estudos com a 3’-metiltalidomida e 3’-fluorotalidomida, que sdo analogos nao
racemizaveis e enantioméricos, mostraram que as drogas com conformagao S sdo aquelas que
possuem maior inibicdo de TNF e sdo estruturalmente correlacionadas com a S-talidomida
que ¢ teratogénica (Chung et al., 2003). Com o conhecimento adquirido sobre a talidomida até
hoje fica cada vez mais facil relacionar os seus efeitos benéficos com a teratogenicidade,
como a reducao na expressao de moléculas de adesdo, reducdo na angiogénese ¢ inibicao de
NF-«B que sdo eventos relacionados com o desenvolvimento. A teratogenicidade talvez seja
um efeito dificil de ser abolido com a criacdo de novos andlogos que possuam as mesmas

atividades antiangiogénicas e anti-TNF. A principal intencdo sobre o estudo de moléculas
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analogas a talidomida deve se voltar para o aproveitamento de uma estrutura quimica capaz
de gerar varios efeitos bioldgicos, onde ja foi demonstrado por varios autores que
modificagdes pontuais podem alterar o seu perfil de atuacdo. O estudo amplo dessas
moléculas andlogas pode gerar informagdes importantes para o entendimento da agdo da
talidomida e sobre possiveis novas moléculas com perfis imunomodulatérios distintos que
poderdo ser aplicados a especificas patologias dependendo do seu comprometimento

imunologico.

Alguns autores acreditam que a talidomida seja capaz de intercalar moléculas de acido
desoxido ribonucléico (DNA), talvez por possuir similaridade com as bases purinicas (A-
adenina e G- guanina). Experimentos in vitro mostraram que a talidomida se liga mais
facilmente a guanina do que a adenina e nao tem afinidade pelos outros nucleotideos. Por isso
acredita-se que a talidomida seja capaz de se intercalar ao DNA em regides ricas em guanina,
ligando-se também a regides promotoras ¢ bloqueando o acesso de fatores de transcrigdo.
Cerca de 9% das regides promotoras sdo regides ricas em sequéncias de guanina (G) e
citosina (C) GC e por isso a talidomida pode ter um efeito especifico sobre as proteinas
reguladas por este tipo de regido. As proteinas fator de crescimento de fibroblastos (FGF)- 2 e
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-I sao mediadores da angiogénese e parecem
estar envolvidos com o efeito da talidomida sobre regides promotoras ricas em GC (Stephens

et al.,2000).

1.7. MECANISMO DE ACAO DA TALIDOMIDA

Apesar do grande interesse sobre a talidomida, havia uma lacuna sobre o mecanismo

de acdo desta droga. A partir da década de 90 esses dados comecaram a surgir com o relato da
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inibicao da producdo do TNF no soro dos pacientes com ENL tratados com talidomida e a
consequente melhora do quadro clinico. O mesmo efeito também era visto in vitro: a
talidomida reduzia a produ¢do de TNF por mondcitos estimulados por lipopolissacarideo
(LPS) e M. leprae, reduzindo a meia vida do RNAm para TNF de 30 para 17 minutos
(Moreira et al., 1993). Porém, o mecanismo pelo qual a talidomida causa essa reducao da

estabilidade do RNAm de TNF ainda nao é conhecido.

A descricao sobre o efeito na producdo de TNF nado so6 serviu de base para a aplicagao da
talidomida em outras doencas também relacionadas a alta producdo desta citocina, mas
também foi usado como base para a liberacdo do uso da talidomida no ENL nos EUA
(Sampaio et al., 1991). Outras novas propriedades da talidomida foram descobertas
subsequentemente, como a inibicdo da angiogénese e regulagdo de um importante fator de
transcricdo nuclear envolvido em eventos inflamatérios, o NF-xB (D'Amato et al., 1994;
Keifer et al., 2001). Varios efeitos biologicos da talidomida podem ser explicados por uma
acdo sobre o fator de transcrigdo nuclear NF-kB, que esta envolvido em varios fenomenos
fisiologicos. Este fator ¢ ativado por uma grande variedade de estimulos e desempenha um
papel central em varias respostas celulares as alteracdes do meio ambiente, como a presenga
de patdgenos e estresse oxidativo. NF-kB ativa genes relacionados com a imunidade inata e
inflamagdo como as citocinas (TNFa, IL-6, IL-12), proteinas envolvidas na apoptose (c-IAP2,
FLICE, membros da familia BCL-2) e fatores angiogénicos (VEGF, TNFa, IL8) (Majumdar

etal.,2002)

Por outro lado, a modulacao de moléculas de adesao e outros fatores envolvidos com a
angiogénese que contribuem para a sua efetividade em diversas desordens sugerem ser este
um dos seus mecanismos de agdo teratogénica. Na Figura 7 podemos ver de forma resumida

os mecanismos de acao propostos para a talidomida. Dentre as atividades imunomodulatorias
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da talidomida estdo: 1) a reducao da expressdao de moléculas de adesdao nas células endoteliais,
0 que diminui a transmigracdo de células do sangue para o tecido; ii) efeito anti ou pro-
apoptotico dependendo da natureza do processo; iii) aumento da capacidade das células T em
secretar IFNy e IL-2, principalmente células CD8", estimulando a proliferacio, resposta
citotoxica e producdo de citocinas, sendo que ¢ fundamental ter a sinalizagdo via receptor de
células T (TCR) para que a talidomida exiba este efeito co-estimulatorio (Haslett et al., 2003).
Dentre esses processos no qual a talidomida ¢ capaz de interferir, com certeza alguns deles
estao relacionados com disturbios de ordem maligna, entre eles sindromes mielodisplésicas,
mieloma multiplo e tumores solidos, sendo atualmente uma das mais fortes linhas de pesquisa

para a adocao da talidomida como agente terapéutico.

No mieloma multiplo existem varios mecanismos responsaveis pela boa atuagdo da
talidomida. Existe uma complexa rede de desregulagdo no micro ambiente da medula dssea,
envolvendo o aumento da expressao de citocinas e fatores de crescimento (VEGF, bFGF), o
que leva a ativacdo das células do estroma, aumenta a expressao de moléculas de adesdo tais
como o antigeno-1 associado a funcdo leucocitaria (LFA-1), molécula de adesdo intracelular
(ICAM-1) e a molécula de adesao vascular (VCAM-1), e aumento da resposta das células do
mieloma multiplo aos contatos com a matriz extracelular e receptores das células do estroma
levando a resisténcia a quimioterapia e a apoptose (Weber, 2003). Apesar da idéia inicial para
o uso da talidomida no mieloma multiplo ser pelas suas propriedades antiangiogénicas, ndo
foi observado nenhuma correlag¢ao entre a redugao da neovascularizacao da medula 6ssea com
a resposta dos pacientes a talidomida. (Weber, 2003) O principal efeito da talidomida parece

mesmo ser através da inibi¢ao da produgao de citocinas e reducdo da expressao das moléculas



Pagina |34

de adesdo, o que reduziria a proliferacdo das células do mieloma multiplo por reduzir a sua
ativacdo e resisténcia a apoptose. A a¢do da talidomida parece acontecer também através da
redugdo da expressao de ciclooxigenase (COX-2) pela diminui¢ao no tempo de meia vida do
seu RNAm, o que foi demonstrado em mondcitos estimulados com LPS (Franks et al., 2004).
A COX-2 esta envolvida em processos inflamatdrios e ao contrario da COX-1 ndo ¢ expressa
constitutivamente, mas sim induzida por citocinas e fatores de crescimento. A redugdo da
expressao da COX-2 pode implicar na redugdo da sintese de prostaglandinas (PG) G2 e H2 e
outros autacoides relacionados, reduzindo varios eventos inflamatorios, desde febre até
vasodilatagdo e recrutamento de leucocitos. A talidomida também pode modular a
angiogénese através dessa via, uma vez que a alta expressdo de COX-2 ¢ encontrada em
alguns canceres humanos e ¢ necessaria para a angiogénese em um modelo que utiliza a
cornea de ratos (Franks et al., 2004). Alguns trabalhos mostram que a reducdo da expressao
de COX-2 pode estar relacionada com NF-kB, porém a inducdo de COX-2 ndo parece ser
exclusivamente dependente da via de NF-kB (Cherukuri et al., 2005; Newton et al., 2000;
Slogoff et al., 2004).Alteracdes na via de sinalizacdio PTEN/AKT também foram
recentemente descritas como mais um possivel mecanismo de agdo da talidomida, impedindo
a degradacao da proteina homologa a fosfatase e tensina (PTEN) que age no citoplasma como
um modulador negativo da ativacdo de Akt (também conhecida como proteina cinase B)
(Knobloch et al., 2008). Esses processos alterados pela talidomida estdo também relacionados

com disturbios de ordem maligna, entre eles sindromes mielodisplasicas, mieloma multiplo e
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tumores solidos, os quais estdo sendo atualmente uma das mais fortes linhas de pesquisa para

a adogdo da talidomida como agente terapéutico.
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Figura-7. Mecanismos de agfo da talidomida. Os pontos em verde demonstram os locais onde esta droga age em
um microambiente pro-inflamatorio. A ag@o dos estimulos pro-inflamatorios que levam a ativago das células no
seu microambiente pode ser modulada negativamente pela talidomida. A redugfo da ativagdo de fatores de
transcrigdo, tais como NF-kB, levam a uma menor produgdo destes fatores que poderiam agir autocrina ou
paracrinamente. A expressdo de receptores envolvidos na migracdo celular também ¢ reduzida na presenca da
talidomida, tanto nas células endoteliais quanto nas células inflamatorias que chegam ao tecido inflamado.
Fonte: adaptado de Sampaio, 2006 (Sampaio et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar o(s) mecanismo(s) de acdo da talidomida na reagdo tipo II (ENL) em
pacientes com hanseniase e testar in vitro a acdo dos compostos analogos (LASSBio-

468 e LASSBIi0-542) sobre parametros imunoldgicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar comparativamente a talidomida e os andlogos LASSBi0-468 ¢ LASSBio-542

quanto a suas propriedades antiinflamatorias e antiangiogénicas;

- Verificar a expressao gé€nica de citocinas, quimiocinas ¢ fatores de crescimento no
sangue periférico e em bidpsias de lesdes de ENL, antes e durante o tratamento com

talidomida;

- Avaliar a acdo da talidomida sobre a ativacdo de células endoteliais vasculares

induzida por TNF;

- Determinar o potencial dos analogos da talidomida sobre a produgdo das citocinas

TNF e IL-10, induzidas por LPS, em células mononucleares humanas;
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3. METODOLOGIAS

3.1. POPULACAO ESTUDADA

Foram obtidas amostras de sangue periférico e das lesdes de pacientes com hanseniase,
diagnosticados e classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966), BL e LL
que desenvolveram ENL atendidos no Ambulatério Souza Aratjo (Laboratorio de
Hanseniase, FIOCRUZ, Rio de Janeiro). A coleta de sangue e biopsia foi feita conforme os
padrdes do Servico Clinico e associada aos procedimentos de rotina do ambulatorio para fins
diagnostico, no inicio da doenga e durante o ENL, assim como durante o tratamento com
talidomida (conforme protocolo 151/001, do Comité de Etica em pesquisa da FIOCRUZ, ap6s
consentimento por escrito). Em alguns dos casos estudados a bidpsia de lesdo nao reacional
havia sido coletada no momento do diagndstico para hanseniase, antes do inicio do tratamento

com a poliquimioterapia.

3.2. BIOPSIAS

As bidpsias de pele de pacientes com a forma multibacilar da hanseniase, apresentando
sintomas classicos de ENL, conforme avaliagdo clinica pela equipe médica do Ambulatorio
Souza Aratgjo, foram coletadas no momento do diagnéstico e apds sete dias de tratamento
com talidomida (300mg/dia). As biopsias de pele das lesdes reacionais e das lesdes involuidas
devido ao tratamento foram obtidas com um punch de 10 mm de didmetro e mantidas em N
liquido até posterior uso. Para a obtengcdo do RNA, derme e epiderme foram processadas com
3ml de Trizol (Invitrogen, EUA) em um homogeneizador de tecidos (Polytron PT-3100 -

Kinematica AG, Alemanha). As amostras foram dividas em 3 aliquotas de Iml e estocadas a -
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70°C por um periodo maximo de seis meses até ser submetida ao protocolo de extracdo de

RNA.

3.3. EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

Para a obtencdo do acido ribonucléico (RNA) total, as amostras de células e bidpsias
em Trizol foram transferidas para microtubos livres de RNAse. Foram adicionados 200ul de
cloroférmio, seguido de homogeneizagao e incubagdo por 15 minutos em gelo. A mistura foi
centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi coletada e transferida para
outro tubo, contendo 600ul de isopropanol. As solucdes foram agitadas até a
homogeneizagao, mantidas a -20°C por no minimo 30 minutos e centrifugadas a 12.000 x g

por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi entdo lavado com 500pul de etanol 70%, submetido a

nova centrifugacao, e o RNA depois de seco foi ressuspenso em 15ul de H,O.

Uma aliquota do RNA ressuspenso foi submetido a leitura em espectrofotometro
(NanoDrop ND-1000 - Thermo Fisher, EUA) para quantificagdo. O RNA obtido teve sua

integridade avaliada por eletroforese em gel desnaturante de agarose-formaldeido a 1,2%.

Para a transcri¢ao reversa utilizamos aliquotas correspondendo a 1pug de RNA. Sendo a
este material adicionado Iul de oligo dT (500 ng/ml; Invitrogen). Ap6s o volume final da
reagdo ser completado para 10 ul com H,O RF, as amostras foram entdo incubadas por 10
minutos a 65°C para o anelamento do oligo dT. Em seguida foi adicionado 1ul de RNAsin,
inibidor de RNAse, (40U/ul; Promega Biotech, EUA), 1ul de DNTPs (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP 0,2 mM cada; Applied Biosystems, EUA) com 4ul do tampao de transcricdo 5X

(Invitrogen), 2ul de ditiotreitol (DTT 0,1M, Invitrogen) e 1ul de transcriptase reversa, Super
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script IT (200U/pl, Invitrogen). A reagdo de extensao foi realizada a uma temperatura de 42°C
por 1 hora, seguido de aquecimento a 90°C por 10 minutos para a inativacdo da enzima. O
volume das amostras foi elevado para 100ul com H,O destilada e os tubos mantidos a -20°C

até posterior uso nos ensaios de expressao génica relativa.

3.4. RT-PCR EM TEMPO REAL

Para o PCR em tempo real, utilizamos cerca de 5ul do cDNA, preparado conforme
descrito anteriormente, por reagdao. Para cada amostra foi adicionado 12,5 pl de 2X TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems) que cont¢ém AmpliTaq Gold 250U, AmpErase
UNG, 10X Tagman Buffer A e dNTPs; 1,25 pl do par de primers para o gene alvo e sondas
conforme os codigos na tabela abaixo (Tabela 1) e o volume final corrigido para 25ul com
agua destilada estéril. Nao utilizamos sistema multiplex de PCR em tempo real, sendo
realizadas reagOes separadas para cada gene de interesse, sempre em paralelo a uma reagao
para o gene de controle endogeno GAPDH. A reagdo de polimerizagdo foi realizada em uma
maquina de PCR TagMan (TagMan ABI Prism® 7000, Applied Biosystems), com 1 ciclo a
50°C por 2 minutos, para a ativacdo da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10
minutos para a ativagdo da AmpliTaq Gold DNA polimerase, e finalmente 50 ciclos contendo
etapas de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e o anelamento e extensdo em uma mesma

etapa a 60°C por 1 minuto.

A deteccdo e analise dos resultados foram realizadas através do programa de detecg¢ao
de seqiiéncias amplificadas (ABI Prism® 7000 Sequence Detector). Para esta andlise
utilizamos o nimero de ciclo inicial (CT) de cada amostra para as moléculas de interesse
sendo estabelecida uma diferenca entre os CTs (ACT) das citocinas e controle enddgeno

GAPDH. Para obtencio dos valores de expressdo génica relativa utilizamos a equacio 277,



Pagina |40

podendo ser exibido nesta tese sob a forma de logaritmo ou normalizado para porcentagem,
quando ndo utilizaremos uma amostra calibradora. Nos experimentos que utilizamos uma
amostra calibradora, o valor de CT desta foi subtraido de todas as outras obtendo os valores
chamados de AACT e utilizamos a equacao 224CT " As anilises estatisticas especificas para

cada caso serao mencionadas durante a descricao dos resultados, sendo feita com o programa

Graph Pad Prism 4.0.

Gene Alvo | Reporter Codigo do ensaio Tagman Applied Biosystems
GAPDH VIC 4326317E

TNF FAM Hs00174128 ml
IL-10 FAM Hs00174086_ml
CCR5 FAM Hs00152917 ml
CCL-5 FAM Hs00174575 ml
IFNy FAM Hs00174143 ml
IL-2 FAM Hs00174114 ml1
TGFp1 FAM Hs00171257 ml
FOXP3 FAM Hs00203958 ml
IL-1B FAM Hs00174097_ml
COX-2 FAM HS00153133 ml
VEGF-A FAM Hs00173626 _ml
IL-8 FAM Hs00174103_ml
MCP-1 FAM Hs00234140 ml
IP-10 FAM Hs00171042_ml1
MIP-1a FAM Hs00234142 _ml

Tabela-1. Cddigos para cada conjunto de primer e sonda especificos para cada gene conforme o fabricante
(Applied Biosystems). Os ensaios podem ser consultados na pagina da internet do fabricante, indicando a regido
onde os primers e sonda se ligam, http://www.appliedbiosystems.com .
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3.5. IMUNOHISTOQUIMICA

As biopsias congeladas imediatamente apds a sua coleta foram mantidas em nitrogénio
liquido emblocadas em OCT (Sakura Tissue Tek - Holanda) at¢ o momento do uso. As
biopsias congeladas foram cortadas em fatias de Sum de espessura seqiliencialmente em
criostato, acomodadas em laminas de vidro para microscopia, secas com ar e fixadas em
acetona gelada por 10 minutos. As se¢des foram incubadas com anticorpo primario para
VEGF-A (Dako, Dinamarca) ou FVIII (Dako) por 60 minutos, entdo lavadas com PBS e
incubadas com o anticorpo secundario biotinilado seguido da incubagdo com o complexo
avidina-peroxidase (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, EUA) e processadas de acordo
com instru¢des do fabricante. Para revelacdo foi utilizado aminoethylcarbazol como substrato
cromogénico. Nas laminas controle, o anticorpo primario foi substituido pelo seu isotipo
controle de especificidade irrelevante. As amostras foram analisadas em um microscopio

(Nikon E400 Eclipse) e as imagens adquiridas e tratadas com o software ImagePro Plus.

3.6. TALIDOMIDA E ANALOGOS

Testamos em paralelo a talidomida novas moléculas que foram obtidas através da
colaboragdo com o Dr. Eliezer J. Barreiro (Laboratorio de Sintese ¢ Avaliacao de Substancias
Bioativas - LASSBio, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil), conforme mostrado na Tabela 2. As
moléculas andlogas a talidomida foram sintetizadas buscando modificacdes em relagdo a

molécula original no grupamentos glutarimida (Machado ef al., 2005; Moreira et al., 2005).

Os compostos foram pesados em balanga analitica e posteriormente diluidos em DMSO
em concentracdes de 100 a 200mM, seguido de dilui¢des intermedidrias. A concentragao final

das drogas na cultura foi de 15, 30 e 100uM no meio de cultura, a talidomida (Grunenthal -
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Alemanha) foi utilizada em todos os experimentos como um parametro de comparagdo. Para
controle negativo tratamos as células com a mesma quantidade de DMSO (0,1%) que foi

aplicado nos pogos tratados com as drogas.

Nome Estrutura Observacoes
/0 Molécula original, cuja estrutura serviu como base para a criagdo
Talidomida N4Q:o dos andlogos. Sera utilizada na forma racémica em todos os
A\ (// ; experimentos, servindo como pardmetro base de atividade em

relagdo as outras moléculas.

o Analogo cujo grupamento ftalimidico foi preservado, sofrendo
/N ( ) E‘%O uma N-substituicdo por um grupamento 4-(fenilsulfonil)-

LASSBio-468 N \“/? tiomorfolina ligado em sua posicdo para. Ja foi testado em
k/ animais mostrando-se capaz de reduzir a indugdo de TNF (Lima

et al.,2002).

Molécula criada pela substituicio da glutarimida por um

o
4

N grupamento metil 2-fenoxipropanoato ligado em sua posi¢do
A\ orto. Ja foi testada in vivo, possuindo atividade similar a

CHy talidomida sobre a produg¢do de TNFa, porém um pouco mais

— efetivo que o composto LASSBio-468 (Machado et al., 2005).

(0]

hod

LASSBio0-542

(0]

Tabela-2. Compostos testados. A estrutura quimica da talidomida e dos dois compostos testados nesse trabalho ¢
mostrada, bem como uma breve descricao das alteracdes sofridas em relagéo a talidomida.

3.7. OBTENCAO DE PBMC E PURIFICACAO DE CELULAS CD4"

Obtivemos células mononucleares de sangue periférico de doadores sadios para os
testes de atividade da talidomida e andlogos, e também dos pacientes do nosso estudo para
extracdo de RNA e acompanhamento da expressdao génica. A PBMC foi obtida através da
centrifugacdo por gradiente do sangue diluido em solugdo salina sobre Ficoll-Hypaque
(Invitrogen). O sangue dos pacientes foi obtido por pungdo venosa em seringa contendo

heparina ou no caso de doadores normais, a partir de buffy coat obtido através de doagdes do
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setor de hematologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil).

A viabilidade das células foi estimada por exclusao em azul de Tripan e a contagem
feita em cAmara de Neubauer. Cerca de 2x10° células foram utilizadas para extracio de RNA.
Para as culturas, 1x10° células foram cultivadas em placas de 24 pocos a 37°C em estufa
umida com 5% de CO; por 24h em 1,0 ml de meio completo suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 100U/ml penicilina, 100pug/ml de estreptomicina ¢ 2mM de L-glutamina
(Invitrogen) e estimuladas LPS 10ng/ml (Sigma Aldrich) sendo pré-tratadas com talidomida
ou andlogos a 30uM. Os sobrenadantes provenientes das culturas foram utilizados em ensaios

de ELISA para dosagem de citocinas.

Purificamos células T CD4" para os testes das propriedades da talidomida sobre a
ativacdo de células T. As células foram purificadas através de um sistema de microparticulas
metalicas associadas a anticorpos especificos para marcadores de superficie, no caso anti-
CD4, que sao eluidas em uma coluna submetida a um campo magnético para retengao
especifica das células desejadas (Mylteni biotech). Seguindo as orientagdes do fabricante dos
kits de separagdo celular, as colunas foram lavadas para liberagdao das células ndo ligadas. A
remocdo do campo magnético, seguido da eluicdo com tampao especifico (PBS com 1% de
soro fetal bovino e 0,5mM de EDTA) libera as células que podem ser obtidas com um alto
grau de pureza. A ativagdo das células T CD4" foi feita em placas de culturas de 24 cavidades
pré-tratadas com 500ul de uma solugao salina contendo 1ug/ml de anti-CD3 (R&D systems,
EUA) por 2 horas a 37°C. Ap6s lavagem da placa com solugdo salina pura, 1x10° células

CD4" foram adicionadas na presenca da talidomida (30pM) ou ndo e incubadas por 24 horas
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em estufa imida com 5% de CO,. Apds a incubacdo prosseguimos para a extragdo de RNA

das células.

3.8. CELULAS ENDOTELIAIS E ANGIOGENESE

A obtengdo das células endoteliais de veias de cordao umbilical (HUVEC) foi feita pelo
LabAngio - laboratério da angiogénese e biologia da célula endotelial do Departamento de
biologia celular - UERJ, chefiado pela Dra Veronica Morandi. Estas células foram utilizadas
para avaliacdo do potencial anti-angiogénico da talidomida e do andlogo LASSBio-542, ¢
foram obtidas através do tratamento de veias umbilicais humanas com uma solu¢ao estéril de
colagenase IV 0,1% (Sigma - EUA) em PBS rico em glicose (Merck - EUA), conforme
método descrito originalmente por Jaffe e al (1973). Com excecao do soro fetal bovino (SFB,
Cultilab, Brasil) e do M199/HEPES (M199, Sigma), todos os suplementos da cultura de
células sdo da Life Technologies do Brasil. As células primarias foram cultivadas em
M199/HEPES suplementadas com 20% de SFB 2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de
penicilina, 2,5 pg/ml anfotericina e 100 pg/ml gentamicina. As HUVECs foram mantidas a
37°C, em atmosfera umida com 5% de CO, até atingirem a confluéncia, e entio repicadas
com tripsina-EDTA 0,025% e imediatamente usadas nos experimentos descritos neste

capitulo.

Para testar o papel da talidomida e de seu andlogo sobre a proliferagdo e viabilidade das
HUVECs, 10x10° células foram plaqueadas por 24 horas em placas de 96 pocos, ainda ndo
confluentes e posteriormente foram tratadas com a talidomida ou andlogo nas concentragdes
de 10 e 30 uM durante 48 horas. A proliferacao das células endoteliais foi medida através da

técnica de MTS (Franklin et al., 2003; Lee et al., 2005). Uma curva padrdo com células
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plaqueadas na faixa de 1x10° a 20x10° células nas ultimas 3 horas do experimento serviu para
quantificagdo da densidade celular. A técnica ¢ descrita em detalhes no item que trata dos

testes de citotoxicidade.

Para verificagdo do potencial anti-angiogénico das drogas, foi necessario preparar as
placas de cultura de 96 pogos aplicando 30uL de matrigel (B&D) gelado, seguido da
incubacdo por pelo menos 30 minutos a 37°C para polimerizacdo do matrigel. As células
foram pré-incubadas por 30 minutos com a talidomida e o andlogo 542 numa concentragao de
30uM ou somente com o solvente DMSO a 0,1%, sendo semeadas em duplicata sobre os
pocos contendo matrigel. Apos 8 horas de serem semeadas (40x10° células por poco), as
HUVEC, previamente tratadas com matrigel, se organizam formando estruturas tubulares
compativeis com o processo de angiogénese, podendo ser visualizadas em microscopio
invertido (Nikon, Japao). A redug¢do da formacao dessas estruturas indica o potencial anti-

angiogénico do composto testado.

Para avaliar se a talidomida e o andlogo LASSBi0-542 interferem na ativagdo de células
endoteliais pela citocina pro-inflamatéria TNF, pré-incubamos as células (5x10° por pogo)
semeadas héa 24 horas em placas de 6 pogos com a talidomida ou o andlogo na concentragdo
de 30uM. Apos 30 minutos, foram adicionados 10ng/ml de TNF recombinante humano (R&D
systems) e as células foram incubadas por 3 horas. Apds remocdo do meio de cultura das
placas, adicionamos 1 ml de trizol e transferimos para um microtubo livre de RNAse para

posterior extracdo de RNA, conforme descrito anteriormente.
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3.9. ELISA

A avaliacdo do efeito da talidomida e seus analogos sobre a produgdo de citocinas in vitro
pelas células no sobrenadante das culturas foi realizada por ELISA conforme orienta¢des do

fabricante do kit (R&D Systems).

Os sobrenadantes de PBMC foram diluidos na proporc¢ao de 1:5 com o diluente do kit para
a dosagem de TNF, ja que a curva padrao do kit cobria a faixa de 15,625 a 1.000 pg/ml e a
quantidade maxima esperada ndo superava 5.000 pg/ml ap6s estimulo com 10ng/ml com
LPS. Para a dosagem de IL-10, os sobrenadantes foram diluidos na proporcao de 1:2 com o
diluente do kit, a faixa da curva padrao era de 31,25 a 2.000 pg/ml e a quantidade maxima

esperada nas amostras nao superava 4.000 pg/ml apods estimulo com LPS.

A leitura das placas foi feita utilizando o leitor de ELISA SpectraMax 190 (Molecular
Devices, EUA) e os dados analisados utilizando o software SoftMax Pro 4.0 (Molecular
Devices). Devido as diferencas no potencial de producao de citocinas apresentado por cada
doador, os resultados sdao exibidos no formato de percentual de producdo de citocinas

conforme normaliza¢ao descrita nos resultados.

3.10. ATIVACAODE NF-KB

Para avaliar o efeito da talidomida e seus andlogos na ativacao de NF-xB pelo TNF, as
PBMC (2x10%ml) foram pré-incubadas por 30 minutos na presenca das drogas na
concentracdo de 30 uM, seguido do estimulo com 10ng/ml de TNF recombinante por mais 30

minutos até a extracao de proteinas nucleares. Para evitar a aderéncia das células e facilitar a
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transferéncia para tubos de forma rapida, estes experimentos foram feitos com as células

incubadas em cubetas de teflon.

A extracdo de proteinas nucleares procedeu-se apds lavagem das células com PBS
gelado, centrifugando-as a 800 xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 400 pLL de Tampao A (10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1
mM EDTA, 0,1 mM EGTA, ImM DTT, 0,5 mM PMSF). Os tubos foram gentilmente
homogeneizados e incubados por 15 minutos em banho de gelo. Ap6s o periodo de incubagdo,
foram adicionados 25 pL da solucdo de Nonidet P-40 10% (NP-40) e os microtubos foram
agitados vigorosamente durante 10 segundos. As células foram centrifugadas durante 1
minuto a 13000 xg, ressuspensas em 50 uL de Tampao C (20 mM Hepes pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) e, em seguida, colocadas em plataforma de
agitacdo a 4°C, por 15 minutos. Apos esse periodo de agitacdo o extrato nuclear foi centrifugado a
13.000 xg, durante 5 minutos, a 4°C e o sobrenadante obtido foi coletado e acondicionado em

aliquotas a —80°C. Uma pequena aliquota destes extratos foi usada para dosagem de proteinas pelo

método de Bradford.

Para o ensaio de alteragdo de mobilidade eletroforética (EMSA, eletroforetic mobility
shift assay), incubamos 10 pg do extrato de proteinas nucleares obtido com a sonda consenso
para NF-xB e 2pg de poli dI-dC em 25ul de tampao de ligacdo [10 mM Tris HC1 (pH 7.5),
75mM KCI, 5SmM MgCI2, ImM DTT, 1mM EDTA, 12.5% glicerol e 0.1% (vol x vol)
Triton-X 100], a temperatura ambiente por 30min. Utilizamos cerca de 40 pCi da sonda
consenso para NF-kB (5’- GGGACTTTCC -3°), marcada radioativamente com P*%. Apos 30
min acrescentamos 2,5l de tampdo de carreamento [250mM Tris-HCI (pH 7,5), 0.2% azul de

bromofenol, 0.2% xileno cianol e 40% glicerol] e as amostras foram analisadas por
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eletroforese em gel de poliacrilamida a 4% ndo desnaturante. A visualizacdo das bandas foi

feita por autoradiografia.

3.11. CITOTOXICIDADE E PROLIFERACAO

No intuito de investigar o potencial citotoxico da talidomida e seus andlogos sob PBMC e
HUVEC foi utilizado o teste MTS (Promega). As cé¢lulas viaveis metabolizam o MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-carboximethoxiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2H-tetrazoélio), que na
presenca de metosulfato de fenazina (PMS) produz um produto soltvel em dgua — formazan —
que possui absorbancia méaxima em 490-500 nm em PBS. Os ensaios foram realizados em
placas de 96 cavidades, onde as cé¢lulas plaqueadas em um volume final de 100ul de meio de
cultura, na presenga ou auséncia das drogas em vdrias concentracdes. As células foram
mantidas em cultura nas mesmas condi¢des dos outros experimentos por 48 horas. O meio de
cultura foi entdo trocado (para evitar possivel interferéncia das drogas com a leitura
espectrofotométrica posterior) por meio de cultura RPMI-1640 para PBMC ou MCDB-131
para HUVEC, ambos sem soro e antibidticos acrescidos de 10% da solugdo de MTS,
incubado por mais 3 horas e lido em um aparelho leitor de ELISA a 490 nm. Uma curva
padrdo de 10x10° a 50x10° células por poco também foi feita para ajudar a interpretar os

resultados de proliferacdo celular.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos dois testes diferentes para cada situagdo estudada neste trabalho, as
diferengas estatisticas foram verificadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 4.0
(Graph Pad software, EUA). Para testar a diferenca entre a expressdo génica dos grupos de

biopsias em duas situagdes diferentes (diagnostico x reagdo ou reagdo X tratamento),
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utilizamos o teste pareado ndo paramétrico Wilcoxon signed rank test considerando
significativos valores de p<0,05. Nos demais experimentos in vitro, a diferenga entre os
percentuais de expressdo génica, de producdo de citocinas ou ativacdo de NF-kB mediante os
diferentes tratamentos foram testadas contra o valor hipotético de 100% através do teste One

sample t test, considerando significativo o valore de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. EXPRESSAO GENICA EM LESOES DE ENL APOS TRATAMENTO COM TALIDOMIDA

Um total de oito pacientes do sexo masculino que desenvolveram o quadro de ENL,
tratados com talidomida e acompanhados no ambulatério Souza Aratjo - FIOCRUZ-RJ foram
avaliados. Em todos os casos estudados, acompanhamos o intercurso de reacdo e tratamento

durante o primeiro quadro de ENL apresentado por cada paciente.

O diagnostico do ENL foi realizado através da avaliacdo clinica dos pacientes e
posteriormente confirmado por analise histopatologica. Por se tratar de uma emergéncia
médica, o tratamento com Talidomida foi iniciado baseado apenas no diagnostico clinico. Os
sintomas sistémicos, o mal estar geral do paciente associado ao diagnéstico prévio de
hanseniase multibacilar e as lesdes na pele caracteristicas do ENL sdo indicativos para o
inicio do tratamento. No entanto, os casos nos quais o ENL ndo foi confirmado por andlise
histopatologica foram descartados deste estudo. As biopsias das lesdes de pele foram
coletadas no dia do diagnostico clinico e apds uma semana de tratamento com talidomida. Em
todos os casos os pacientes receberam 300mg por dia de talidomida, o tempo de tratamento
até a remissdo completa dos sintomas se estendeu por mais de um més em todos os casos. A
maioria dos pacientes desenvolveu pelo menos mais de um episddio reacional, havendo a
necessidade, em alguns casos, de receber novos ciclos de tratamento com talidomida e o uso
de prednisona. Na tabela a seguir sdo mostradas de forma resumida as caracteristicas de cada

caso estudado, no momento do diagndstico e apos tratamento (Tabela 3).

ApoOs a obtengdo das biopsias, estas foram congeladas em nitrogénio liquido até o

momento onde foram processadas em Trizol para extracdo de RNA e subseqiiente sintese de
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cDNA. Avaliamos por PCR em tempo real, através do sistema “Tagman” a expressao de
diversos genes relacionados ao sistema imune. Porém, esta analise ndo pode ser realizada de
forma completa em todos os casos em virtude da limitagdo de material obtido. Os resultados

-ACT
2

sdo expressos na forma do logaritmo da razao entre os valores de obtido na bidpsia apos

e antes do tratamento. Os genes cuja expressao foi avaliada sinalizavam para:

1) Citocinas - IL-10, IL-1pB, IL-2, VEGF-A, fator de crescimento transformante
(TGF)B, TNF e IFNy;

i1) Quimocinas - quimiocina regulada por ativacdo expressa e secretada por
células T normais RANTES/CCLS, IL-8, proteina de 10kDa induzivel por
I[FNy (IP-10/CXCL-10), proteina inflamatéria de macrofagos (MIP-

1a/CCL3), proteina quimiotatica de macrofago (MCP-1/CCL2) e o receptor -

CCRS;

1i1) Enzima COX-2, envolvida com a sintese de prostaglandinas;

1v) Fator de transcri¢ao caracteristico de células T regulatorias - forkhead box p3
(Foxp3).

De uma forma geral, foi observado que 3 genes sofreram alteragdes significativas apos
tratamento com talidomida: IL70, TNF e CCRS5. A interleucina-10 (IL-10) ¢ reconhecida pelas
suas propriedades antiinflamatorias por inibir a ativacdo e funcdo efetora de células T,
monocitos, macrofagos e células dendriticas. As principais fontes de IL-10 sdo os macrofagos
e as células Th2. Atualmente a acdo da IL-10 sobre a diferenciacdo e regulacdo da atividade
das células T reguladoras ¢ bastante discutida. A atividade da talidomida sobre a producdo de
IL-10 ja foi descrita por alguns grupos, mostrando a sua capacidade de aumentar a produgao

desta citocina (Calabrese et al., 2000). Analisando as bidpsias de lesdes de pele nos pacientes
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apos tratamento com talidomida verificamos um aumento na expressao do RNAm para IL-10

em 7 dos 7 casos avaliados (Wilcoxon signed rank test p<0,05) (Figura 8).

Forma Sintomas - Reacao / Tratamento
Paciente | ¢Jinica | Idade | Dose | Inicio dos
PQT | Sintomas _
Sistémico Lesoes Mal-estar Febre [Edema* Outros
geral
1 LL 30 8 25 dias +/- in?éﬁis d/as +/- +/- -/- | Queixas visuais +/ -
2 LL 45 ’2rn 5 dias -/- . atwa,S/ -/- -/- +/- | Parestesia+/-
pos-alta involuidas
Nao ativas / Parestesia + / +
3 LL 30 0 relatado +i- involuidas +- /- -/ Artralgia +/ -
ativas / Parestesia +/ -
4 LL 33 0 2 anos +/ - involuidas +/- +/- -/- | Artralgia +/-
Adenomegalia + / -
Parestesia + / -
\ Nao ativas / Artralgia +/ -
5 LL 30 2 relatado + - involuidas +i- +- -/~ Orquite +/ -
Adenomegalia + / -
Parestesia +/ +
a . o ativas / Artralgia +/ +
6 LL 28 3 7 dias i+ involuidas i LR B Orquite +/ -
Adenomegalia +/ +
7 LL 22 p(')zr;ll ta 2 meses +/- inaj;YSisd;s -/- -/- -/- | Adenomegalia +/ -
8 BL 33 9* 7 dias +/+** ativas / +/+ +/- +/+ ?uelxas v
involuidas .
Adenomegalia +/ -

Tabela 3. Resumo clinico dos pacientes estudados. Todos os casos de ENL foram confirmados através de analise
histopatologica das bidpsias. O sinal “+” indica a presenca do sintoma e o sinal “- *“ indica a sua auséncia, sendo
que a barra separa 0s momentos antes € apos o tratamento. Todos os pacientes eram do sexo masculino, foram
avaliados clinicamente no momento do diagnostico e ap6és uma semana de tratamento com 300 mg/dia de
talidomida. As lesoes reacionais se apresentam em forma de nodulos doloridos. A redugdo dos nodulos e da dor
¢ indicativa de melhora das lesdes. * O tipo de edema citado na tabela ndo compreende edema sistémico, nestes
casos o edema se apresenta principalmente nos membros periféricos ¢ grandes articulagdes. ** Este paciente
alcangou melhora dos sintomas de forma lenta, e obteve a remissdo completa apos 30 dias de tratamento com
talidomida. PQT- poliquimioterapia para multibacilares.

Em 7 dos 8 casos testados, a expressao do gene para TNF mostrou-se aumentada nas
biopsias de lesdo apdés uma semana de tratamento com talidomida, sendo estatisticamente
significativo (Wilcoxon signed rank test p<0,05) (Figura 8). Trabalhos do nosso préprio grupo
ja& demonstraram a importancia do TNF no ENL, inclusive a reducdo da sua expressao em

biopsias de pele apos tratamento com talidomida (Moraes et al., 2000); contudo, algumas
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diferengas entre as metodologias aplicadas devem ser levadas em conta, uma vez que neste
outro trabalho somente a parte da derme de 3 casos foi testado por RT-PCR convencional.
Outros grupos ja demonstraram que a talidomida ¢ capaz de levar a0 aumento na produgdo de
TNF em outros modelos, como no caso de sangue total estimulado por LPS ou na co-
estimulagdo de células T CD8" (Haslett ez al., 2005), podendo justificar este aumento na

expressdo de TNF na maioria dos casos.

6
)
5
4 k k % .
3
. N .
2 L] (] ° b4 L]
L] ° Y
1 °
. o .
. . . . .

0] 82 35 :0 e ) ': %e° _: s - s . :Q.' o ° L)

. . .. o .. ® ':. 0 o e °
1 . .

°®
-2
.
3 .
-4
-5
-6 ° (X )
7
IL-10 TNF CCR5 CCL-5 IFN IL-2 TGFB FOXP3 IL-1B COX-2 VEGF IL-8 MCP-1 IP-10 MIP-1o

Figura-8. Razdo entre os niveis de expressdo gé€nica nas bidpsias apés 7 dias de tratamento com talidomida
300mg/dia e no momento do diagndstico do ENL. Os pontos acima do eixo x indicam uma expressdo génica
maior apos o tratamento. Os resultados foram obtidos por PCR em tempo real, utilizando conjuntos de primers e
sondas desenhados para o sistema Tagman. O gene enddgeno utilizado nos testes foi 0 GAPDH, e os niveis de
expressdo génica foram obtidos pela equagio 2-*“" sendo os resultados expressos como logaritmo da razdo.
(* Wilcoxon signed rank test, p<0,05).

Outro gene que se mostrou aumentado nas lesdes dos pacientes tratados com
talidomida por uma semana foi o receptor de quimiocina CCRS. Em 6 dos 7 casos estudados,
verificamos maiores niveis de expressdo para o seu RNAm (Wilcoxon signed rank test
p<0,05). Este receptor € expresso em células T ndo ativadas, nas de memoria e também nas
efetoras, sendo que os monoécitos, macréfagos e células dendriticas imaturas também
apresentam a expressdo desse receptor (Appay et al., 2001; Geginat et al., 2001; Sallusto et
al., 1999). As principais quimiocinas ligantes de CCRS sdo: MIP-10/CCL3, MIP-1B/CCL4 e

RANTES/CCLS5 (Hancock et al., 2003; Loetscher et al., 1998). Embora a expressdo de CCR5
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em cé€lulas T esteja relacionada com a migragao de cé€lulas para sitios de inflamagao, como no
caso da artrite reumatoide (Hancock et al., 2003; Loetscher et al., 1998), onde diversos dos
seus ligantes estdo presentes em altos niveis, também esta relacionado com a migracao de
células T regulatorias CD4 CD25" para locais onde hia uma supressio da resposta imune
efetora (Kallikourdis et al., 2007; Yurchenko et al., 2006). A quimiocina CCL-5, também
conhecida como RANTES, que ¢ um dos principais ligantes de CCRS5 também foi avaliada

em nossos estudos, estando aumentada em 5 dos 7 casos avaliados (Figura 8).

Em 6 dos 7 casos avaliados, foram detectados niveis maiores de expressdo génica de
IFNy nas bidpsias ap0s tratamento com talidomida. O IFNy é produzido principalmente por
células T CD4", CD8" e NK ativadas, possuindo a capacidade de ativar células apresentadoras
de antigenos, tais como macréfagos e células dendriticas. Contudo, a sua participagdo ¢
importante no processo de diferencia¢do de células T reguladoras, dependendo do contexto
em que ele ¢ produzido e da presencga de outras citocinas, tais como TGFp e IL-2 que também
foram avaliadas (Fontenot et al., 2005a). Em 4 dos 5 casos avaliados, a expressao de IL-2 foi
encontrada aumentada apds uma semana de tratamento com talidomida, sendo que em dois
casos os niveis durante o ENL eram indetectdveis. Os niveis de expressdo para a citocina
TGFP foram maiores em 3 dos 6 casos avaliados, sendo que em 1 caso sua expressiao ndo foi

detectada nem antes nem apos tratamento e em outros dois observamos uma redu¢do (Figura

8).

A expressao do fator de transcrigdo Foxp3, caracteristico das células T reguladoras, foi
encontrado aumentado em 4 das 7 amostras testadas, sendo que em um dos casos o nivel de
expressao de Foxp3 apods o tratamento foi indetectdvel. Aparentemente, o Foxp3 age
estabelecendo e mantendo o programa genético da célula T regulatoria (Treg), funciona como

um regulador negativo da ativagdo de células T e talvez como “efetor” transcricional de
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programas de citocinas anti-inflamatérias (Fontenot ef al.,, 2005b). A inducdo da sua
expressao ¢ dependente de IL-2, TGFp, [FNy, entre outras e a identificagdo da sua expressao
em células CD4" que também estejam expressando altos niveis de CD25 ¢ util para a
caracterizacdo de células T regulatdrias (Fontenot et al., 2005b).

Dentre os genes que nos estudamos verificamos que alguns deles tiveram sua
expressdo reduzida nas lesdes apds o tratamento com a talidomida. A citocina pro-
inflamatoria IL-1B compartilha diversas fungdes com o TNF, tais como ativagdo de células
endoteliais e linfocitos, embora nao seja estruturalmente correlacionada. Em 4 das 5 bidpsias
estudadas pos tratamento com talidomida a expressdo da IL-1P estava menor do que no
momento da reagdo, o que demonstra que a talidomida exerce realmente uma agdo
antiinflamatéria embora nao observassemos reducao na expressao de TNF (Figura 8).

Outro marcador inflamatorio incluido em nosso estudo, o qual sua modulagao negativa
pela talidomida ja era conhecida, foi a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), responsavel pela
sintese de prostaglandinas e que também esta envolvida com a angiogénese de tumores. Em
todos os 5 casos avaliados a expressdo de COX2 estava reduzida apos uso da talidomida. A
citocina VEGF-A, que ¢ capaz de levar a ativagdo endotelial e esta correlacionada com a
angiogénese também foi avaliada nas biopsias. Dos 8 casos avaliados para a expressdo de
VEGFA, 2 deles ndo apresentaram alteracdo tanto antes como apos o tratamento € em 5 casos
observamos a redu¢do com o uso da talidomida (2 casos com uma leve redugdo) e 1

aumentou.

A expressdao de algumas quimiocinas nas bidpsias também foi avaliada, tentando
entender se a redu¢do de algumas delas poderia estar correlacionada com a remissao dos
sintomas do ENL. Dentre as quimiocinas estudadas, ndo observamos nenhuma alteracao que

fosse uniforme na maioria dos casos, embora ndao perca o seu significado biologico. A
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expressao da quimiocina IL-8, que pode ser produzida por uma enorme variedade de células
(mondcitos, linfocitos, células do endotélio ou epitélio e fibroblastos) sendo um potente
ativador de neutrofilos e possui atividade pro-angiogénica, bem como a expressdo da
quimiocina MCP-1, que € um potente fator quimiotatico dos macréfagos, foram avaliadas. Em
4 dos 7 casos avaliados, a expressdo de IL-8 foi reduzida, ja a expressao de MCP-1 esteve
reduzida em 3 dos 7 casos. As quimiocinas IP-10 e MIP-la também foram avaliadas,
reduzindo em 4 de 7 e 3 de 6 casos, respectivamente. A IP-10 ¢ induzida por IFNy, produzida
por células endoteliais, fibroblastos e macrofagos. Age atraindo e ativando macrofagos,
células endoteliais, células dendriticas, células T e NK. A MCP-1a ¢ produzida por varios
tipos celulares e na pele pode ter as mesmas fontes que a IP-10. A sua atividade

quimioatratora ¢ bastante seletiva para monocitos e nao age sobre neutrofilos.

Ap0s esta analise geral dos resultados o perfil clinico de cada paciente foi avaliado
(Tabela 3). O paciente 1 apresentou um quadro de sintomas sistémicos, porém nao muito
acentuados, apresentando principalmente febre e mal-estar geral por 25 dias que regrediram
apo6s o uso da talidomida. Os nddulos cutaneos decorrentes do episodio reacional deixaram de
ser doloridos e reduziram de tamanho apos o tratamento. Conforme visto na Figura 9, apds o
tratamento com talidomida verificamos haver um aumento na expressdao de IL-10, TNF,
CCRS, CCL5, IFN, IL-8, MCP-1, IP-10 e MIP-10. Neste caso ndo testamos a expressdo de
IL-2, TGFB e COX-2. Verificamos uma reducdo na expressdo de Foxp-3 e VEGF-A na

biopsia apds tratamento. Neste paciente ndo testamos a expressao génica na PBMC.
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Figura-9. Perfil de expressdo génica das bidpsias de pele do paciente 1 apds tratamento com talidomida em
comparagdo as biopsias obtidas no diagndstico da reagio.

O paciente 2 praticamente ndo apresentou sintomas sistémicos, apresentando-se ao
servico médico apds 5 dias do inicio do aparecimento dos nodulos doloridos pelo corpo. Foi
verificado na avaliagdo clinica que o mesmo apresentava parestesia nos pés e edema nas maos
e nos pés. A parestesia ¢ um indicativo de comprometimento de nervos periféricos devido a
inflamagdo e neste caso deve ser encarado como uma emergéncia médica ja que este tipo de
comprometimento pode levar a incapacitacdo do individuo mesmo sem apresentar os sintomas
sistémicos classicos. Este paciente respondeu prontamente ao tratamento com 300 mg/dia de
talidomida, obtendo a regressdo das lesdes e remissdo dos outros sintomas em uma semana,
no entanto voltou a apresentar por varias vezes sintomas semelhantes apds a interrupgdo da
talidomida. Usualmente a talidomida passa a ser administrada em doses menores apds um més
de tratamento, quando héd remissdo dos sintomas, usualmente 100 mg/dia por mais duas
semanas ¢ a mesma dose em dias alternados por mais duas semanas. Verificando a expressao
génica nas bidpsias desse paciente, observou-se um aumento na expressao dos genes para IL-
10, TNF, CCRS, IFNy, TGF-B, Foxp-3 e MCP-1. O fator de crescimento VEGF e a
quimiocina IP-10 apresentaram uma expressdo gé€nica menor apés o tratamento, porém em
pequena extensdo e a quimiocina IL-8 manteve sua expressdo praticamente inalterada (Figura
10A). Neste paciente também analisamos a expressdo génica nas PBMC isoladas.

Verificamos entdo que a expressdo de IL-10, IL-2 e Foxp3 estavam maiores apds o
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tratamento, e a expressdo de TNF e IFNy apresentaram-se menores nas células mononucleares

do sangue desse paciente (Figura 10B).
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Figura 10. Perfil de expresséo génica do paciente 2 apds tratamento com talidomida em comparagdo ao momento
do diagnéstico da reagdo. A- expressdo génica nas bidpsias. B- expressdo génica nas PBMC recém isoladas.

O paciente 3 apresentou-se ao servigo médico do ambulatério Souza Aratijo quando
foram verificados sintomas relacionados ao ENL, tais como mal-estar geral, febre, artralgia,
parestesia e nodulos doloridos pelo corpo, principalmente nos membros superiores e
inferiores. Este paciente ainda ndo havia recebido o diagnostico para hanseniase, ndo tendo
ainda recebido o tratamento especifico. Apds a confirmacdo do diagndstico para hanseniase e
da reagdo do tipo II, este paciente comecou a receber o tratamento poliquimioterapico e
talidomida a 300 mg/dia. Os sintomas sist€émicos regrediram logo apés inicio do tratamento
com talidomida, sendo as lesdes reacionais involuidas ap6s uma semana. O Unico sintoma que
ainda se manteve foi a parestesia, inclusive apds um més de tratamento com talidomida,

provavelmente devido ja a alguma lesdo mais séria dos nervos periféricos. Durante a
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poliquimioterapia o paciente voltou a apresentar novos quadros de ENL. O perfil de expressao
génica analisado nas bidpsias, antes e apds o tratamento, indicou aumento da expressdo para
TNF, IFNy, IL-2, TGFB, FOXP3, IP-10 e MIP-1a. A expressdo de IL-10 ficou praticamente
inalterada, sofrendo um leve aumento. Os genes para CCR5, CCL5, IL-1B, COX-2, VEGF-A,
IL-8 e MCP-1 estiveram menores apés uma semana de uso de talidomida nas bidpsias de
lesdes em regressdo (Figura 11A). Na PBMC deste paciente encontramos o aumento para IL-

10, TNF, IFNy, IL-2 e Foxp3 (Figura 11B).
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Figura 11. Perfil de expressdo génica do paciente 3 apds tratamento com talidomida em comparagdo ao momento
do diagnoéstico da reagdo. A- expressdo génica nas biopsias. B- expressdo génica nas PBMC recém isoladas.

O quarto paciente analisado, também ainda ndo havia comecado o tratamento
poliquimioterapico antes de apresentar o sintoma de reacdo, sendo que relata ter sintomas
correlacionados ao episodio reacional a cerca de 2 anos. Os sintomas verificados pelo servigo
médico foram febre, mal-estar geral, artralgia, adenomegalia, parestesia e nédulos doloridos

por diversas partes do corpo. As lesdes nodulares regrediram com uma semana do tratamento
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com talidomida, bem como todos os outros sintomas relatados. Apds o inicio do tratamento
especifico para hanseniase multibacilar este paciente voltou a apresentar novos quadros de
ENL. Este paciente, apds o tratamento, apresentou na bidpsia em regressdo aumento na
expressdo dos genes para IL-10, TNF, CCRS e CCLS. Observamos uma expressiva reducio
na expressdo génica para VEGF-A acompanhada da reducdo na expressio de IFNy, IL-2,
TGFB, Foxp3, IL-1p, COX-2, IL-8, MCP-1, IP-10 ¢ MIP-1a ap6s o tratamento (Figura 12A).
Nas PBMC deste paciente verificamos a reducdo na expressdo para IL-10 e aumento na

expressao para TNF, IFNy, IL-2 e Foxp3 (Figura 12B).
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Figura 12. Perfil de expressdo génica do paciente 4 apds tratamento com talidomida em comparagdo ao momento
do diagnéstico da reagdo. A- expressdo génica nas biopsias. B- Expressio génica nas PBMC recém isoladas.

Durante a avaliagdo clinica do paciente 5 que apresentou sintomas reacionais apos a
quinta dose de PQT, foi constatado que além das lesdes nodulares eritematosas dolorosas
classicas do ENL, o paciente apresentava mal-estar geral, febre, parestesia, artralgia,
adenomegalia e orquite. A avaliagdo clinica apds uma semana de tratamento com a talidomida

demonstrou que houve uma remissdo dos sintomas, incluindo a regressdo da orquite (quadro
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de inflamagao testicular, que pode levar a esterilidade do paciente) e das lesdes de pele que se
apresentaram involuidas, sem aparecimento de novas lesdes. A andlise da expressdo génica
nas biopsias demonstrou que apds o tratamento foram encontrados niveis maiores na
expressdo dos genes para IL-10, TNF, CCRS5, CCLS, IFNy, IL-2, Foxp3 e das quimiocinas
MCP-1, IP-10 e MIP-1a (Figura 13A). A expressdo de IL-2 ndo foi detectada na bidpsia
reacional sem tratamento, sendo utilizado um valor de expressdo arbitrario (menor do que o
obtido em todas as andlises) para poder fazer a relagdo entre antes e depois do tratamento de
forma que ficasse indicado no grafico que houve um aumento. A expressdo génica para
TGFp, IL-1B, COX-2 e IL-8 apresentavam-se em menores niveis apOs o tratamento com
talidomida, enquanto que para VEGF-A foi detectada uma reducdo praticamente
imperceptivel. Nas PBMC verificamos aumento na expressao génica para IFNy, IL-2 e Foxp3

seguido de redug@o na expressdo para TNF e IL-10 apds o tratamento (Figura 13B).
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Figura 13. Perfil de expressdo génica do paciente 5 apds tratamento com talidomida em comparagdo ao momento
do diagnéstico da reagdo. A- expressdo génica nas bidpsias. B- expressdo génica nas PBMC recém isoladas.
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Dos casos estudados dois ndo sofreram uma remissdo completa dos sintomas
sistémicos apds uma semana de tratamento com talidomida - os casos 6 ¢ 8. O caso 6
apresentou maiores complica¢des sistémicas, sendo o unico em que houve a necessidade de
internagdo durante o tratamento; porém, o uso da talidomida ndo deixou de ser eficaz apesar
da resposta lenta que possivelmente ocorreu devido a forma aguda em que o quadro reacional
se apresentou. Este paciente apresentou mal-estar geral, febre, edema, parestesia, artralgia,
orquite e adenomegalia. Apos uma semana de tratamento com 300 mg/dia de talidomida, os
sintomas sistémicos reduziram de intensidade; porém, ndo houve uma remissdo completa, as
lesdes de pele ja se apresentavam involuidas em sua grande maioria e o quadro de orquite ja
havia regredido. Verificando o perfil de expressdo neste caso vemos que o paciente 6 foi o
que apresentou os maiores niveis de expressdo génica para TNF, IL-10 e CCRS nas bidpsias
apos o tratamento com talidomida. A expressdo de CCLS, IFNy, IL-2, TGFp, Foxp3 e MCP-1
também estavam aumentadas (Figura 14). Contudo, verificamos a reducdo na expressdo dos
fatores pro-inflamatorios e pro-angiogénicos IL-1p, COX-2, VEGF e IL-8. Neste caso a

expressdo génica das PBMC nio foi avaliada.
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Figura 14. Perfil de expressdo génica das bidpsias de pele do paciente 6 apods tratamento com talidomida em
comparag@o as bidpsias obtidas no diagnostico da reagao.

O sétimo paciente apresentou pouco comprometimento sistémico, apresentando além

das lesdes nodulares dolorosas somente adenomegalia. O inicio dos sintomas foi relatado
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cerca de um més ap6s a alta do tratamento poliquimioterapico, sendo que o paciente ainda
demorou dois meses até procurar atendimento médico. O uso da talidomida neste paciente fez
com que as lesdes reacionais regredissem juntamente com a adenomegalia. Neste paciente
verificamos aumento na expressao génica para IL-10, TNF, CCRS5, CCL5, IFNy, VEGF-A e
IL-8 (Figura 15A). A expressdo génica para Foxp-3 ndo foi detectada apds o tratamento,
sendo indicado no grafico somente de forma ilustrativa que o seu RNAm foi detectado em
pequena quantidade na reagdo e foi indetectavel apds o tratamento, mesmo apds repetigdes
das reacdes de PCR. As quimiocinas MCP-1, IP-10 e MIP-1a estavam com uma expressiao
génica menor na biopsia de lesdo em regressdo. Nestas biopsias ndo testamos a expressdo de
IL-2, TGFB, IL-1B e COX-2. Nas PBMC deste paciente encontramos a expressao génica de
IL-10, IFNy e IL-2 reduzidas, e a expressdo para TNF e Foxp3 estava aumentada apds o

tratamento (Figura 15B).
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Figura 15. Perfil de expresséo génica do paciente 7 apds tratamento com talidomida em comparagdo ao momento
do diagnoéstico da reagdo. A- expressdo génica nas biopsias. B- expressdo génica nas PBMC recém isoladas.
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O paciente 8 apresentou diversos sintomas sistémicos; porém, diferente do paciente 6
que também ndo apresentou melhoras sistémicas completas apds o uso da talidomida, ndo
precisou sofrer internagdo hospitalar. Este paciente, apos a nona dose da poliquimioterapia,
relatou que comegou a apresentar os sintomas da reagdo por 7 dias antes de procurar o servigo
médico, quando foi verificado que o mesmo apresentava mal-estar geral, febre, edemas,
queixas visuais e adenomegalia. Verificando a situag@o clinica deste paciente ap6s o uso da
talidomida, foi observado melhora da febre e auséncia das queixas visuais. As lesdes
reacionais se apresentavam em regressdo. Os outros sintomas regrediram de forma um pouco
mais lenta que nos outros casos, regredindo completamente apds um més de tratamento com a
talidomida. O perfil de expressdo génica observada quando comparamos a bidpsia de uma
lesdo em regressdo devido ao uso da talidomida com uma bidpsia de lesdo ativa antes do
tratamento, indica que houve uma redugdo na expressdo de TNF, COX-2, TGFB, VEGF e
aumento na expressdo de IL-2. Os demais genes ndo foram testados nesse paciente, bem como

a expressdo génica nas PBMC.
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Figura 16. Perfil de expressdo génica das bidpsias de pele do paciente 8 apods tratamento com talidomida em
comparag@o as bidpsias obtidas no diagnostico da reagao.

4.2. TALIDOMIDA E ATIVACAO DE CELULAS T

Algumas das propriedades co-estimulatdrias da talidomida sobre a ativag@o de células

T via TCR (CD3) j& foram descritas, tais como aumentar a proliferagdo mediada por IL-2 e
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producdo de IFNy, principalmente em células CDS8" ndo deixando de ter efeitos sobre as
células CD4" (Haslett et al., 1998). Ja foi descrito que a talidomida aumenta a expressdo de
Foxp-3 nas células mononucleares de sangue periférico (PBMC) em pacientes durante o
tratamento do ENL. Outro estudo descreveu o papel imuno-estimulatério da talidomida
(Haslett et al., 2005).

Nos casos estudados foi avaliada a expressdao génica nas PBMC de 5 pacientes, no
momento da reagdo e apos tratamento com talidomida. Verificamos a expressao de FOXP3,
IFNy, IL2 e IP10. Os niveis de expressdo génica para FOXP3 estavam aumentados em todos
os casos e foi estatisticamente significante (P<0,05 Wilcoxon signed rank test), confirmando
os dados ja publicados. Os niveis de expressao de /FNy estavam aumentados em 3 dos 5 casos
(com um leve aumento em um dos casos), I[L-2 nos 3 casos testados e I[P-10 em 4 de 5 casos
estudados. A IP-10 ¢ uma quimiocina induzida por IFNy e pode refletir realmente a

sinalizagdo positiva por esta via nas células que constituem a PBMC. (Figura 13).
A
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Figura-17. Niveis de expressdo génica encontrados na PBMC no momento do diagnostico do ENL e apds 7 dias
de tratamento com talidomida 300mg/dia. Os resultados foram obtidos por PCR em tempo real ¢ o gene

endogeno utilizado nos testes foi o GAPDH, sendo os seus valores de CT subtraidos dos valores obtidos para os
genes FOXP3 (A), IFNy (B), IL2 (C) e IP10 (D). *(P<0,05 Wilcoxon signed rank test).
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Tendo estes indicios in vivo, associados aos achados de expressdo génica das bidpsias
de pacientes que desenvolveram ENL que foram tratados com talidomida, fomos analisar
células CD4" purificadas, ativadas por 24 horas com anti-CD3 imobilizado em placas de
cultura na presenca ou nao da talidomida. A ativagdo via anti-CD3 levou ao aumento na
expressao do gene para IL-2 apds 24 horas, sendo esta indugdo potencializada pela adi¢dao de
30uM de talidomida a cultura em trés experimentos independentes (P<0,05 One sample t
test). Testamos de forma preliminar a expressao de superficie do marcador de ativagao de
células T CD69 por citometria de fluxo, e confirmamos a ativacao das células por haver um
aumento em sua expressdo apos ativacdo com anti-CD3; porém, ndo detectamos alteragao
com o uso da talidomida. Podemos perceber que somente a incubago das células CD4" com a
talidomida levou a um leve aumento da producdo da IL-2, porém ndo significativo
estatisticamente. Os niveis de expressdo do gene para Foxp-3 e IFNy ndo sofreram alteragdes

significativas na presenca da talidomida, embora tenham aumentado em 2 dos trés

experimentos realizados (Figura 18).
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Figura-18. Niveis de expressio génica obtidos em células CD4" purificadas a partir de doadores normais,
ativadas com anti-CD3 imobilizado em placas de cultura na presenga ou auséncia da talidomida. Os valores de
expressdo génica obtidos por PCR em tempo real nas amostras controle foram utilizados para normaliza¢ao dos
dados sendo atribuido o valor de 100%. A- média do percentual de expressdo génica em relacdo a amostra

controle + erro padrdo. B e C niveis de expressdo génica individual obtida para os genes de IFNy e Foxp-3
respectivamente. *(P<0,05 One sample t test), n=3.
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4.3. ANGIOGENESE E ENL

Diversas alteragdes na microvasculatura da derme de lesdes de pacientes com
hanseniase ja foram descritas, tais como o aumento de vasos em lesdes do pélo multibacilar.
O ENL também ¢ conhecido por apresentar vasculites necrosantes, afetando vasos de pequeno
calibre e a ativagdo das células do endotélio vascular. Contudo, uma correlacdo direta entre o
ENL e processos de angiogénese nao foi estabelecida.

Um estudo realizado através da colaboragdo do nosso grupo de pesquisa (Laboratério
de Hanseniase - FIOCRUZ-RJ) e a divisdo de dermatologia da Universidade da California -
USA (chefiada pelo Dr. Robert Modlin) propiciou a anélise em conjunto de diversos genes
através da técnica de microarranjo de DNA em chips. Analisando os dados através do
software “Ingenuity Pathway Analysis” que indica quais as vias de sinalizagdo intracelular
podem estar sendo ativadas, foi possivel verificar que 15 vias metabdlicas e de sinalizagdo
estavam moduladas positivamente no ENL em relagdo as bidpsias de pacientes lepromatosos
nao reacionais. Dentre essas vias destacamos a sintese de eicosandides, sinalizagdao de IL-6,
PI3/AKT, ativagdo de receptor de efrina e sinalizacdo de VEGF, por serem todas diretamente
relacionadas a angiogénese. As principais fungdes biologicas moduladas positivamente no
ENL em comparagdo com as lesdes sem reacdo estdo envolvidas com a migracao,
proliferagdo de células, crescimento de tumores e a angiogénese propriamente dita (dados nao

publicados).

Partindo das informagdes de que a angiogénese induzida por um processo inflamatorio

pode ser um fator fundamental para o desenvolvimento das lesdes no ENL e dos nossos dados
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anteriores mostrando a reducdo da expressdo de fatores pro-angiogénicos nas lesdes de
pacientes tratados com talidomida, n6és fomos observar como se apresentava a
microvasculatura nessas lesoes. Através de imunohistoquimica especifica para o fator VIII da
cascata de coagulagdo, produzido pelo endotélio vascular, constatamos em 3 casos de ENL o
aumento de sua marcacdo e conseqiiente aumento da microvasculatura cutidnea e reducgdo
durante tratamento com talidomida, sendo mostrado logo abaixo um caso representativo
(Figura 20). Em paralelo, fizemos marcacdes para VEGF-A através da mesma técnica em
cortes seqiienciais, demonstrando uma marcagao difusa pela derme e na microvasculatura por
este fator nas biopsias de pele em reacdo (Figura 19). Este resultado ¢ condizente com os
dados de expressdo génica onde a expressdo de VEGF-A nas bidpsias de 4 pacientes antes e

durante a reagdo foram comparadas, mostrando um aumento na reagao (Figura 19).
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Figura 19. Nivel de expressdo do gene para VEGF-A em 4 pacientes multibacilares que desenvolveram o quadro
de ENL. Estes resultados foram obtidos por PCR em tempo real com primers e sonda desenhada para o sistema
taqman.
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Estudamos o caso a parte dos descritos anteriormente, um paciente com 38 anos de
idade, que apresentou um quadro severo de reacdo tipo II e que foi tratado com talidomida.
Deste paciente, obtivemos bidpsias de pele antes do tratamento, apdés 7 e 30 dias de
tratamento. Na biopsia coletada no diagndstico da reagdo, verificamos um extenso infiltrado
inflamatério e espessamento da epiderme. A presenca densa de pequenos vasos ¢ visualizada
com a marcagdo para FVIIL. A marcacdo para VEGF era difusa pela derme nos cortes
analisados, podendo ser vista a marcacdo também nos vasos. Por imunohistoquimica
verificamos que a expressdao para VEGF e FVIII foi reduzida apds o tratamento. Apds o
tratamento com talidomida, verificamos uma reduc¢ao no infiltrado ja com 7 dias de
tratamento o que era mais pronunciado apos 30 dias. As alteragdes no espessamento da
epiderme continuavam, contudo a reducao da densidade vascular evidenciada pela marcagao
do FVIII era visualmente menor, bem como a marcacdo para VEGF-A (Figura 20A). Em
paralelo, analisamos por RT-PCR em tempo real a expressdao para VEGF-A e IL-8 antes e
apo6s 7 dias de tratamento com talidomida, o que mostrou uma redu¢do nos niveis destes trés

fatores que possuem atividade pro-angiogénica (Figura 20B).
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Figura-20. Altera¢des na microvasculatura na derme de um paciente que desenvolveu um grave episodio de
reagdo do tipo II e foi submetido ao tratamento com talidomida 300 mg/dia. A- As segdes das bidpsias de pele
foram marcadas por imunohistoquimica para FVIII que evidencia os vasos presentes na derme (setas), e também
foram marcados para VEGF-A (marcado difusamente pelo infiltrado e nos vasos marcados por setas). B-
resultados de expressdo gé€nica nas bidpsias, mostrando a redug@o na expressdo para os genes de VEGF-A e IL-8.
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Como ja é conhecido, o TNF ¢ uma citocina chave para o desencadeamento do ENL e
pode agir ativando o endotélio vascular e sinalizar positivamente a angiogénese. Testamos in
vitro a acao da talidomida sobre células endoteliais de veias de corddo umbilical (HUVECsS)
ativadas com TNF recombinante. A expressdao de TNF, VEGF-A, COX-2 e IL-8, todos com
acdo pro-angiogénica, foram avaliadas apds 3 horas de estimulo com TNF recombinante na
presenga da talidomida. Para analise dos dados de expressdao génica, por se tratar de células
primarias e podermos agrupar os resultados, os valores foram normalizados assumindo que o

estimulo com TNF na presenca do solvente DMSO teria um valor de 100%.

A expressdao dos quatro marcadores estudados foi modulada positivamente apos
estimulo com TNF, sendo TNF ¢ IL-8 induzidos em maior escala em relagdo ao controle e
COX-2 e VEGF-A sofrendo um aumento médio em cerca de 70%. Com o tratamento prévio
das células com talidomida a 30uM, observamos a reducdo na expressao para os quatro genes
(P<0,01 One sample t test), sendo os niveis de mensagem para TNF reduzido para 53.00% +
3.5 (SEM), n=4; IL-8 reduzido para 20.16% =+ 13.4 (SEM), n=4; COX-2 reduzido para

44,98% + 12.2 (SEM), n=5 e, VEGF-A reduzido para 59.94% + 5.3 (SEM), n=5. (Figura 21).



Pagina |72

A B
1004 100
w 1 © |
=2 [
= 754 =  75]
[} [}
o | ° |
(<] o
b 504 " 504 sk
0 n
[ 1 o |
S S
5 254 z<’ 254
2 | 2 |
0d 0d
TNF+TAL TNF TNF+TAL
100+
D w ok
5 ;
o 754 S
8 3
S 50 2
0
0 J a
o 2
& 25 3
B o
3 ES
0d

TNF+TAL

TNF+TAL

Figura-21. A talidomida altera o padrdo de expressdo génica em HUVEC ativadas por 10 ng/ml de TNF
recombinante. Os resultados obtidos por PCR em tempo real foram normalizados para percentual de expressao
em relacdo as células ativadas com TNF que receberam o valor de 100%. O pré-tratamento com 30 uM de

talidomida impediu o aumento da expressdao para os genes de TNF (A), IL-8 (B), COX-2 (C) e VEGF-A (E).
**P<0,01 One sample t test, n=3.

4.4. ANALOGOS DA TALIDOMIDA

A talidomida, que estruturalmente ¢ composta por um grupamento fitalimida e um
grupamento glutarimida possui também um carbono assimétrico no grupamento glutarimida
que lhe atribui a capacidade de se apresentar de forma racémica (Figura 6). A partir dos
primeiros estudos de correlagdao entre atividade e estrutura da talidomida, verificou-se que a
forma racémica “S” detém as propriedades teratogénicas, € que o grupamento fitalimida era

essencial para as atividades antiinflamatorias. Diversos analogos foram entdo sintetizados
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buscando redugdo dos efeitos colaterais e potencializagdo de algumas fungdes biologicas, tais

como antiinflamatoéria e antitumoral.

O laboratério de avaliagcdo e sintese de substancias bioativas (LASSBio) da UFRJ
sintetizou uma série de andlogos da talidomida que foram testados in vivo sobre a capacidade
de inibir a producdo de TNF e migragdo de neutrofilos nos pulmodes de camundongos
induzidos pela aspira¢ao de LPS (Lima et al., 2002; Machado et al., 2005). Destacamos destes
estudos dois analogos que possuiam maior atividade inibitoria sobre a produ¢ao de TNF
(LASSBi0-468 ¢ 542) e testamos in vitro sobre a produg¢ao de TNF e IL-10 induzida por LPS

em PBMC humana em comparagao a talidomida.

A concentracao final no meio de cultura de LPS utilizada para a indugdo de citocinas
foi de 10ng/ml. Os niveis de TNF e IL-10 nos sobrenadantes foram determinados por ELISA,
sendo que trés concentragdes da talidomida e dos anédlogos (15, 30 e 100 uM) foram testadas.
Por estarmos trabalhando com células de doadores normais, a faixa de produgdo das citocinas
foi bastante diversa nos obrigando a normalizar os resultados, de forma que o resultado do
estimulo com o LPS adicionado do solvente (DMSO a 0,1%) foi usado como valor de
referéncia, sendo atribuido o valor de 100%. A analise estatistica foi feita através do teste One
sample t test, assumindo como 100% o valor hipotético. Na faixa de concentracdo testada,
verificamos através da técnica de MTS que tanto a talidomida quanto os analogos nao

possuiam toxicidade sobre a PBMC (Figura 22).
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Figura-22. A talidomida e os analogos estudados ndo interferem na viabilidade das células utilizadas. A PBMC
foi incubada por 48 horas na presenga das drogas ou solvente, sendo o meio de cultura trocado por um meio
adicionado de 10% da solucdo de MTS nas ultimas 3 horas e lido por espectrofotometro a 490 nm. As células
incubadas em meio puro foram tomadas como 100% de células vidveis para os calculos (n=5).

Verificando entdo como a talidomida era capaz de modular a producdao de TNF,
observamos que a producdo de TNF foi reduzida em média para 55.15% =+ 9.1 (SEM) n=3,
p<0.05, 61.36% =+ 5.3 (SEM), n=14, p<0.0001 e 64.84% =+ 9.8 (SEM), n=4 e p<0.05 nas
concentragcdoes de 100, 30 e 15uM respectivamente. A producdo de IL-10 também foi
modulada pela talidomida, porém levando ao aumento da sua produgcdo em média para
133.25% + 5.6 (SEM), n=3, p<0.05, 138.49% + 5.2 (SEM), n=5, p<0.005 e 117.38% + 9.6

(SEM), n=4 nas concentracdes de 100, 30 e 15uM respectivamente (Figura 23).

O analogo LASSBi0-468 nao demonstrou capacidade de modular a produgao de TNF e
IL-10 induzidos por LPS em PBMC humana, in vitro, sendo a producao de TNF induzida por
LPS na presen¢a do andlogo LASSBi0-468, 108.7% + 20 (SEM), n=4, 103.3% + 13.6 (SEM),
n=9 e 95.5% £ 9.5 (SEM), n=3 nas concentra¢des de 100, 30 e 15uM respectivamente, como
mostrado na Figura 24A. A produgdo de IL-10 induzida por LPS na presenca do andlogo

LASSBi0-468 foi de 122.4% + 7.9 (SEM), n=4, 117.8% + 6.3 (SEM), n=5 e 109.3% + 2.6
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(SEM), n=3 nas concentragdes de 100, 30 e 15uM respectivamente, como mostrado na Figura
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Figura-23. Niveis de secrecao de TNF (A) e IL-10 (B) para o sobrenadante de culturas de PBMC estimuladas
com LPS (10 ng/ml) apds pré-tratamento com a talidomida nas concentragdes indicadas. Os valores foram
obtidos por ELISA e normalizados para porcentagem, sendo as amostras tratadas com LPS na presenga somente
do solvente DMSO atribuidos o valor de 100%. One sample t test. * P<0.05, *** P<0.0001.

Quando fomos estudar o analogo LASSBio-542 verificamos que este demonstrou
capacidade em reduzir a produgdo das citocinas TNF e IL-10. A producdo de TNF induzida
por LPS na presen¢a do andlogo LASSBi0-542 foi reduzida para 54.6% = 10.9 (SEM), n=4,
p<0.05, 71.8% + 4.5 (SEM), n=9, p<0.005 e 78.1% + 11.4 (SEM), n=4 nas concentragdes de
100, 30 e 15uM respectivamente, conforme ilustrado na Figura 24C. Ja a producao de IL-10
induzida por LPS na presenca do andlogo LASSBio-542 foi alterada para 19.9% =+ 16.7
(SEM), n=4, p<0.05, 60.9% + 3.4 (SEM), n=9, p<0.005 e 87.0% + 4.3 (SEM), n=4 nas

concentragdes de 100, 30 e 15uM respectivamente, conforme ilustrado na Figura-24D.
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Figura-24. Niveis de produgao das citocinas TNF e IL-10 nos sobrenadantes de culturas de PBMC tratadas com
os analogos da talidomida e estimuladas com LPS por 20 horas. A produg¢ao de citocinas foi avaliada por ELISA
e os valores obtidos pelo estimulo com LPS nas células pré-tratadas somente com DMSO 0.1% foi utilizado

como referéncia para normaliza¢do dos dados, sendo atribuido o valor de 100%. * P<0.05, **P<0.005 One
sample t test.

Foi avaliado se o andlogo LASSBi0-542 possuia a capacidade de modular a ativagao
de NF-xB via TNF em PBMC humana. A ativagdo da PBMC com TNF recombinante
humano a 10ng/ml na presenga do solvente DMSO 0,1% por 30 minutos levou a translocagao
dos dimeros de NFkB para o ntcleo das células, o que pode ser visualizado nas
autoradiografias obtidas no ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA) realizado com as
amostras de proteinas nucleares incubadas com sequéncias consenso do NFkB. A pré-
incubac¢do das células com a talidomida ou andlogo LASSBi0-542 por 30 minutos, seguida da
adi¢do do TNF e incubacdo por mais 30 minutos até a lise das células para preparo do extrato

nuclear levou a uma reducao na intensidade das bandas formadas pelos dimeros associados a
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sonda radioativa em quatro experimentos independentes. A quantificacdo da intensidade das
bandas demonstra com mais clareza a redugdo da migracdo dos dimeros de NF-xB para o
nucleo, quando na presenga da talidomida reduzindo para 74,2% (£ 1,5 erro padrdo, n=4, P <
0.05 Dunnett’s multiple comparison test) e na presenca do anidlogo LASSBio-542 para

67,79% (£ 2,3 erro padrio, n=4, P < 0.05) (Figura 25).
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Figura 25. Ativagdo de NF-kB em PBMC humanas por TNF ¢ modulada negativamente pela talidomida e pelo
analogo LASSBi0-542. A- autoradiografia de um gel de poliacrilamida, no qual extratos nucleares de PBMC
pré-tratados ou ndo com talidomida e ativadas com 10ng/ml de TNF recombinante foram submetidos a
eletrofores vertical. As bandas superiores indicadas pela seta sdo relativas a redugdo da migracéo eletroforética
das sondas radiotivas especificas para NF-kB devido a associa¢do com os dimeros presentes no extrato nuclear.
A sonda sem adi¢do do extrato nuclear apresenta-se na parte inferior da autoradiografia. B- grafico mostrando a
quantificag@o relativa das bandas de 4 experimentos independentes, TNF+DMSO foi atribuido valores de 100%
e a analise estatistica dos dados (Dunnett’s multiple comparison test) demonstra a diferenca estatistica das outras
amostras em relagio a esta.

Confirmado o potencial do andlogo LASSBi0-542 em reduzir a produg¢do de TNF
induzida por LPS, testamos a sua agdo sobre células endoteliais de vasos sanguineos de

corddo umbilical (HUVECs). Da mesma forma como foi realizado com a talidomida,
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testamos se o analogo LASSBio-542 era capaz de modular a expressao génica em HUVEC
estimulada com TNF recombinante por 3hs. Este teste foi capaz de demonstrar que o analogo
LASSBi0-542 em uma concentracdo de 30uM agiu reduzindo significativamente (P<0,01
One sample t test) a expressdo de alguns genes envolvidos com a ativagdo das células
endoteliais pelo TNF e que sdo classificados como pré-angiogénicos. O proprio gene de TNF
foi reduzido para 66.33% + 2.3 (SEM), n=4; a expressdo do gene da IL-8 foi reduzida em
58.58% + 1.4(SEM), n=4; a expressdao do gene da COX-2 foi reduzida para 67.50% + 7.4

(SEM), n=4; e reducdo na expressao do gene para VEGF para 66.04% + 4.9 (SEM), n=5.

(Figura 26).
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Figura-26. O analogo LASSBio-542 altera o padrdo de expressao génica em HUVECs ativadas por 10 ng/ml de
TNF recombinante. Os resultados obtidos por PCR em tempo real foram normalizados para percentual de
expressdo em relagdo as células ativadas com TNF que receberam o valor de 100%. O pré-tratamento com 30
pM do analogo impediu o aumento da expressdo para os genes de TNF (A), IL-8 (B), COX-2 (C) e VEGF-A
(E). **P<0,01 One sample t test, n=3.
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Testamos também a capacidade do andlogo LASSBi0-542 em reduzir a formagao de
estruturas tubulares por HUVECs quando cultivadas sobre matrigel. Estas estruturas sao
correlacionadas com formagao de vasos sanguineos, sendo um modelo bastante utilizado na
pesquisa de drogas que possam vir a interferir na angiogénese. Cerca de 4x10° HUVECs de
doadores normais foram semeadas em pogos de placas de 96 cavidades, recobertos com uma
camada de 30uL de matrigel empobrecido de fatores de crescimento. Nestas condigoes, as
estruturas sao formadas apos 18 horas de cultura e podem ser visualizadas em microscopio
invertido no aumento de 10x10 vezes. A adicao do solvente DMSO a 0,01% nao alterou a
formacdo das estruturas tubulares, porém podemos ver nas fotos de um experimento
representativo a reducdo na formagdo das estruturas tubulares na presenga da talidomida e do
analogo LASSBi0-542, ambos na concentracao de 30uM (Figura 27). Dentre os processos
que levam a angiogénese, a proliferagao celular ¢ um dos seus fatores fundamentais. A
proliferagdo das HUVECs in vitro também foi avaliada pela técnica de MTS, onde nao
observamos alteragdes significativas no nimero de células vidveis apds 72 horas de cultura na
presenga da talidomida e do andlogo LASSBio-542 nas concentragdes de 10 e 30uM, o que
demonstra que a talidomida e o andlogo ndo reduziram a angiogénese por alteragdes na

proliferacdo e que também ndo causaram efeitos toxicos as células (Figura 23).
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Figura 27. A Talidomida e o analogo LASSBio-542, levam a redugdo da formagdo de estruturas tubulares
compativeis com o processo de angiogénese sem alterar a sua proliferacdo. A- HUVEC sobre matrigel apos 8
horas de cultura, fotografia obtida através de microscopio invertido com aumento de 10x10 vezes. B- quantidade
de células viaveis apds 48 horas de cultura na presenca das drogas, resultado obtido pela técnica de MTS com
curva padrio de células somente em meio de cultura.
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5. DISCUSSAO

Os episodios reacionais da hanseniase levam as principais complicagdes da doenca,
incluindo a piora do comprometimento neurolégico e conseqiiente aumento do grau de
incapacidade (Britton et al., 2004). Em especial, as reacdes do tipo II (ENL) sdo as mais
preocupantes, pois sdo as principais causas de interna¢do ¢ morbidade da hanseniase. Apesar
do avango alcangado para controle da doenca pela poliquimioterapia padronizada para as
formas polares da doenga, o controle eficaz dos episddios reacionais e a identificacdo precoce
dos pacientes que irdo desenvolvé-los ainda ndo sdo completamente satisfatorios. Desse
modo, no presente trabalho nos propusemos a avaliar o mecanismo de agdo da talidomida sob

o controle do ENL, o que favorece o entendimento do desenvolvimento da doenca.

Foram acompanhados pacientes que desenvolveram ENL e receberam como
tratamento antiinflamatorio somente a talidomida. Apesar da complexidade dos casos,
verificada pela variedade dos tipos de sintomas sistémicos apresentados, resumidos na Tabela
3, a principal conclusdo ¢ que o uso da talidomida ¢ capaz de controlar o ENL, principalmente
as lesdes reacionais caracterizadas por nodulos doloridos localizados na pele em diversas
partes do corpo. A remissdo de sintomas mais graves como a orquite € a parestesia sdo
exemplos importantes que justificam o uso da talidomida nestes casos. A primeira descri¢ao
do uso da talidomida para tratar pacientes com ENL, em 1965, j& indicava que a melhora dos
pacientes acontecia ja no primeiro dia de tratamento, reduzindo principalmente o mal-estar

geral e a melhora das lesdes reacionais (Sheskin, 1965).

Nos pacientes avaliados neste trabalho, a heterogeneidade do periodo em que eles
desenvolveram o seu primeiro episodio de reacdo do tipo II, dificulta uma conclusdo

definitiva se o ENL ¢ realmente desencadeado devido ao tratamento e conseqiiente aumento
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de componentes oriundos da degradacdo dos bacilos que desencadeariam uma resposta
humoral e depdsito de imunocomplexos nos vasos, hipdtese descrita anteriormente (Kahawita
et al., 2008). Possivelmente esta tese para o desencadeamento do ENL seja pertinente, porém
ndo ¢ suficiente para explicar o tipo de resposta inflamatéria com caracteristicas cronicas
apresentada pelos pacientes. A resposta inflamatéria observada no desencadeamento do ENL
¢ complexa, e 0 aumento consideravel dos niveis séricos de TNF, IL-1f e IL-6 correlaciona-se
com a imunopatologia da reacdo e suas complicagoes (Moreira et al., 1993; Sampaio et al.,

1998b; Sarno et al., 1991).

Nos casos apresentados, dois dos pacientes apresentaram os sintomas de ENL antes do
inicio da poliquimioterapia, quatro desenvolveram a reagdo apos inicio do tratamento, sendo
que somente um no primeiro bimestre € os outros com cinco, 0ito € nove meses apos o
tratamento. Nestes casos, torna-se complicado sugerir o motivo para o inicio da reacao. Dois
dos casos desenvolveram a reacao logo apos o término do tratamento, com dois e trés meses
pos-alta, respectivamente. Pode ser discutido se a descontinuagdo da clofazimina seria
responsavel pelo aparecimento da reagdo, uma vez que sua utilizacdo no tratamento de
multibacilares pode ser justificada por reduzir o aparecimento das reagdes além da sua
propriedade bacteriostatica original. No entanto, para a clofazimina ter atividade
antiinflamatoéria efetiva deve ser utilizada em doses elevadas, cerca de 300 mg/dia quando o

seu uso na poliquimioterapia € de 100 mg/dia (Van Veen et al., 2009).

O tempo em que cada paciente comegou a apresentar os sintomas relativos a reacdo e
procurou o servico de satde foi bastante variado. Como a evolug@o dos sintomas sistémicos
de cada paciente foi diferenciada, ocorrendo logo apods o surgimento dos nédulos ou ainda
demorar diversos dias para se apresentar, trabalhamos com algumas diferengas de estagio de

desenvolvimento das lesdes reacionais o que pode ter resultado na diferenca dos padrdes de
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expressdo génica observados. Contudo, os resultados aqui apresentados indicam algumas
fungdes biologicas alteradas na reagdo e que foram moduladas pela talidomida conforme

discutido posteriormente.

Nas nossas analises, verificamos que o aumento na expressao dos genes para IL-10,
TNF e CCRS ocorreu de forma estatisticamente significativa ap6s o tratamento com a
talidomida, indicando que estes fatores sdao os que se comportaram de forma homogénea

dentre os casos que nos estudamos.

A diversidade apresentada nos perfis de expressdo e no comportamento clinico de cada
caso ndo nos permite descartar as alteragdes observadas por cada paciente na expressdo dos
genes que nao se comportaram de forma homogénea. O paciente 6 foi o que apresentou maior
expressdo de TNF apos o tratamento com a talidomida, j& possuindo uma expressao bastante
elevada durante a reacdo, o que pode justificar o fato deste ser o quadro de ENL mais severo
dentre os aqui estudados. No entanto, a exclusdo desse caso na analise pelo teste Wilcoxon
signed rank manteve a significancia estatistica (p<0,1), o que indica que a expressdo de TNF

estava realmente aumentada nas biopsias estudadas.

Dados anteriores de nosso grupo demonstraram redugdo na expressdo de TNF em
bidpsias de pacientes tratados com talidomida (Moraes et al., 2000). Alguns fatores parecem
contribuir para as diferencas observadas entre os nossos achados atuais e os anteriores. Em
primeiro lugar, no estudo realizado por Moraes e cols. (2000), o periodo de tratamento com
talidomida dos pacientes com ENL incluidos no estudo foi de 3 e 7 dias, respectivamente. Em
segundo lugar, no presente estudo foram apresentados resultados de RT-PCR em tempo real
semi-quantitativo de amostras de RNA total obtido de bidpsias de pele integrais, enquanto no

outro os resultados sdo obtidos por RT-PCR semi-quantitativo convencional de RNA total
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obtido da derme. Teles e cols. (2002) demonstraram que o tratamento antiinflamatorio com
pentoxifilina e com talidomida aumenta a expressao génica de TNF na epiderme, mas nao na
derme de pacientes com ENL. Tal achado pode explicar o aumento de TNF observado em

nosso estudo, uma vez que foram utilizadas biopsias integrais de pele.

A involugcdo completa da lesdo parece ser fundamental para que a reducdo da
expressao dos marcadores inflamatorios seja observada. Para haver a atividade de reparo em
tecidos lesionados a presenca de citocinas pro-inflamatérias ¢ fundamental para a renovagao
tecidual o que pode realmente contribuir para a dificuldade de se obter um perfil homogéneo
em todos os casos ja que as biopsias pds-tratamento podem estar em estagios diferenciados de
regressdo (Gillitzer ef al., 2001). O paciente 7 foi acompanhado até o 30° dia de tratamento,
situagdo na qual os niveis de citocinas proinflamatorias, inclusive o TNF, ja haviam reduzido

(ndo mostrado).

Outro aspecto de destaque € que, no presente estudo, demonstramos que a talidomida ¢é
capaz de reduzir os efeitos da ativacdo do TNF sobre as células endoteliais in vitro. Ja foi
demonstrado que a talidomida ¢ capaz de reduzir a ativagdo de NF-kB quando ha sinalizagdo
via receptor de IL-1p (IL-1R) ou em vias semelhantes como no caso via receptor 1 de TNF
(TNF-R1), porém a ativacdo de NF-kB com ceramidas ndo seria modulada pela talidomida
mostrando haver dependéncia da via de ativacdo para ocorrer a modulagdo da translocacao
deste fator de transcricdo para o nucleo (Majumdar et al., 2002). O TNF exerce diversos
efeitos pro-inflamatdrios, como no caso da ativagdo do endotélio vascular, onde favorece a
transmigracdo de células da corrente sanguinea para os tecidos inflamados. O efeito benéfico
da talidomida em todos os casos aqui estudados, tal qual o sucesso na regressao das lesdes do
ENL ja descrito na literatura e conhecido na pratica clinica, pode ser diretamente

correlacionado com a reducdo dos efeitos do TNF sobre as células da derme, epiderme,
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epitélio vascular e infiltrado leucocitario, associado a redugdo na expressao de outros fatores
inflamatérios que sdo produzidos em conjunto devido ao desequilibrio na resposta imune
localizada na lesdo. Estes fatores inflamatérios podem agir de forma paracrina, sustentando o

perfil pro-inflamatoério observado nas lesdes de ENL.

O papel antiinflamatorio da IL-10 também se mostra como uma das alteragdes
importantes para a agdo da talidomida, embora esse nao seja um dos principais efeitos
buscados quando se aplica a talidomida como opgao de tratamento. O papel anti-angiogénico
e anti-citocinas pro-inflamatorias ¢ sempre indicado pela maioria dos trabalhos cientificos
como o principal motivo pelo uso da talidomida, ndo sendo uma droga procurada por
aumentar a producao de IL-10 (Sampaio et al., 2006). Demonstramos que em todos os casos
estudados a IL-10 teve sua expressao gé€nica aumentada nas lesdes em regressao apos o uso da
talidomida, e também demonstramos in vitro que a talidomida levou ao aumento na produgao
de IL-10 de PBMC estimulada por LPS, o que serve de confirmacao do papel da talidomida
como uma molécula que promove o aumento desta citocina. Um dos principais efeitos
biologicos da IL-10 seria o de inibir a agdo de macrofagos e células dendriticas, reduzindo sua
capacidade de apresentar antigenos e de produzir citocinas (Mosser et al., 2008). A IL-10
também pode agir favorecendo a agdo de células NK e contribuir para a proliferacao de certos
subtipos de células CD8" (Cai et al., 1999). Algumas propostas de terapias utilizando IL-10
recombinante em humanos ja foram discutidas, sendo visto que a acdo local desta citocina ¢
importante para seus efeitos antiinflamatorios do que a administragao sist€émica (Mosser et al.,

2008).

Todo um balanco na rede de citocinas ocorre nas biopsias, e cada bidpsia reflete um
momento da evolugdo ou resolucdo da lesdo, sendo que a analise de multiplos fatores permite

um melhor entendimento do fendmeno observado. Acreditamos também que este aumento da
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expressdao de TNF nas biopsias apos o tratamento com talidomida possa ser resultado de um
processo de ativacao celular necessario para a alteragcdo do perfil de resposta, ou o indicativo
da presenca de uma nova populacdo de células com atividade moduladora na lesdo em
regressao. A expressao do gene para TNF por si s6 ndo pode ser encarada como indicativo de
aumento da atividade pré-inflamatdria na lesdo biopsiada, e nos casos estudados por nds ha
em paralelo um aumento significativo da expressdo da citocina antiinflamatoria e
antiangiogénica IL-10 (Kohno et al., 2003), bem como o aumento da expressao do receptor de
quimiocinas CCRS, j& descrito como marcador de migragdo de células com atividade
moduladora para sitios inflamatorios, o que justifica a involu¢ao das lesdes e remissao dos
sintomas sistémicos (Kang et al., 2007; Yurchenko et al., 2006). Nos casos de rejeicao
causados pelo transplante de medula 6ssea (doenca do enxerto versus hospedeiro), uma
doenca na qual a talidomida contribui para melhora do quadro de rejei¢do em humanos, foi
relatado que a presenga de células T regulatorias Foxp-3 positivas estdo associadas a uma
menor gravidade da doenca e resposta ao tratamento (Fondi ef al., 2009). Apesar de nao ter
sido feito nenhum estudo para confirmar a correlacdo entre a acdo benéfica da talidomida
nesta doenca e a agdo de células reguladoras, isto nos sugere a possibilidade ndo de um novo

mecanismo de acdo, mas de uma fung¢ao bioldgica ainda ndo observada no uso da talidomida.

As células T regulatérias naturais (CD4+CD25high), as quais se desenvolvem no timo e
regulam cé€lulas T auto-reativas na periferia, e as células regulatérias “induzidas” (ex: Trl,
produtoras de IL-10 ou Th3, produtoras de TGF-f), podem se desenvolver na periferia apos a
exposi¢do ao antigeno na presenga de sinais especificos, como citocinas desativadoras ou
drogas. Diversos estudos sugerem que sinais associados ao dano tecidual sdo indutores de
ativacdo de células Treg. Células Treg naturais eficientemente controlam células T

patogénicas e respostas imunes inatas, levando a reducdo do dano tecidual (Izcue ef al., 2009;
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Powrie et al., 2003). Os mecanismos potenciais pelos quais as células Treg regulam a
inflamag¢dao parecem estar associados a reducao da migracdo de células T efetoras do
linfonodo para o sitio da inflamacao ou elas parecem migrar para o sitio inflamatorio para

controlar as reacdes imunoinflamatorias (Rouse et al., 2006).

O Forkhead box P3 (FoxP3) ¢ um fator de transcri¢cdo cuja expressao caracteriza Treg,
mas estudos recentes indicam que ele também esta presente em células ativadas (Zhou et al.,
2009; Ziegler, 2007). A confusdo criada pela expressdo de FoxP3 em células sem fendtipo
regulatério pode ser avaliada por uma compreensao global do microambiente onde a célula
FoxP3" esta inserida . A propria expressdo de FoxP3 nas células parece ser transiente (Zhou et

al., 2009) e dependente de IL-2.

A andlise dos nossos dados revela haver um aumento em paralelo de TGF-f3, IL-10 e
TNF nas bidpsias, seguido de um aumento na expressao génica de Foxp3 e IL-2 nas PBMC
dos pacientes estudados. Embora o processo de desenvolvimento do ENL nao seja
correlacionado com o aumento da atividade especifica de células T respondendo a antigenos,
verificamos indicios, mesmo que superficiais, que podem ser correlacionados com um
aumento da atividade destas c€lulas apés o tratamento com talidomida, o que também ja foi

descrito por outro grupo (Haslett ez al., 2005).

O aumento da expressdo de genes correlacionados a funcao das células T observado
nas biopsias em regressao demonstra um perfil mais regulador do que pro-inflamatorio devido
ao perfil de citocinas observado, incluindo um aumento da expressao do fator de transcrigao
Foxp3 caracteristico de células T reguladoras nas lesdes de metade dos casos estudados
juntamente com o aumento da expressao de IL-10. Realizamos alguns ensaios in vitro

buscando entender como a talidomida pode influenciar na ativacdo das células T.
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Demonstramos que a talidomida altera o perfil de ativacdo levando ao aumento na expressao
do gene para IL-2 nas células T ativadas via TCR nessas culturas. Dados de nosso grupo
demonstraram que o pré-tratamento de mondcitos de voluntdrios sauddveis com talidomida
inibe a resposta proliferativa ao M. leprae por linfocitos T CD4", por um mecanismo nio
associado a deficiente apresentacao antigénica, mas sim por aumentar a populagdo regulatoria
na co-cultura (dados nao mostrados). Estes fatos nos levam a indicios que a talidomida possa
favorecer a atividade de células reguladoras durante o tratamento do ENL (Haslett et al.,

1998; Haslett et al., 2005).

A participacdo dos neutréfilos durante o quadro do ENL também ¢ um fato bastante
marcante, uma vez que este tipo celular ¢ abundante nas lesdes e entende-se que os neutrofilos
seriam os principais mediadoras da inflamagao (Oliveira et al., 1999). A quimiocina IL-8 ¢
conhecida pela sua funcgao de atrair neutréfilos para os tecidos inflamados (Mukaida, 2000) e
verificamos que a expressao génica de IL-8 esta sendo reduzida nas bidpsias na maioria dos
nossos casos apos o uso da talidomida. Além de uma possivel atuagdo da talidomida sobre os
neutréfilos, quando foi descrito que a talidomida reduz a produgdo de TNF induzida por LPS
nestas cé€lulas (Oliveira et al., 1999), a reducao do influxo de neutréfilos para o tecido
inflamado justifica a agdo rapida na regressao das lesdes reacionais, € também em outros tipos
de lesdes teciduais mediadas por granulécitos (Yasui et al., 2005). O tempo de vida dos
neutrdfilos nos tecidos € de 1-2 dias, logo a reducdo no seu influxo leva a reducao do seu
numero no tecido de forma réapida, contribuindo para a redug¢do do infiltrado inflamatorio.
Outra a¢do da talidomida que suporta a tese da sua acdo sobre os neutrdfilos ¢ o fato
observado nesta tese que ha um aumento na expressao de IL-10 nas biopsias, o que pode

contribuir para a desativagdo destas c€lulas ja instaladas no sitio inflamatorio, uma vez que
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esta ¢ uma propriedade conhecida da IL-10 (Sun et al., 2009), contribuindo com o sucesso do

uso da talidomida para o controle das lesdes de pele decorrentes do ENL.

Diversos estudos discutem como o ENL se desenvolve e que citocinas pro-
inflamatoérias coordenam o desenvolvimento da lesdo. No presente trabalho verificamos que a
expressao de citocinas como o TNF, VEGF e quimiocinas tais como a IL-8 estdo aumentadas
durante a reagdo, juntamente com o aumento da microvasculatura nas lesoes (Figura 21). Os
estudos de microarranjo realizados na Universidade da California (Figura 19) indicam a
mesma situagdo observada no nosso trabalho, mostrando que vias de sinalizacdo pro-
inflamatorias tais como PI3/AKT, sinalizagdo de eicosandides e angiogénese estdo reguladas
positivamente durante os episodios de reagdao do tipo II. Contudo, nosso estudo sobre a acao
da talidomida no ENL que caminhou em um sentido oposto, verificando as alteracdes
causadas pelo tratamento com a talidomida, nos leva a conclusdes semelhantes, uma vez que
verificamos genes das mesmas classes sendo modulados negativamente pela talidomida

juntamente com a melhora do quadro clinico dos pacientes.

O processo de angiogénese tem sido extensivamente estudado, principalmente pela sua
participag@o no processo de desenvolvimento e manuten¢do de tumores. Dos diversos passos
fundamentais para a angiogénese, alguns sdo compartilhados pelo processo inflamatorio,
sendo a sinalizagcdo pro-inflamatoria responsavel pela ativacdo do endotélio vascular e
migragdo celular os mais comuns (Folkman, 1995). A descricdo da talidomida como uma
droga com propriedade antiangiogénica causou um aumento no interesse desta droga até entao
com conhecidas propriedades sedativas e antiinflamatorias (D'Amato et al, 1994). Na
hanseniase ainda ndo havia sido correlacionado a formacao de novos vasos com o processo de
reacdo do tipo II, apesar de ja ser conhecida a participacdo ativa de moléculas como a IL-1p,

IL8 e TNF com propriedades pro-angiogénicas. Havia sido reportada uma correlagdo entre o



Pagina |90

aumento da carga bacilar e a densidade da microvasculatura cutanea nas areas de lesdes
lepromatosas (Antunes et al., 2000), contudo, o aparecimento das lesdes de ENL ocorre em
areas diferentes, normalmente em pele sadia, o que dificulta uma correlagdo entre o aumento
da microvasculatura nas lesdes reacionais das nao reacionais. Mesmo assim podemos verificar
em nosso trabalho que as lesdes com ENL possuem uma maior expressao do gene para
VEGF-A do que as lesdes multibacilares nao reacionais € ha um aumento na microvasculatura
da derme (Figura 20), confirmando os indicios que hd uma regulacao positiva de fatores pro-

angiogénicos durante o episodio reacional.

Verificamos entdo que o papel da talidomida sobre as lesdes de reacao tipo Il também
se da pela modulagao negativa, porém nao homogénea de diversos fatores pro-angiogénicos.
A reducdo na expressdo da citocina IL-1B na maioria dos casos (Figura 8), o que ainda ndo
havia sido descrito a respeito do tratamento do ENL ¢ um dos dados que confirma a agao
antiangiogénica da talidomida sobre o ENL. A IL-1B também ¢ produzida por células
endoteliais ativadas e a reducdo observada pode ser correlacionada com a reducdo da
capacidade de TNF em ativar as células endoteliais na presenca da talidomida. Ja foi descrito
pelo nosso grupo de pesquisa que a IL-1B esta aumentada no soro de pacientes durante o
ENL, e seria um marcador de atividade inflamatoria tao eficiente quanto o TNF para justificar
a sintomatologia, ja que compartilham diversas atividades (Sarno ef al., 1991). A reducdo na
expressao do gene da enzima COX-2, responsavel pela sintese de prostaglandinas e com papel
pro-angiogénico em tumores juntamente com o VEGF (Toomey et al., 2009), também foi
encontrada na maioria dos nossos casos, o que ¢ compativel com a descrigao prévia de reduzir
o tempo de meia vida do seu RNAm (Fujita ef al., 2001). Conforme os dados de microarranjo
realizados a partir de amostras de ENL cedidas pelo nosso grupo e obtidos pelo grupo da

Universidade da Califérnia, a via de sintese de eicosanodides (o que também compreende a
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sintese de prostaglandinas) era uma das principais moduladas positivamente nas lesdes
reacionais € vemos em nossos resultados que a talidomida foi capaz de reduzir a expressao da
COX-2, que ¢ a mais importante isoforma da prostaglandina sintase induzida por processos
inflamatérios. A quimiocina IL-8, além de potente atividade quimioatratora de neutrofilos
conforme discutido anteriormente, também possui atividade pré-angiogénica o que também
contribui para o aumento da microvasculatura descrita neste trabalho durante o ENL e que ¢

modulada negativamente pela talidomida (Figura 21).

Em um caso de reagao do tipo II, a parte daqueles em que fizemos o acompanhamento
da expressdo de diversos genes, podemos analisar a microvasculatura das lesdes através da
marcacdo imunohistoquimica do fator VIII da cascata de coagulagdo que ¢ sintetizado
principalmente no endotélio vascular e do VEGF-A, antes e apods tratamento com talidomida
(Figura 21A). Verificamos a marcagdo positiva para o fator VIII na bidpsia reacional,
evidenciando a presenca de uma densa microvasculatura o que ndo acontece na pela sadia. A
marcacdo para VEGF-A apresentou-se difusa, embora algumas células endoteliais
apresentassem positividade para esta marcagdo, uma vez que sua fonte de producdo nestas
lesdes seriam as células inflamatorias presentes no infiltrado inflamatoério. Nesse caso, o
paciente estudado apresentava severos sintomas sistémicos e lesdes reacionais por varias
partes do corpo. A administracao de 300 mg/dia de talidomida reduziu os sintomas sistémicos
e levou a involugdo das lesdes existentes observado na consulta médica apds uma semana de
tratamento. Em uma das lesdes involuidas apos sete dias de tratamento, uma nova biopsia foi
obtida e nela testada a marcacdao para fator VIII e VEGF-A mais uma vez. A reducao da
marcacao para fator VIII evidencia a reducao da densidade da microvasculatura da lesao e em

paralelo observamos que a positividade na marcacdo para VEGF-A encontrada de forma

difusa nas células do infiltrado foi reduzida. Por PCR em tempo real confirmamos que a
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expressao do gene para VEGF-A era menor apds tratamento com talidomida, bem como a
expressao do gene para IL-8, o que também pode justificar o mecanismo anti-angiogénico da

talidomida (Figura 21B).

Embora nés ndo identificassemos a expressao do gene para TNF sendo reduzida nas
biopsias apds tratamento com a talidomida na maioria dos casos, a participagdo deste fator ¢
fundamental para o desenvolvimento do ENL (Sarno et al., 1991). A participagdao do TNF
como ativador das c€lulas endoteliais, dentre outros fatores com certeza ¢ fundamental para o
estabelecimento do ENL. A talidomida ¢ capaz de modular a sua agdo sobre as células
endoteliais, e isto talvez possa ser observado pela reducao da produgdo de IL-1 nas biopsias
por exemplo. Alguns trabalhos ja demonstraram que a talidomida interfere na ativacao do
fator de transcricdo NF-«B via receptores para TNF e IL-1p (Sampaio et al., 2006), o que nos
leva a acreditar que a talidomida possa estar influenciando a ativagao das células do endotélio
vascular na reagao do tipo II. Realizamos alguns testes in vitro com culturas de células
endoteliais de veias de cordao umbilical para verificar a agao da talidomida sobre a ativagao
causada pelo TNF. Foi observado que o tratamento com talidomida leva a reducdo na
expressao de genes indicativos da ativagdo endotelial, tais como o proprio TNF, a enzima
COX-2, VEGF-A e IL-8 (Figura 22). A reducdo destes fatores pro-angiogénicos estimulados
por TNF também suporta a idéia da importancia da angiogénese no desenvolvimento do ENL
e do tratamento com a talidomida contribuindo ndo somente através das suas propriedades
antiinflamatérias, mas também de forma antiangiogénica para melhora tao eficaz do quadro

clinico dos pacientes.

A oportunidade de testar um composto sintetizado a partir da estrutura basica da
talidomida nos levou a resultados promissores. O analogo LASSBio-542 foi criado pela

substituicdo da glutarimida por um grupamento metil 2-fenoxipropanoato ligado com a
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ftalimida pela posi¢do orfo e testado com sucesso em camundongos (Machado et al., 2005).
Os testes in vitro do andlogo LASSBi0-542 demonstraram sua capacidade em reduzir a
producao de TNF e também de IL-10 induzidos por LPS em PBMC humana, sugerindo uma
atividade diferente da talidomida que leva a um leve aumento de IL-10 em paralelo a redugao

de TNF.

A possibilidade de criar um medicamento como LASSBi0-542, que reduz a produgao
de IL-10 juntamente com a produgao de TNF pode ser interessante nos casos de tumores que
utilizam as propriedades da IL-10 como mecanismo de escape da resposta imune anti-tumoral.
A citocina IL-10, que possui atividades antiinflamatorias, tais como a de reduzir a ativacao de
macrofagos, a producdo de citocinas do tipo Thl e a ativacdo de NF-kB, pode também ser
fundamental para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer, tais como cancer de ovario e

melanomas malignos (Blay et al., 1993; Yue et al., 1997).

Continuando nossos testes com o andlogo LASSBi0-542, verificamos a propriedade
inibidora da ativagdo de NF-kB por TNF em PBMCs humanas (Figura 22). Como ja foi
descrito anteriormente, o fator de transcricdo NF-kB ¢ fundamental para a resposta pro-
inflamatoria, podendo ser ativado por diversos fatores que disparam a resposta imune inata ou
também por citocinas inflamatorias como o TNF e IL-1p. Diversas fungdes da talidomida sao
atribuidas a essa propriedade, bem como a atividade antiinflamatdria dos salicilatos (Sampaio
et al., 2006). Essa funcdo inibidora da ativacdo de NF-kB descrita para o andlogo LASSBio-
542 também deve justificar a redu¢@o da producao de TNF descrita anteriormente e demonstra

o potencial desta molécula como uma droga antiinflamatoria.

A atividade do anilogo LASSBio-542 foi testada sobre a ativacdo de células

endoteliais vasculares por TNF. Em nosso ensaio in vitro verificamos que tal qual a
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talidomida, este analogo reduz a expressao de genes envolvidos com a ativagdo endotelial,
como TNF, IL-8, VEGF-A ¢ COX-2 (Figura 27). Como um dos nossos objetivos era
comparar o analogo com a talidomida, através dos resultados anteriores esperdvamos que o
analogo exibisse atividade antiangiogénica, mesmo reduzindo a produgdo de IL-10.
Realizando um ensaio cladssico para busca de moléculas com propriedades antiangiogénicas
observamos o esperado, a adi¢do do andlogo LASSBio-542 a cultura de HUVEC sobre
matrigel acarretou na reducdo da formacao de estruturas tubulares (Figura 28). A atividade
anti-NF-kB provavelmente colabora com o potencial anti-angiogénico da talidomida e do
composto LASSBio-542, bem como com as propriedades moduladoras do sistema imune.
Contudo, esta caracteristica nao ¢ suficiente para explicar todas as propriedades exibidas pela

talidomida.

O composto LASSBi0-468, cujo grupamento ftalimidico foi preservado, sofrendo uma
N-substituicdo por um grupamento 4-(fenilsulfonil)-tiomorfolina ligado em sua posicao para
ja foi testado em animais mostrando-se capaz de reduzir a indu¢do de TNF (Lima et al.,
2002). No modelo testado por nos o composto LASSBi0-468 nao se mostrou eficaz na
modulagdo da producdo de TNF e IL-10 induzidos por LPS in vitro. A falta de atividade em
nosso modelo ndo descarta o andlogo testado, j& que in vivo ele pode assumir uma

configuragdo diferenciada, bem como ser metabolizado dando origem a compostos ativos.

A talidomida possui propriedades tUnicas no seu conjunto, sendo algumas
compartilhadas com outras drogas, porém nem todas em uma mesma molécula. Toda essa
diversidade de atividades bioldgicas, que variam conforme o modelo estudado também ¢ um
dos motivos pelo pouco conhecimento da correlagdo entre sua estrutura e atividade. A
manutencdo do grupamento fitalimida ¢ sempre visto como fundamental para as atividades da

talidomida que com certeza possui mais de um alvo bioldgico de interagdo intracelular.
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Estudando o andlogo LASSBi0-542 verificamos propriedades antiinflamatdrias com poténcia
similar a talidomida, porém nao podemos esperar exatamente a mesma funcao biologica que a
droga original. A busca de analogos com fun¢des diferenciadas ¢ uma boa opgdo para
desenvolvimento de moduladores do sistema imune necessarios em intervengodes especificas
como no caso de tumores que utilizam a IL-10 como fator de crescimento (Yue et al., 1997),
onde possivelmente a talidomida ndo exerceria uma atividade satisfatoria devido a sua

propriedade de favorecer a producao de IL-10.

Uma questdo sempre levantada ¢ sobre a teratogenicidade de moléculas analogas a
talidomida, porém acredito que esta questdo ¢ secundaria visualizando as possiveis doencas
em que estas moléculas seriam aplicadas. Todo o conjunto de alteragdes que a talidomida
causa no sistema imune e também agindo como uma droga antiangiogénica a torna insegura
para o uso em gestantes, uma vez que os processos de desenvolvimento compartilham
diversas funcdes com estes sistemas tal como a migracao celular e angiogénese. Varios
analogos da talidomida vém sendo testados por diversos grupos, sendo intensificado o
interesse por essa molécula principalmente apos a descricdo como inibidora da producao de
TNF e da angiogénese. Atualmente, os analogos da talidomida vém sendo testados com
sucesso na pratica clinica, aumentando a sobrevida dos pacientes acometidos pelo mieloma
multiplo. Um dos primeiros andlogos a serem comercializados foi a lenalomida
(comercializado como Revilimid nos EUA pela Celgene coorp.), que possui uma poténcia
bem maior que a talidomida na redugdo da producao de TNF, além de ser anti-angiogénico e
antitumoral, sendo utilizado em associacdo a dexametasona ou outras drogas antitumorais tais
como a doxorrubicina ou melfalam (Richardson et al., 2002). Este andlogo que possui
alteragdes na porg¢ao fitalimida, quando comparado a talidomida, e mantém suas propriedades

teratogénicas. Outro analogo semelhante a lenalomida ¢ a pomalidomida (comercializado nos
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EUA como Actimid pela Celgene coorp.) que também ¢ aplicada no tratamento do mieloma
multiplo (Teo, 2005). Um fato interessante ¢ que a lenalomida e a pomalidomida possuem

atividade co-estimulatoria tal como a talidomida (Marriott et al., 2002).

O descobrimento do ponto de partida para o desencadeamento dos eventos
inflamatérios que leva ao quadro de reacdo do tipo II na hanseniase continua sendo um
desafio. Porém o mecanismo de desenvolvimento e estabelecimento do ENL vem sendo
descrito nos ultimos anos como foi comentado na introdu¢ao. Verificamos com este trabalho
que o acompanhamento de pacientes tratados com talidomida nos propicia meios de entender
melhor esta patologia. A talidomida se mostra eficaz para reducao dos sintomas gerais do
ENL de forma rapida, porém nao ¢ capaz de curar todos os pacientes, impedindo que novos
episodios reacionais venham se desenvolver mesmo apds a carga bacilar ter sido zerada pela
poliquimioterapia. A maioria dos pacientes observados neste estudo voltaram a desenvolver o
ENL apds o término do tratamento com talidomida, necessitando de novos ciclos de
talidomida sozinha ou em conjunto com prednisona. Alguns destes pacientes apresentam
diversos quadros de reacdo e necessitam receber tratamento antiinflamatério continuo, quer
seja por doses baixas da talidomida (100 mg/dia) ou corticoides, sob pena de voltar a
desenvolver o ENL caso interrompam o tratamento. No entanto, o uso da talidomida como
droga de escolha para o tratamento dos episdédios de ENL grave ndo deve ser descartado,

devido a sua répida acdo para o controle da doenga que pode levar a seqiielas irreversiveis.

Verificamos neste trabalho que o processo de angiogénese durante o ENL ¢
fundamental para o estabelecimento das lesdes nodulares e que a remissdo destas pela
talidomida estd correlacionada com a sua atividade antiangiogénica juntamente com a
modula¢do do sistema imune que contribui para a melhora dos sintomas sistémicos dos

pacientes. O aumento da expressdo de TNF observado ndo parece influenciar de forma
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negativa a melhora dos pacientes uma vez que sua agdo pode estar sendo bloqueada pela agao
da propria talidomida como demonstrado in vitro (Figura 18). Embora ndo avaliamos o nivel
sérico de TNF nos pacientes tratados, extensos estudos prévios do nosso proprio grupo
verificaram que hd uma reducdo nestes niveis apos o tratamento com talidomida (Sampaio et

al., 1993).

O microambiente das lesdes reacionais ¢ bastante complexo, regulado por diversas
moléculas a0 mesmo tempo, e devemos ainda levar em conta todo o diferencial genético que
cada paciente possui. A dificuldade de conseguir um padrao de expressao génica nos casos €
facilmente entendida, ja que até as lesdes estudadas e o grau de evolugao/involug¢ao de cada
uma nao tem como ser controlada, apesar de todo cuidado da equipe médica experiente na
escolha das lesdes. A correlacdo que tentamos estabelecer sobre a atividade das células
reguladoras e a acdo da talidomida deve ser estudada de forma mais complexa, levando em
conta a pesquisa in vivo por resultados que comprovem o aumento da populagao de células T
reg, ou o favorecimento do seu desenvolvimento e atividade na presenca da talidomida em
estudos in vitro e in vivo. Porém, esta ¢ uma possibilidade que ndo deve ser descartada sem
estudos prévios, pois outros trabalhos demonstram que a talidomida pode agir contribuindo

para a ativagao de células T em paralelo as suas propriedades antiinflamatorias.
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Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
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