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“Quem não está convencido de que todas as manifestações da essência humana, a 

sensibilidade e a razão, a intuição e o entendimento, devem ser desenvolvidas para se 

tornarem uma decisiva unidade, independentemente de quais destas qualidades se 

tornem predominantes em cada um, passará a vida se esgotando nesta redução 

desagradável e nunca compreenderá, porque tem tantos inimigos tenazes e porque ele 

mesmo às vezes também vai confrontar outros como inimigo. Assim, um homem nascido 

e formado para as assim chamadas ciências exatas, quando estiver no ápice de sua 

razão-entendimento, não compreenderá facilmente que pode haver também uma 

fantasia sensível exata, sem a qual a arte é impensável.” 

 

Johann Wolfgang von GoetheJohann Wolfgang von GoetheJohann Wolfgang von GoetheJohann Wolfgang von Goethe....    
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RESUMO 

 

CARVALHO, Daniel Serra. Talidomida: Alvos associados ao controle do Eritema Nodoso 
Leproso e avaliação de compostos análogos. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em 
Ciências Biológicas - Biofísica), Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 

 

 

Durante o curso crônico da hanseníase, cerca de 50% dos pacientes hansenianos 
desenvolvem estados reacionais. Estes constituem episódios agudos de resposta inflamatória e 
imunológica, não relacionados a infecções secundárias, e que podem se manifestar nas várias 
formas da doença. Os pacientes multibacilares podem ser acometidos pelo eritema nodoso 
leproso (ENL), nestes casos surgem novas lesões cutâneas associadas a sintomas sistêmicos, 
sendo uma das principais causas de internação e morbidade relacionada à hanseníase. Todos 
os casos de ENL devem receber cuidados imediatos e serem tratados com antiinflamatórios, 
sendo a talidomida umas das drogas de escolha para o seu tratamento. Avaliamos a ação da 
talidomida no tratamento do ENL, verificando nas lesões o aumento da expressão gênica de 
citocinas correlacionadas com a atividade de células T, possivelmente células reguladoras, 
devido ao aumento concomitante de citocinas tais como TNF, IFNγ, IL-2, IL-10, o fator de 
transcrição característico de céluas Treg Foxp-3 e o receptor de quimiocinas CCR5. 
Verificamos também que há alterações na microvasculatura nas lesões de ENL juntamente 
com a modulação negativa de genes pró-angiogênicos (VEGF-A, IL-8, COX-2) após 
tratamento com a talidomida. A talidomida também demonstrou capacidade de reduzir a 
ativação de células endoteliais causado pelo TNF, reduzindo a expressão de IL-8, COX-2, 
VEGF-A e do próprio TNF. Em paralelo, comparamos in vitro, as propriedades 
antiinflamatórias e antiangiogênicas da talidomida e do análogo LASSBio-542. O análogo 
reduz a produção de TNF induzido por LPS em PBMC humana, porém diferente da 
talidomida, reduziu a produção de IL-10. Verificamos que o análogo reduz a ativação do fator 
de transcrição NFκB por TNF em PBMC humana. O potencial anti-angiogênico do análogo 
LASSBio-542 foi demonstrado pela sua capacidade em reduzir a expressão de genes pró-
angiogênicos induzidos por TNF em HUVEC, bem como a redução na formação de estruturas 
tubulares sobre matrigel. A descrição dos genes modulados pela talidomida nas lesões em 
regressão comprova o papel da angiogênese no desenvolvimento do ENL e sugere que o 
potencial co-estimulatório da talidomida sobre a atividade das células T associado às 
propriedades antiangiogênicas possam participar do processo de melhora dos pacientes, 
indicando possíveis novos alvos terapêuticos. 
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ABSTRACT 

 

CARVALHO, Daniel Serra. Talidomida: Alvos associados ao controle do Eritema Nodoso 
Leproso e avaliação de compostos análogos. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em 
Ciências Biológicas - Biofísica), Instituto de Biofísica 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, IFNγ, 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

A regulação dos eventos inflamatórios indesejados, tais como edema, dor, febre, e 

mais especificamente as lesão teciduais, principalmente, em tecidos nobres e altamente 

especializados, com baixa capacidade de regeneração, são objetivos que acompanham a 

história da medicina desde o seu início. Diversos mecanismos de contenção do sistema imune 

já foram descritos, sendo os antiinflamatórios não esteroidais (que controlam a síntese de 

prostaglandinas) e esteroidais (que agem de forma não seletiva sobre o organismo (incluindo 

o sistema imune via receptores citoplasmáticos de glicocorticóides) as principais ferramentas 

de controle, porém, novas abordagens através do conhecimento de vias específicas de 

ativação e manutenção dos diversos tipos de resposta imune têm sido fundamental para 

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

Em várias situações, tais como nas doenças auto-imunes, doenças inflamatórias 

crônicas, síndromes metabólicas e alguns tipos de malignidades há a necessidade de 

intervenções específicas, portanto tratamentos que possuem como alvo a modulação da 

produção de citocinas e vias de manutenção da ativação das células do sistema imune vêm 

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

A hanseníase, por se tratar de uma doença infecciosa crônica caracterizada por um 

espectro de formas clínicas classificadas de acordo com o nível de resposta imune celular 

contra os antígenos do agente infeccioso (Mycobacterium leprae), é um modelo de estudo que 

traz informações importantes para a compreensão do sistema imune. Uma das principais 

dúvidas na hanseníase é o fato dos pacientes do pólo lepromatoso (LL), onde há ausência de 
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resposta imune celular contra o M. leprae, desenvolvem um quadro de reação sistêmica aguda 

chamada eritema nodoso leproso (ENL). O envolvimento do fator de necrose tumoral (TNF) 

nesses episódios reacionais é destacado como determinante e o uso de drogas que reduzem 

sua produção como a talidomida e a pentoxifilina são capazes de levar à regressão do ENL 

(Sampaio et al., 1991). Porém diversas dúvidas persistem, principalmente sobre o mecanismo 

para disparar o quadro do ENL e os fatores que contribuem para a sua manutenção. Portanto, 

o nosso interesse em estudar os pacientes que desenvolvem o ENL e que são tratados com 

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

A talidomida foi a primeira droga aprovada especificamente para a redução da 

produção de TNF em 1991, enquanto o primeiro bloqueador da ação de TNF no organismo, o 

imunobiológico Etanercept só entrou no mercado em 1998. O pobre conhecimento sobre o 

mecanismo específico de ação da talidomida, o estigma sobre o seu potencial teratogênico, fez 

com que novas drogas baseadas na sua estrutura fossem buscadas. Nos últimos anos, alguns 

estudos procuraram estabelecer o mecanismo de ação da talidomida, juntamente com novas 

propriedades e aplicações clinicas (Sampaio et al., 2002). Uma melhor compreensão sobre o 

ENL pode ser obtida através dos estudos recentes que demonstraram algumas propriedades da 

talidomida, tais como a sua função sobre a formação de novos vasos sanguíneos. Uma vez que 

o mecanismo de ação da Talidomida não foi completamente elucidado, no presente estudo nos 

propusemos a avaliar a ação da talidomida, verificando a modulação da expressão gênica de 

moléculas correlacionadas com o sistema imune nas lesões reacionais de pacientes com 

hanseníase, dando um enfoque no papel da microvasculatura presente. Em paralelo, 

comparamos as propriedades antiinflamatórias in vitro da talidomida e um de seus análogos 

(LASSBio-542) sobre o sistema imune e angiogênese. 
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1.2. ASPECTOS CLÍNICOS, EPIDEMIOLÓGICOS E IMUNOLÓGICOS DA HANSENÍASE 

A hanseníase é uma doença infecciosa sistêmica de curso crônico, que afeta 

principalmente os nervos periféricos, a pele e a mucosa das vias aéreas superiores. O M. 

leprae, seu agente etiológico, é capaz de infectar macrófagos, células de Schwann e o 

endotélio vascular. Admite-se que a via de entrada do M. leprae é o trato respiratório superior, 

por onde atinge a mucosa e dissemina-se pelo organismo. A hipótese da via de transmissão 

aérea é confirmada pela grande quantidade de bacilos íntegros isolados de secreções nasais de 

pacientes. Também é considerada uma doença incapacitante, uma vez que ocorre dano neural 

causado pela invasão do M. leprae e comprometimento do sistema nervoso periférico, 

irreversível em vários casos (Gallo et al., 2005). 

Para o diagnóstico da hanseníase se faz necessário o exame clínico, acompanhado de 

exame baciloscópico em esfregaços de linfa e de exame histopatológico. Os sinais e sintomas 

são variados e podem contribuir para o retardamento do diagnóstico e início do tratamento. As 

lesões podem se apresentar como uma única mancha hipocrômica ou até como inúmeras 

manchas pápulo-eritematosas por todo o corpo, podendo também ter perda de sensibilidade. 

Contudo, cerca de 30% das lesões não são anestésicas, o que pode dificultar ainda mais o 

diagnóstico da doença (Gallo et al., 2005). 

Clinicamente, as diferentes formas da hanseníase são caracterizadas em virtude do 

equilíbrio entre a multiplicação bacilar e o desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro. 

O grau de disseminação da infecção e o número de lesões cutâneas variam ao longo de um 

espectro de formas clínicas. Ridley e Jopling postularam em 1965 uma classificação para 

estas formas clínicas da hanseníase, na qual as divide em duas formas polares: tuberculóide 

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

1966). 

No pólo LL do espectro estão pacientes com ausência seletiva de resposta imunológica 

do tipo celular contra a bactéria, que apresentam uma alta carga bacilar principalmente nos 

macrófagos da pele e nas células de Schwann em torno de nervos periféricos, e elevados 

títulos de anticorpos específicos. Nestes doentes, a reação cutânea à lepromina é negativa e 

múltiplas lesões estão presentes. As lesões nervosas resultam de um lento e progressivo 

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

No pólo TT, os pacientes apresentam resposta imune celular contra o M. leprae, que 

reduz a disseminação da bactéria. De fato, a resposta imune não protege totalmente estes 

pacientes contra a doença, e pode estar diretamente envolvida no mecanismo de lesão do 

nervo. Em contraste com a forma lepromatosa, na tuberculóide, os pacientes apresentam 

baixos níveis de anticorpos. A forma tuberculóide caracteriza-se pela formação de granulomas 

epitelióides que invariavelmente comprometem as terminações nervosas periféricas, 

destruindo-as. Nestes, poucas bactérias estão presentes e os pacientes apresentam, em geral, 

uma única lesão e a reação cutânea a lepromina é sempre positiva. As formas clínicas 

intermediárias (pacientes borderline) representam gradações na reatividade imune destes 

indivíduos em resposta à bactéria e são classificados conforme sua maior proximidade do pólo 

lepromatoso ou tuberculóide (Gallo et al., 2005; Ridley et al., 1966). 
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Figura-1. Representação esquemática das formas clínicas da hanseníase. Após a exposição ao bacilo, a infecção 
pode ser controlada quando há uma resposta celular efetiva contra o M. leprae. Contudo, nos casos onde há uma 
resposta celular prejudicada contra o M. leprae especificamente, ocorre a proliferação e a manifestação da 
doença. Durante curso crônico da doença, os pacientes com baixa ou ausente resposta contra o M. leprae podem 
desenvolver episódios reacionais característicos, a Reação Reversa (RR) e o Eritema Nodoso Leproso (ENL). 

Devido à dificuldade na realização dos exames histopatológicos e visando a 

descentralização do acompanhamento médico dos pacientes, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) sugeriu aos países endêmicos que adotassem uma simplificação do critério diagnóstico 

de acordo com o índice baciloscópico (IB) feito a partir de esfregaços de linfa. De um modo 

geral, pacientes tuberculóides (BT e TT) são paucibacilares, com IB=0 e pacientes 

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

O M. leprae é um patógeno intracelular obrigatório, que apresenta baixa atividade 

catabólica e até hoje não foi possível cultivá-lo in vitro. A obtenção de M. leprae para 

pesquisa é feita através da purificação do bacilo que se replica em coxim plantar de 

camundongos e de tatus de nove bandas (Dasypus novemcinctus, Linn.) que sofrem infecção 
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disseminada, sendo que o seu fígado concentra cerca de 109 bacilos por grama de tecido 

(Scollard et al., 2006). O tempo de geração do bacilo varia entre 11 a 14 dias; é Gram-

positivo, álcool-ácido resistente, não cultivável in vitro e de crescimento muito lento. O M. 

leprae possui uma densa cápsula composta de lipídeos situada externamente à sua parede 

celular, e rica no glicolípideo fenólico específico do M. leprae (PGL-1) (Jayapal et al., 2001). 

Esta cápsula protege o bacilo da ação de radicais livres e espécies reativas do oxigênio 

permitindo a sobrevivência intracelular do bacilo. O PGL-1 serve como um antígeno para 

testes sorológicos da hanseníase (Jayapal et al., 2001). Além do PGL-1 existem outros 

antígenos situados na parede celular do M. leprae, dentre estes um complexo de lipoglicanas 

chamado de Lipoarabinomana (LAM) capaz de estimular monócitos e envolvido na anergia 

de linfócitos 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 mês na unidade de saúde (dose supervisionada) e levam o restante da 

cartela para auto-administração de um comprimido de dapsona por dia por 30 dias. A duração 

do tratamento é de seis meses. Para os multibacilares a dose supervisionada consta de 

rifampicina 600mg, associada à clofazimina 300mg e dapsona 100mg; o restante da cartela 

para auto-administração de um comprimido diário de 100mg de clofazimina e 1 comprimido 

diário de l00mg de dapsona. A duração do tratamento é de 12 meses. Após ter completado o 

tempo de tratamento, com regularidade, o paciente recebe alta e é considerado curado. A 

implantação desse modelo de tratamento na década de 80 foi fundamental para a redução do 

número de casos de hanseníase, quando a doença ainda era endêmica em 122 países com 

aproximadamente 14 milhões de casos diagnosticados. Segundo a OMS, em 2006, o número 

de casos registrados foi de 259.017 indivíduos, em particular nos seguintes países: Angola, 
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Brasil, República Africana Central, República Democrática do Congo, Índia, Madagascar, 

Moçambique, Nepal e Unidade Republicana da Tanzânia. Em conjunto, esses países 

respondem por 84% da prevalência mundial. Na Figura 2 é mostrada a taxa de prevalência 

nos países endêmicos (WHO, 2007). 

No Brasil a doença ainda constitui um problema de saúde pública, apesar da grande 

queda na prevalência dos casos de hanseníase no mundo nas duas últimas décadas, com taxa 

de prevalência de 1,6 indivíduos 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 doença, sendo que 8% ocorrem em menores de 

14 anos e um número significativo de casos com algum grau de incapacidade física já é 

observado no momento do diagnóstico (WHO, 2007). 

 

Figura 2. Taxa de prevalência da hanseníase até o final de 2006 segundo a OMS. (Adaptado de: 
http://www.who.int/wer, acesso em 25/05/2009). 
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O simples contato com pessoas infectadas, o que pode levar à exposição ao bacilo, não 

garante o desenvolvimento da doença. Um conjunto de fatores ainda desconhecidos é 

necessário para que haja a permissividade para a proliferação, mesmo que lentíssima, do M. 

leprae. Atualmente aceitam-se algumas hipóteses para esta susceptibilidade imunológica que 

leva à hanseníase, dentre elas as principais são: a) um defeito básico, de origem genética, que 

compromete a função efetora durante a fase inata da defesa contra a infecção; b) diferenciação 

da resposta imune celular para um padrão funcional ineficaz para a destruição do patógeno. 

Nos pacientes lepromatosos observa-se um defeito funcional nos linfócitos T, não 

respondendo ou sendo hiporresponsivos especificamente ao M. leprae, diferente dos pacientes 

tuberculóides, porém em ambos os casos foi permitida a proliferação do bacilo. Algumas 

associações genéticas já foram descritas como possíveis contribuintes para a doença tais como 

polimorfismos de base única (Single Nucleotide Polymorphisms – SNPs) em genes para 

citocinas, quimiocinas, receptores e proteínas envolvidas com a sinalização intracelular, 

apontando para uma combinação de fatores de susceptibilidade e resistência o que pode 

explicar a forma espectral da hanseníase, tais como os genes: HLA, TNF, LTA, IL10, PARK2, 

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

A resposta imune específica contra o M. leprae é capaz de impedir disseminação da 

bactéria, mas freqüentemente, provoca danos aos nervos, como no caso dos pacientes do pólo 

tuberculóide. De fato, a resposta imune não protege totalmente estes pacientes contra a 

doença, e pode estar diretamente envolvida no mecanismo de lesão do nervo. Nestes casos, 

poucas bactérias estão presentes e os pacientes apresentam, em geral, uma única lesão. O que 

reforça a idéia de que múltiplos fatores estão envolvidos para a permissão da proliferação do 

bacilo e desenvolvimento da doença, mesmo que seja nos pacientes tuberculóides que 

respondem contra o M. leprae (Little et al., 2001). 
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Uma lesão de pele de paciente lepromatoso concentra aproximadamente 1010 

bacilos/grama de tecido, mostrando que em um micro-ambiente com função efetora 

inadequada, o patógeno cresce em elevadas concentrações. Além disso, pacientes 

multibacilares podem eliminar grande número de M. leprae pelas vias aéreas superiores, em 

média 107 bacilos viáveis por dia. Os componentes do M. leprae, por serem antigênicos e 

desempenharem outras atividades biológicas inibidoras de resposta inflamatória e imune, 

acentuam ainda mais o defeito funcional observado nesses pacientes. Apesar dos pacientes 

lepromatosos possuírem elevados níveis de anticorpos anti-M. leprae, a resposta humoral não 

confere proteção por tratar-se de um patógeno intracelular (Scollard et al., 1996). Mesmo 

assim, o M. leprae não apresenta variações morfológicas e funcionais em cepas isoladas de 

pacientes com as diferentes formas clínicas da doença, de forma a explicar a ausência de 

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

A não-resposta ou a hiporresponsividade específica ao M. leprae, característico da 

forma lepromatosa pode ser recuperada em algumas situações, como por exemplo, após longo 

período de tratamento e cura clínica. A possibilidade de reversão da resposta antígeno-

específica nos pacientes lepromatosos, seja pelo tratamento, seja por imunomodulação, 

demonstra que as formas multibacilares da hanseníase não são estáticas. Os pacientes das 

formas “borderlines” apresentam variações imunológicas que podem ocorrer no curso da 

doença, sendo freqüentemente associadas às reações (Esquenazi et al., 1990). 

A demonstração da diferenciação de linfócitos T auxiliares (Th) 1 x (Th) 2 na 

hanseníase mostra de uma forma geral que, pacientes tuberculóides apresentam resposta 

imune celular efetiva na destruição do bacilo com produção local de citocinas 

predominantemente do tipo 1, incluindo Interferon gamma (IFNγ), Interleucina (IL)-2 e IL-

12, e nos pacientes lepromatosos observa-se uma diferenciação da para um perfil associado à 
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produção 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 HANSENÍASE 

Durante o curso crônico da doença, cerca de 50% dos pacientes hansenianos 

desenvolvem estados reacionais. Estes constituem episódios agudos de resposta inflamatória e 

imunológica, não relacionados a infecções secundárias, e que podem se manifestar em várias 

formas da doença. O aparecimento de novas lesões cutâneas e/ou a reinfiltração de lesões pré-

existentes são as principais características clínicas das reações, freqüentemente acompanhadas 

de sintomas sistêmicos como febre, mal estar, dor articular e neurítica (Britton et al., 2004). 

As reações são classificadas em dois tipos de acordo com suas manifestações clínicas e 

histológicas: Reação Reversa (RR) ou Reação do tipo I e Eritema Nodoso Leproso (ENL) ou 

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

A reação do tipo I é a que mais afeta pacientes das formas clínicas “borderlines” (BT, 

BB, BL), sendo caracterizada pelo aparecimento de lesões eritematosas na pele e pela 

emergência de imunidade celular aos antígenos do M. leprae, com produção de mediadores 

pró-inflamatórios nas lesões granulomatosas (Little et al., 2001; Uyemura et al., 1991). Têm 

sido observadas elevação na expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias, especialmente 

IFNγ, IL-2 e IL-12 em lesão cutânea e sangue durante a RR (Moraes et al., 1999). Aumento 

nos níveis de IL-1β e TNF em células sanguíneas também já foram observados (Manandhar et 

al., 2002; Sarno et al., 1991). Os episódios de RR estão associados a neurites severas, com 

lesão progressiva de nervos periféricos, e para o tratamento específico destes episódios 

reacionais são utilizados principalmente glicocorticóides (Manandhar et al., 2002). 
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Os pacientes multibacilares polares ou subpolares (BL, LL) podem ser acometidos da 

reação tipo II ou eritema nodoso leproso (ENL), nestes casos surgem novas lesões cutâneas 

nodulares não associadas às lesões lepromatosas anteriores, eritematosas e dolorosas, que 

podem ulcerar quase sempre associadas à febre, perda de peso e mal estar geral. 

Histologicamente observa-se alterações vasculares da derme profunda com infiltrado 

inflamatório difuso de células mononucleares, intenso infiltrado neutrofílico e espessamento 

da epiderme. Alguns autores indicam que o ENL pode ser considerado como uma vasculite 

necrosante em vasos de diversos calibres da vasculatura cutânea e que a deposição de 

imunocomplexos resultantes dos altos títulos de anticorpos e componentes degradados do M. 

leprae das lesões lepromatosas nestes vasos seria fundamental para o desencadeamento da 

reação (Murphy et al., 1986). Contudo, as diversas características imunológicas do ENL 

suportam a idéia de alterações mais complexas no sistema imune para o desencadeamento da 

reação. 

A resposta inflamatória observada no desencadeamento do ENL é complexa, e o 

aumento considerável dos níveis séricos de TNFα, IL-1β e IL-6 estão associados com a 

imunopatologia da reação e suas complicações sistêmicas (Moreira et al., 1993; Sampaio et 

al., 1998b; Sarno et al., 1991). Existem alguns trabalhos que indicam o relacionamento do 

IFNγ com a super-expressão de TNF, como por exemplo, o aparecimento de ENL em 

pacientes hansenianos após injeção intradérmica de IFNγ (Sampaio et al., 1992). No entanto, 

ainda não foram esclarecidos os mecanismos que levam pacientes com RR e ENL a 

apresentarem um aumento da produção de TNF. 

A confirmação do envolvimento do TNF na patologia da hanseníase e em especial nos 

episódios reacionais direcionou o emprego de drogas inibidoras da produção desta citocina, 

como talidomida e pentoxifilina, para o tratamento dos pacientes em reação. A melhora 
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clínica dos pacientes foi correlacionada diretamente com a redução dos níveis 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 

antiinflamatórios. Em casos graves ou frente a evidências de comprometimento ocular, neural, 

testicular, tem-se a preferência pelo inicio imediato do tratamento com corticosteróides. 10 

Casos de baixa gravidade de ENL podem ser tratados com antiinflamatórios não-esteroidais 

(AINES). A prednisona na dose de 0,5 a 2 mg por kg ao dia está indicada como 

antiinflamatório 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 crônico. A clofazimina também é utilizada para 

reduzir os surtos recorrentes de ENL, porém, seus efeitos antiinflamatórios em outras 

enfermidades e dissociados da sua ação antimicobacteriana na hanseníase, ainda não foi 

demonstrado (Helmy et al., 1971). 

O estudo da via pela qual o M. leprae é capaz de induzir a produção de TNF se torna 

de grande interesse, uma vez que esta citocina é compreendida como um fator chave na 

progressão clínica da hanseníase, incluindo o desenvolvimento dos episódios 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 não descritos, e levar à ativação de vias 

intracelulares como as MAPKs (proteínas cinases ativadas por mitógenos), ativar fatores de 

transcrição tais como o fator nuclear κB (NF-κB) e levar à produção de TNF, assim como de 

várias outras proteínas por monócitos/macrófagos (Hasan et al., 2003; Kang et al., 2001; 

Oliveira et al., 2003; Schlesinger et al., 1990). Contudo, o entendimento das alterações nas 

vias intracelulares que fazem com que as células mononucleares de pacientes em reação e de 
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pólos opostos do espectro de formas clínicas apresentem diferentes níveis de respostas ao M. 

leprae ainda não foi alcançado. 

1.4. ANGIOGÊNESE 

O termo angiogênese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para descrever 

a vascularização na placenta. O estudo sistemático da angiogênese teve início com Judah 

Folkman, e progressivamente foram desenvolvidos vários modelos in vitro e in vivo para o 

estudo de seus mecanismos moleculares, modulação e a sua importância nos processos 

fisiológicos e patológicos (Folkman et al., 1992). Atualmente o termo angiogênese tem sido 

empregado para descrever o crescimento de brotos endoteliais a partir de vênulas pós-

capilares preexistentes e para caracterizar os processos de crescimento e remodelamento de 

uma rede vascular primitiva em uma complexa. A angiogênese envolve distintas formas de 

crescimento vascular. Ela tem início com a dilatação de vênulas preexistentes, as quais podem 

sofrer brotamento, ou tornarem-se divididas por colunas de células periendoteliais, processo 

denominado intussuscepção 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 indivíduo adulto, novos vasos surgem principalmente por angiogênese, embora a 

vasculogênese também possa ocorrer. Essa neovascularização também acontece pelo 

recrutamento de células semelhantes aos angioblastos, denominadas células progenitoras 

endoteliais (EPCs) da medula óssea (Conway et al., 2001). Os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos no crescimento vascular diferem nos vários tecidos assim, os 

neovasos terão aspectos morfológicos e funcionais de acordo com as necessidades de cada 

tecido. Essa heterogeneidade das células endoteliais é determinada pela expressão e atividade 

de fatores angiogênicos, 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 

angiogênicos órgão-específico que determinam a alteração angiogênica, mas de modo 

específico para os diferentes órgãos (Benjamin et al., 1998; Carmeliet et al., 2000; Carmeliet, 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura-3. Formação Vascular. O esquema mostra a vasculogênese, os tipos de angiogênese: brotamento, o mais 
freqüente; intussuscepção e pontes trans-endoteliais e o recrutamento de células progenitoras endoteliais (EPCs) 
da medula óssea. Modificado de: Carmeliet, 2003. 

Embora as células endoteliais sejam o foco da atenção, elas sozinhas podem iniciar, 

mas não completar a angiogênese. As células periendoteliais são essenciais para o 

amadurecimento vascular. Essas células estabilizam o vaso nascente através da inibição da 

migração e da proliferação endotelial, e por estimular a produção de matriz extracelular. Elas 

proporcionam controle homeostático e protegem o novo vaso contra rupturas ou regressão 

(Carmeliet et al., 2000). 

As etapas da angiogênese envolvem vasodilatação e aumento da permeabilidade 

vascular em resposta ao óxido nítrico (NO) e VEGF, degradação da membrana basal por 
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metaloproteinases de matriz (MMPs), perda das junções entre as células endoteliais pela ação 

do ativador do plasminogênio, migração e proliferação das células endoteliais, formação de 

cordões endoteliais, formação de membrana basal, maturação e remodelamento, recrutamento 

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

A angiogênese está sujeita a um complexo sistema de controle com fatores 

angiogênicos e antiangiogênicos (angiostáticos). No indivíduo adulto o crescimento vascular 

está sob rigoroso controle, havendo uma predominância dos fatores angiostáticos sobre os 

angiogênicos. A neovascularização só ocorrerá quando esta relação for inversa. Como 

exemplo de fatores angiogênicos temos os pericitos, vários componentes da matriz 

extracelular como endostatina e tumstatin, fragmentos de colágeno tipo XVIII (matriz 

extracelular - MEC) e IV (membrana basal) respectivamente, trombospondina e de fatores 

pro-angiogênicos, a injúria, hipóxia, citocinas (VEGF, TNF), quimiocinas, angiogenina, 

células inflamatórias (Bernardini et al., 2003; Szekanecz et al., 2007). 

Em circunstâncias normais a formação de novos vasos sanguíneos ocorre durante a 

cicatrização de feridas, regeneração de órgãos, no sistema reprodutor feminino na maturação 

do folículo ovariano, na formação do corpo lúteo, na regeneração do endométrio após o ciclo 

menstrual, na implantação do ovo e na formação da placenta. A angiogênese também é um 

fator importante em vários processos patológicos como no crescimento e metástase de 

tumores, na artrite reumatóide, na retinopatia diabética, na psoríase, obesidade, aterosclerose, 

isquemia, osteoporose, e outras (Burke et al., 2001; Carmeliet, 2003; Folkman, 1995; Hoeben 

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

Na hanseníase observa-se a participação da microvasclatura nas diversas lesões 

dermatológicas apresentadas pelos pacientes. É possível distinguir as lesões tanto 
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tuberculóides quanto lepromatosas pelo padrão da microvasculatura encontrada nas biópsias 

através de imunohistoquímica para o fator VIII da cascata de coagulação. As lesões 

lepromatosas apresentam densa microvasculatura tortuosa associada a macrófagos contendo 

bacilos, enquanto as lesões tuberculóides apresentam a microvasculatura somente na periferia 

dos granulomas (Antunes et al., 2000). O aumento da carga bacilar também está associado à 

angiogênese na lesão lepromatosa (Bhandarkar et al., 2007). Observa-se também um aumento 

da expressão de VEGF e seu receptor KDR nas células granulomatosas de pacientes RR. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura-4 Etapas da angiogênese. 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 enjôos matinais de mulheres grávidas. Infelizmente, o 

resultado deste emprego foi um desastre trágico e bastante conhecido na história da medicina, 
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afetando mais de 12 mil crianças que nasceram com deformidades (Botting, 2002). A 

talidomida foi então retirada do mercado no início dos anos sessenta devido a suas 

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

Foi também no início dos anos sessenta que novas propriedades da talidomida 

começaram a ser descobertas, começando pela atenuação dos sintomas de pacientes 

hansenianos durante episódios de grave reação inflamatória (Sheskin, 1965; Sheskin, 1966). 

Somente trinta anos mais tarde, através de estudos para se desvendar o mecanismo de ação da 

talidomida na hanseníase, foi descrita a sua capacidade de modular o sistema imune através da 

redução da produção do TNF, o que reativou o interesse sobre esta droga (Sampaio et al., 

1991; Sampaio et al., 1993). Alguns dos fatos mais importantes da história deste 

medicamento são mostrados na Figura 5. 

Antes de se descobrir a capacidade de inibir a produção de TNF, vários grupos 

pesquisaram as propriedades da talidomida e fizeram o seu uso em doenças que possuíam 

sintomas semelhantes ao ENL. O conhecimento do efeito imunossupressor da talidomida 

surgiu praticamente junto com as observações da ação da talidomida no ENL, o que despertou 

o seu interesse para uso em doenças de base imunológica, bem como as que possuem 

manifestações dermatológicas, tais como o prurigo nodular, lúpus eritematoso discóide e 

sistêmico (Hasper et al., 1982; Sheskin, 1975; Thomas et al., 2000). A inibição da migração 

de leucócitos polimorfonucleares também foi um avanço considerável para o entendimento da 

ação da talidomida, que embora pudesse ser correlacionado com a inibição de TNF forneceu 

indícios para a descrição de outras ações da talidomida, como a redução de moléculas de 

adesão que além de reduzir a migração pode estar envolvida em processos de angiogênese e 

ativação celular (Faure et al., 1980). Mais ainda, a talidomida foi utilizada com sucesso em 

pacientes que receberam transplantes heterólogos de medula óssea e desenvolveram a doença 
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do enxerto versus hospedeiro (Heney et al., 1988). As melhoras causadas pelo uso da 

talidomida ao nível sistêmico, como a redução da febre e ganho de peso, fez com que a 

talidomida também fosse usada no tratamento da caquexia em pacientes positivos para o vírus 

da imunodeficiência humana (HIV) (James, 1995). 

 

 

 

 

 

Figura – 5. Principais eventos da história da talidomida. De forma bem resumida são mostrados alguns dos 
principais eventos que levaram ao conhecimento da ação da talidomida e que em geral são 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 ação inibitória na angiogênese pela talidomida foi importante para a investigação 

sobre esta droga (D'Amato et al., 1994). O uso da talidomida para tratamento de tumores já 

havia sido testado desde 1965; porém, o grande aumento de testes clínicos da talidomida na 

área oncológica surgiu com o seu efeito antiangiogênico (Thomas et al., 2000). Foi 

demonstrado que a ação da talidomida se limita a alguns tipos de câncer, sendo o Sarcoma de 

Kaposi, câncer de próstata, melanomas e mieloma múltiplo onde ocorrem as melhores taxas 

de resposta à talidomida, mostrando que o efeito antiangiogênico 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 são 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 doenças imunológicas e no câncer com base na imunomodulação e 

efeito antiangiogênico (Calabrese et al., 2000; D'Amato et al., 1994; Matthews et al., 2003; 

Rajkumar, 2000). Apesar da sua eficiência comprovada nos estudos clínicos, novas moléculas 

baseadas na estrutura da talidomida vêm sendo estudadas com o objetivo de se conhecer os 

seus mecanismos de funcionamento e pela busca de novas drogas com características 

similares, porém com mecanismos de ação 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 et al., 2002; Wnendt et al., 1996). 

1.6. PROPRIEDADES QUÍMICAS DA TALIDOMIDA 

A talidomida [(a ftalimida) glutarimida] é um pó branco inodoro e pouco solúvel em 

água ou etanol. A sua fórmula química é C13H10N2O4, o que lhe propicia uma massa molar 

de 258,2 g/mol. A molécula da talidomida é constituída de um anel ftalimida e um anel 

glutarimida. O anel glutarimida possui um carbono assimétrico, que fornece quiralidade à 

molécula. (Figura 6). 

A talidomida possui propriedades antiinflamatórias e imunomodulatórias, o que está 

diretamente relacionado com sua habilidade de modular a produção de citocinas e as funções 

celulares. A administração da talidomida é feita por via oral e é utilizada a sua forma 

racêmica. A talidomida é pouco solúvel em água e a administração dos enantiomêros 

purificados é ineficiente por causa da rápida racemização in vivo. Estudos realizados para 

determinar a propriedade de cada enantiômero, utilizando análogos não racemizáveis, como 
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por exemplo, 3’-metiltalidomida, mostraram que o enantiômero-R parece estar associado aos 

efeitos sedativos enquanto que o enantiômero-S com os efeitos imunológicos e teratogênicos 

(Franks et al., 2004). 

Modificações na estrutura da talidomida levaram a diversos análogos com altos índices 

de inibição de TNF (Gutschow et al., 2001; Shannon et al., 1997). Dentre outros, amino-

substituições no grupamento da ftalimida na posição 4, fenil-substituições no carbono 5’ e 

compostos halogenados como a 4,5,6,7-tetrafluortalidomida e 3’-fluoro-talidomida. Também 

foi demonstrado que quando são feitas substituições na porção ftalimida de compostos N-

alquil ftalimídicos, onde existem grupos doadores de elétrons para o sistema de ligações 

imida, ocorre um aumento na capacidade dessas moléculas em inibir a produção de TNF. 

Porém, a planaridade do anel ftalimida é necessária para esta inibição (Shannon et al., 1997). 

A substituição do grupamento glutarimida por um anel fenílico causa a redução da atividade 

anti-TNF. Entretanto, a simples funcionalização na posição orto do anel fenila por grupos 

alquilas recupera a atividade biológica desejada, sendo posteriormente também demonstrado 

que substituições nas posições 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 et al., 

1998). 

A síntese de moléculas híbridas, que possuam o efeito da talidomida e de outros 

antiinflamatórios, parece ser uma alternativa possível na construção de análogos da 

talidomida, sendo a idéia principal remover partes da molécula responsáveis por alguns 

efeitos indesejados e agregando outras características de interesse terapêutico. A construção 

de moléculas formadas pelo anel ftalimida com a substituição do anel glutarimida por um 

radical inibidor da fosfodiesterase 4 vem se mostrando como uma boa estratégia, gerando 

resultados promissores em testes in vitro e 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 

toxicofórico, enquanto que o ftalimida seria o farmacofórico. Sobre a porção ftalimida existe 

um consenso sobre este ser aquele que confere as propriedades terapêuticas, como a redução 

na produção de TNF. Há a sugestão de que a propriedade teratogênica seja devido à atividade 

da enzima prostaglandina H sintase (PHS) que iria agir sobre a talidomida gerando espécies 

radicalares na porção glutarimida. A inibição desta enzima por ácido acetil salicílico foi 

relacionada com a inibição da teratogênese in vivo (Arlen et al., 1996). 
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Figura-6. Representação estrutural da molécula da talidomida. A talidomida pode existir nas formas R ou S, 
dependendo da disposição das ligações em seu carbono assimétrico (3’). Em pH fisiológico a talidomida pode se 
interconverter entre as duas formas, sendo atribuídas à forma S as propriedades teratogênicas enquanto que a 
forma R as propriedades sedativas. A molécula da talidomida é constituída por um anel ftalimida e um anel 
glutarimida, sendo as propriedades farmacofóricas atribuída ao primeiro anel. 

Estudos com a 3’-metiltalidomida e 3’-fluorotalidomida, que são análogos não 

racemizáveis e enantioméricos, mostraram que as drogas com conformação S são aquelas que 

possuem maior inibição de TNF e são estruturalmente correlacionadas com a S-talidomida 

que é teratogênica (Chung et al., 2003). Com o conhecimento adquirido sobre a talidomida até 

hoje fica cada vez mais fácil relacionar os seus efeitos benéficos com a teratogenicidade, 

como a redução na expressão de moléculas de adesão, redução na angiogênese e inibição de 

NF-κB que são eventos relacionados com o desenvolvimento. A teratogenicidade talvez seja 

um efeito difícil de ser abolido com a criação de novos análogos que possuam as mesmas 

atividades antiangiogênicas e anti-TNF. A principal intenção sobre o estudo de moléculas 
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análogas a talidomida deve se voltar para o aproveitamento de uma estrutura química capaz 

de gerar vários efeitos biológicos, onde já foi demonstrado por vários autores que 

modificações pontuais podem alterar o seu perfil de atuação. O estudo amplo dessas 

moléculas análogas pode gerar informações importantes para o entendimento da ação da 

talidomida e sobre possíveis novas moléculas com perfis imunomodulatórios distintos que 

poderão ser aplicados a específicas patologias dependendo do seu comprometimento 

imunológico. 

Alguns autores acreditam que a talidomida seja capaz de intercalar moléculas de ácido 

desoxido ribonucléico (DNA), talvez por possuir similaridade com as bases purínicas (A- 

adenina e G- guanina). Experimentos in vitro mostraram que a talidomida se liga mais 

facilmente a guanina do que a adenina e não tem afinidade pelos outros nucleotídeos. Por isso 

acredita-se que a talidomida seja capaz de se intercalar ao DNA em regiões ricas em guanina, 

ligando-se também a regiões promotoras e bloqueando o acesso de fatores de transcrição. 

Cerca de 9% das regiões promotoras são regiões ricas em sequências de guanina (G) e 

citosina (C) GC e por isso a talidomida pode ter um efeito específico sobre as proteínas 

reguladas por este tipo de região. As proteínas fator de crescimento de fibroblastos (FGF)- 2 e 

fator de crescimento semelhante à insulina (IGF)-I são mediadores da angiogênese e parecem 

estar envolvidos com o efeito da talidomida sobre regiões promotoras ricas em GC (Stephens 

et al., 2000). 

 

1.7. MECANISMO DE AÇÃO DA TALIDOMIDA 

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

de ação desta droga. A partir da década de 90 esses dados começaram a surgir com o relato da 



P á g i n a  | 32 

 

inibição da produção do TNF no soro dos pacientes com ENL tratados com talidomida e a 

consequente melhora do quadro clínico. O mesmo efeito também era visto in vitro: a 

talidomida reduzia a produção de TNF por monócitos estimulados por lipopolissacarídeo 

(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 redução da 

estabilidade do RNAm de TNF ainda não é conhecido.  

A descrição sobre o efeito na produção de TNF não só serviu de base para a aplicação da 

talidomida em outras doenças também relacionadas à alta produção desta citocina, mas 

também foi usado como base para a liberação do uso da talidomida no ENL nos EUA 

(Sampaio et al., 1991). Outras novas propriedades da talidomida foram descobertas 

subsequentemente, como a inibição da angiogênese e regulação de um importante fator de 

transcrição nuclear envolvido em eventos inflamatórios, o NF-kB (D'Amato et al., 1994; 

Keifer et al., 2001). Vários efeitos biológicos da talidomida podem ser explicados por uma 

ação sobre o fator de transcrição nuclear NF-κB, que está envolvido em vários fenômenos 

fisiológicos. Este fator é ativado por uma grande variedade de estímulos e desempenha um 

papel central em várias respostas celulares às alterações do meio ambiente, como a presença 

de patógenos e estresse oxidativo. NF-κB ativa genes relacionados com a imunidade inata e 

inflamação como as citocinas (TNFα, IL-6, IL-12), proteínas envolvidas na apoptose (c-IAP2, 

FLICE, membros da família BCL-2) e fatores angiogênicos (VEGF, TNFα, IL8) (Majumdar 

et al., 2002) 

Por outro lado, a modulação de moléculas de adesão e outros fatores envolvidos com a 

angiogênese que contribuem para a sua efetividade em diversas desordens sugerem ser este 

um dos seus mecanismos de ação teratogênica. Na Figura 7 podemos ver de forma resumida 

os mecanismos de ação propostos para a talidomida. Dentre as atividades imunomodulatórias 
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da talidomida estão: i) a redução da expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, 

o que diminui a transmigração de células do sangue para o tecido; ii) efeito anti ou pró-

apoptótico dependendo da natureza do processo; iii) aumento da capacidade das células T em 

secretar IFNγ e IL-2, principalmente células CD8+, estimulando a proliferação, resposta 

citotóxica e produção de citocinas, sendo que é fundamental ter a sinalização via receptor de 

células T (TCR) para que a talidomida exiba este efeito co-estimulatório (Haslett et al., 2003). 

Dentre esses processos no qual a talidomida é capaz de interferir, com certeza alguns deles 

estão relacionados com distúrbios de ordem maligna, entre eles síndromes mielodisplásicas, 

mieloma múltiplo e tumores sólidos, sendo atualmente uma das mais fortes linhas de pesquisa 

para a adoção da talidomida como agente terapêutico. 

No mieloma múltiplo existem vários mecanismos responsáveis pela boa atuação da 

talidomida. Existe uma complexa rede de desregulação no micro ambiente da medula óssea, 

envolvendo o aumento da expressão de citocinas e fatores de crescimento (VEGF, bFGF), o 

que leva a ativação das células do estroma, aumenta a expressão de moléculas de adesão tais 

como o antígeno-1 associado à função leucocitária (LFA-1), molécula de adesão intracelular 

(ICAM-1) e a molécula de adesão vascular (VCAM-1), e aumento da resposta das células do 

mieloma múltiplo aos contatos com a matriz extracelular e receptores das células do estroma 

levando à resistência a quimioterapia e a apoptose (Weber, 2003). Apesar da idéia inicial para 

o uso da talidomida no mieloma múltiplo ser pelas suas propriedades antiangiogênicas, não 

foi observado nenhuma correlação entre a redução da neovascularização da medula óssea com 

a resposta dos pacientes a talidomida. (Weber, 2003) O principal efeito da talidomida parece 

mesmo ser através da inibição da produção de citocinas e redução da expressão das moléculas 
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de adesão, o que reduziria a proliferação das células do mieloma múltiplo por reduzir a sua 

ativação e resistência a apoptose. A ação da talidomida parece acontecer também através da 

redução da expressão de ciclooxigenase (COX-2) pela diminuição no tempo de meia vida do 

seu RNAm, o que foi demonstrado em monócitos estimulados com LPS (Franks et al., 2004). 

A COX-2 está envolvida em processos inflamatórios e ao contrário da COX-1 não é expressa 

constitutivamente, mas sim induzida por citocinas e fatores de crescimento. A redução da 

expressão da COX-2 pode implicar na redução da síntese de prostaglandinas (PG) G2 e H2 e 

outros autacóides relacionados, reduzindo vários eventos inflamatórios, desde febre até 

vasodilatação e recrutamento de leucócitos. A talidomida também pode modular a 

angiogênese através dessa via, uma vez que a alta expressão de COX-2 é encontrada em 

alguns cânceres humanos e é necessária para a angiogênese em um modelo que utiliza a 

córnea de ratos (Franks et al., 2004).  Alguns trabalhos mostram que a redução da expressão 

de COX-2 pode estar relacionada com NF-κB, porém a indução de COX-2 não parece ser 

exclusivamente dependente da via de NF-κB (Cherukuri et al., 2005; Newton et al., 2000; 

Slogoff et al., 2004).Alterações na via de sinalização PTEN/AKT também foram 

recentemente descritas como mais um possível mecanismo de ação da talidomida, impedindo 

a degradação da proteína homóloga à fosfatase e tensina (PTEN) que age no citoplasma como 

um modulador negativo da ativação de Akt (também conhecida como proteína cinase B) 

(Knobloch et al., 2008). Esses processos alterados pela talidomida estão também relacionados 

com distúrbios de ordem maligna, entre eles síndromes mielodisplásicas, mieloma múltiplo e 
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tumores sólidos, os quais estão sendo atualmente uma das mais fortes linhas de pesquisa para 

a adoção da talidomida como agente terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura-7. Mecanismos de ação da talidomida. Os pontos em verde demonstram os locais onde esta droga age em 
um microambiente pró-inflamatório. A ação dos estímulos pró-inflamatórios que levam a ativação das células no 
seu microambiente pode ser modulada negativamente pela talidomida. A redução da ativação de fatores de 
transcrição, tais como NF-κB, levam a uma menor produção destes fatores que poderiam agir autócrina ou 
paracrinamente. A expressão de receptores envolvidos na migração celular também é reduzida na presença da 
talidomida, tanto nas células endoteliais quanto nas células inflamatórias 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 ação da talidomida na reação tipo II (ENL) em 

pacientes com hanseníase e testar in vitro a ação dos compostos análogos (LASSBio-

468 e LASSBio-542) sobre parâmetros imunológicos. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Testar comparativamente a talidomida e os análogos LASSBio-468 e LASSBio-542 

quanto a suas propriedades antiinflamatórias e antiangiogênicas; 

- Verificar a expressão gênica de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no 

sangue periférico e em biópsias de lesões de ENL, antes e durante o tratamento com 

talidomida; 

- Avaliar a ação da talidomida sobre a ativação de células endoteliais vasculares 

induzida por TNF;  

- Determinar o potencial dos análogos da talidomida sobre a produção das citocinas 

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

 

3.1. POPULAÇÃO ESTUDADA 

Foram obtidas amostras de sangue periférico e das lesões de pacientes com hanseníase, 

diagnosticados e classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966), BL e LL 

que desenvolveram ENL atendidos no Ambulatório Souza Araújo (Laboratório de 

Hanseníase, FIOCRUZ, Rio de Janeiro). A coleta de sangue e biópsia foi feita conforme os 

padrões do Serviço Clínico e associada aos procedimentos de rotina do ambulatório para fins 

diagnóstico, no início da doença e durante o ENL, assim como durante o tratamento com 

talidomida (conforme protocolo 151/001, do Comitê de Ética em pesquisa da FIOCRUZ, após 

consentimento por escrito). Em alguns dos casos estudados a biópsia de lesão não reacional 

havia sido coletada no momento do diagnóstico para hanseníase, antes do início do tratamento 

com a poliquimioterapia. 

 

3.2. BIÓPSIAS 

As biópsias de pele de pacientes com a forma multibacilar da hanseníase, apresentando 

sintomas clássicos de ENL, conforme avaliação clínica pela equipe médica do Ambulatório 

Souza Araújo, foram coletadas no momento do diagnóstico e após sete dias de tratamento 

com talidomida (300mg/dia). As biópsias de pele das lesões reacionais e das lesões involuídas 

devido ao tratamento foram obtidas com um punch de 10 mm de diâmetro e mantidas em N2 

líquido até posterior uso. Para a obtenção 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 alíquotas de 1ml e estocadas à - 
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70ºC por um período máximo de seis meses até ser submetida ao protocolo de extração de 

RNA. 

 

3.3. EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE CDNA 

Para a obtenção do ácido ribonucléico (RNA) total, as amostras de células e biópsias 

em Trizol foram transferidas para microtubos livres de RNAse. Foram adicionados 200µl de 

clorofórmio, seguido de homogeneização e incubação 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 600µl de isopropanol. As soluções foram agitadas até a 

homogeneização, mantidas à -20°C por no mínimo 30 minutos e centrifugadas a 12.000 x g 

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

nova centrifugação, e o RNA depois de seco foi ressuspenso em 15ml de H2O. 

Uma alíquota do RNA ressuspenso foi submetido à leitura em espectrofotômetro 

(NanoDrop ND-1000 - Thermo Fisher, EUA) para quantificação. O RNA obtido teve sua 

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

Para a transcrição reversa utilizamos alíquotas correspondendo a 1mg de RNA. Sendo a 

este material adicionado 1ml de oligo dT (500 ng/ml; Invitrogen). Após o volume final da 

reação ser completado para 10 ml com H2O RF, as amostras foram então incubadas por 10 

minutos a 65°C para o anelamento do oligo dT. Em seguida foi adicionado 1ml de RNAsin, 

inibidor de RNAse, (40U/ml; Promega Biotech, EUA), 1ml de DNTPs (dATP, dTTP, dCTP, 

dGTP 0,2 mM cada; Applied Biosystems, EUA) com 4ml do tampão de transcrição 5X 

(Invitrogen), 2ml de ditiotreitol (DTT 0,1M, Invitrogen) e 1ml de transcriptase reversa, Super 
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script II (200U/ml, Invitrogen). A reação de extensão foi realizada a uma temperatura de 42°C 

por 1 hora, seguido de aquecimento a 90°C por 10 minutos para a inativação da enzima. O 

volume das amostras foi elevado para 100ml com H2O destilada e os tubos mantidos a -20°C 

até posterior uso nos ensaios de expressão gênica relativa. 

3.4. RT-PCR EM TEMPO REAL 

Para o PCR em tempo real, utilizamos cerca de 5µl do cDNA, preparado conforme 

descrito anteriormente, por reação. Para cada amostra foi adicionado 12,5 ml de 2X TaqMan 

Universal Master Mix (Applied Biosystems) que contém AmpliTaq Gold 250U, AmpErase 

UNG, 10X Taqman Buffer A e dNTPs; 1,25 µl do par de primers para o gene alvo e sondas 

conforme os códigos na tabela abaixo (Tabela 1) e o volume final corrigido para 25µl com 

água destilada estéril. Não utilizamos sistema multiplex de PCR em tempo real, sendo 

realizadas reações separadas para cada gene de interesse, sempre em paralelo a uma reação 

para o gene de controle endógeno GAPDH. A reação de polimerização foi realizada em uma 

máquina de PCR TaqMan (TaqMan ABI Prism® 7000, Applied Biosystems), com 1 ciclo a 

50°C por 2 minutos, para a ativação da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10 

minutos para a ativação da AmpliTaq Gold DNA polimerase, e finalmente 50 ciclos contendo 

etapas de desnaturação a 95°C por 15 segundos e o anelamento e extensão em uma mesma 

etapa a 60°C por 1 minuto. 

A detecção e análise dos resultados foram realizadas através do programa de detecção 

de seqüências amplificadas (ABI Prism® 7000 Sequence Detector). Para esta análise 

utilizamos o número de ciclo inicial (CT) de cada amostra para as moléculas de interesse 

sendo estabelecida uma diferença entre os CTs (DCT) das citocinas e controle endógeno 

GAPDH. Para obtenção dos valores de expressão gênica relativa utilizamos a equação 2-∆CT, 
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podendo ser exibido nesta tese sob a forma de logaritmo ou normalizado para porcentagem, 

quando não utilizaremos uma amostra calibradora. Nos experimentos que utilizamos uma 

amostra calibradora, o valor de CT desta foi subtraído de todas as outras obtendo os valores 

chamados de ∆∆CT e utilizamos a equação 2-∆∆CT. As análises estatísticas específicas para 

cada caso serão mencionadas durante a descrição dos resultados, sendo feita com o programa 

Graph Pad Prism 4.0. 

 

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

 

Gene Alvo Repórter Código do ensaio Taqman Applied Biosystems 

GAPDH VIC 4326317E 

TNF FAM Hs00174128_m1 

IL-10 FAM Hs00174086_m1 

CCR5 FAM Hs00152917_m1 

CCL-5 FAM Hs00174575_m1 

IFNγ FAM Hs00174143_m1 

IL-2 FAM Hs00174114_m1 

TGFβ1 FAM Hs00171257_m1 

FOXP3 FAM Hs00203958_m1 

IL-1β FAM Hs00174097_m1 

COX-2 FAM HS00153133_m1 

VEGF-A FAM Hs00173626_m1 

IL-8 FAM Hs00174103_m1 

MCP-1 FAM Hs00234140_m1 

IP-10 FAM Hs00171042_m1 

MIP-1α FAM Hs00234142_m1 
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3.5. IMUNOHISTOQUÍMICA 

As biópsias congeladas imediatamente após a sua coleta foram mantidas em nitrogênio 

liquido emblocadas em OCT (Sakura Tissue Tek - Holanda) até o momento do uso. As 

biópsias congeladas foram cortadas em fatias de 5µm de espessura seqüencialmente em 

criostato, acomodadas em lâminas de vidro para microscopia, secas com ar e fixadas em 

acetona gelada por 10 minutos. As seções foram incubadas com anticorpo primário para 

VEGF-A (Dako, Dinamarca) ou FVIII (Dako) por 60 minutos, então lavadas com PBS e 

incubadas com o anticorpo secundário biotinilado seguido da incubação com o complexo 

avidina-peroxidase (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, EUA) e processadas de acordo 

com instruções do fabricante. Para revelação foi utilizado aminoethylcarbazol como substrato 

cromogênico. Nas lâminas controle, o anticorpo primário foi substituído pelo seu isotipo 

controle de especificidade irrelevante. As amostras foram analisadas em um microscópio 

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

 

3.6. TALIDOMIDA E ANÁLOGOS 

Testamos em paralelo à talidomida novas moléculas que foram obtidas através da 

colaboração com o Dr. Eliezer J. Barreiro (Laboratório de Síntese e Avaliação de Substâncias 

Bioativas - LASSBio, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil), conforme mostrado na Tabela 2. As 

moléculas análogas à talidomida foram sintetizadas buscando modificações em relação à 

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

Os compostos foram pesados em balança analítica e posteriormente diluídos em DMSO 

em concentrações de 100 a 200mM, seguido de diluições intermediárias. A concentração final 

das drogas na cultura foi de 15, 30 e 100mM no meio de cultura, a talidomida (Grunenthal - 
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Alemanha) foi utilizada em todos os experimentos como um parâmetro de comparação. Para 

controle negativo tratamos as células com a mesma quantidade de DMSO (0,1%) que foi 

aplicado nos poços tratados com as drogas. 

 

Tabela-2. Compostos testados. A estrutura química da talidomida e dos dois compostos testados nesse trabalho é 
mostrada, bem como uma breve descrição das alterações sofridas em relação à talidomida. 

 

3.7. OBTENÇÃO DE PBMC E PURIFICAÇÃO DE CÉLULAS CD4+ 

Obtivemos células mononucleares de sangue periférico de doadores sadios para os 

testes de atividade da talidomida e análogos, e também dos pacientes do nosso estudo para 

extração de RNA e acompanhamento da expressão gênica. A PBMC foi obtida através da 

centrifugação por gradiente do sangue diluído em solução salina sobre Ficoll-Hypaque 

(Invitrogen). O sangue dos pacientes foi obtido por punção venosa em seringa contendo 

heparina ou no caso de doadores normais, a partir de buffy coat obtido através de doações do 

Nome Estrutura Observações 

Talidomida 

 

Molécula original, cuja estrutura serviu como base para a criação 

dos análogos. Será utilizada na forma racêmica em todos os 

experimentos, servindo como parâmetro base de atividade em 

relação às outras moléculas. 

LASSBio-468 

 

Análogo cujo grupamento ftalímidico foi preservado, sofrendo 

uma N-substituição por um grupamento 4-(fenilsulfonil)-

tiomorfolina ligado em sua posição para. Já foi testado em 

animais mostrando-se capaz de reduzir a indução de TNF (Lima 

et al., 2002). 

LASSBio-542 

 

Molécula criada pela substituição da glutarimida por um 

grupamento metil 2-fenoxipropanoato ligado em sua posição 

orto. Já foi testada in vivo, possuindo atividade similar a 

talidomida sobre a produção de TNFα, porém um pouco mais 

efetivo que o composto LASSBio-468 (Machado et al., 2005). 
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setor de hematologia do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (Universidade Federal 

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

A viabilidade das células foi estimada por exclusão em azul de Tripan e a contagem 

feita em câmara de Neubauer. Cerca de 2x106 células foram utilizadas para extração de RNA. 

Para as culturas, 1x106 células foram cultivadas em placas de 24 poços a 37°C em estufa 

úmida com 5% de CO2 por 24h em 1,0 ml de meio completo suplementado com 10% de soro 

fetal bovino, 100U/ml penicilina, 100mg/ml de estreptomicina e 2mM de L-glutamina 

(Invitrogen) e estimuladas LPS 10ng/ml (Sigma Aldrich) sendo pré-tratadas com talidomida 

ou análogos a 30μM. 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 

ativação de células T. As células foram purificadas através de um sistema de micropartículas 

metálicas associadas a anticorpos específicos para marcadores de superfície, no caso anti-

CD4, que são eluídas em uma coluna submetida a um campo magnético para retenção 

específica das células desejadas (Mylteni biotech). Seguindo as orientações do fabricante dos 

kits de separação celular, as colunas foram lavadas para liberação das células não ligadas. A 

remoção do campo magnético, seguido da eluição com tampão específico (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 ativação das células T CD4+ foi feita em placas de culturas de 24 cavidades 

pré-tratadas com 500µl de uma solução salina contendo 1mg/ml de anti-CD3 (R&D systems, 

EUA) por 2 horas a 37ºC. Após lavagem da placa com solução salina pura, 1x103 células 

CD4+ foram adicionadas na presença da talidomida (30µM) ou não e incubadas por 24 horas 
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em estufa úmida com 5% de CO2. Após a incubação prosseguimos para a extração de RNA 

das células. 

 

3.8. CÉLULAS ENDOTELIAIS E ANGIOGÊNESE 

A obtenção das células endoteliais de veias de cordão umbilical (HUVEC) foi feita pelo 

LabAngio - laboratório da angiogênese e biologia da célula endotelial do Departamento de 

biologia celular - UERJ, chefiado pela Dra Verônica Morandi. Estas células foram utilizadas 

para avaliação do potencial anti-angiogênico da talidomida e do análogo LASSBio-542, e 

foram obtidas através do tratamento de veias umbilicais humanas com uma solução estéril de 

colagenase IV 0,1% (Sigma - EUA) em PBS rico em glicose (Merck - EUA), conforme 

método descrito originalmente por Jaffe et al (1973). Com exceção do soro fetal bovino (SFB, 

Cultilab, Brasil) e do M199/HEPES (M199, Sigma), todos os suplementos da cultura de 

células são da Life Technologies do Brasil. As células primárias foram cultivadas em 

M199/HEPES suplementadas com 20% de SFB 2 mM de L-glutamina, 100 mg/ml de 

penicilina, 2,5 mg/ml anfotericina e 100 mg/ml gentamicina. As HUVECs foram mantidas a 

370C, em atmosfera úmida com 5% de CO2 até atingirem a confluência, e então repicadas 

com tripsina-EDTA 0,025% e imediatamente usadas nos experimentos descritos neste 

capítulo. 

Para testar o papel da talidomida e de seu análogo sobre a proliferação e viabilidade das 

HUVECs, 10x103 células foram plaqueadas por 24 horas em placas de 96 poços, ainda não 

confluentes e posteriormente foram tratadas com a talidomida ou análogo nas concentrações 

de 10 e 30 µM durante 48 horas. A proliferação das células endoteliais foi medida através da 

técnica de MTS (Franklin et al., 2003; Lee et al., 2005). Uma curva padrão com células 
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plaqueadas na faixa de 1x103 a 20x103 células nas últimas 3 horas do experimento serviu para 

quantificação da densidade celular. A técnica é descrita em detalhes no item que trata dos 

testes de citotoxicidade. 

Para verificação do potencial anti-angiogênico das drogas, foi necessário preparar as 

placas de cultura de 96 poços aplicando 30µL de matrigel (B&D) gelado, seguido da 

incubação por pelo menos 30 minutos a 37ºC para polimerização do matrigel. As células 

foram pré-incubadas por 30 minutos com a talidomida e o análogo 542 numa concentração de 

30µM ou somente com o solvente DMSO a 0,1%, sendo semeadas em duplicata sobre os 

poços contendo matrigel. Após 8 horas de serem semeadas (40x103 células por poço), as 

HUVEC, previamente tratadas com matrigel, se organizam formando estruturas tubulares 

compatíveis com o processo de angiogênese, podendo ser visualizadas em microscópio 

invertido (Nikon, Japão). A redução da formação dessas estruturas indica o potencial anti-

angiogênico do composto testado. 

Para avaliar se a talidomida e o análogo LASSBio-542 interferem na ativação de células 

endoteliais pela citocina pró-inflamatória TNF, pré-incubamos as células (5x105 por poço) 

semeadas há 24 horas em placas de 6 poços com a talidomida ou o análogo na concentração 

de 30µM. Após 30 minutos, foram adicionados 10ng/ml de TNF recombinante humano (R&D 

systems) e as células foram incubadas por 3 horas. Após remoção do meio de cultura das 

placas, adicionamos 1 ml de trizol e transferimos para um microtubo livre de RNAse para 

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

A avaliação do efeito da talidomida e seus análogos sobre a produção de citocinas in vitro 

pelas células no sobrenadante das culturas foi realizada por ELISA conforme orientações do 

fabricante do kit (R&D Systems). 

Os sobrenadantes de PBMC foram diluídos na proporção de 1:5 com o diluente do kit para 

a dosagem de TNF, já que a curva padrão do kit cobria a faixa de 15,625 a 1.000 pg/ml e a 

quantidade máxima esperada não superava 5.000 pg/ml após estímulo com 10ng/ml com 

LPS. Para a dosagem de IL-10, os sobrenadantes foram diluídos na proporção de 1:2 com o 

diluente do kit, a faixa da curva padrão era de 31,25 a 2.000 pg/ml e a quantidade máxima 

esperada nas amostras não superava 4.000 pg/ml após estímulo 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 às diferenças no potencial de produção de citocinas apresentado por cada 

doador, os resultados são exibidos no formato de percentual de produção de citocinas 

conforme normalização descrita nos resultados. 

 

3.10. ATIVAÇÃO DE NF-ΚB 

Para avaliar o efeito da talidomida e seus análogos na ativação de NF-κB pelo TNF, as 

PBMC (2x106/ml) foram pré-incubadas por 30 minutos na presença das drogas na 

concentração de 30 µM, seguido do estímulo com 10ng/ml de TNF recombinante por mais 30 

minutos até a extração de proteínas nucleares. Para evitar a aderência das células e facilitar a 
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transferência para tubos de forma rápida, estes experimentos foram feitos com as células 

incubadas em cubetas de teflon. 

A extração de proteínas nucleares procedeu-se após lavagem das células com PBS 

gelado, centrifugando-as a 800 xg por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspensas em 400 µL de Tampão A (10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 

mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1mM DTT, 0,5 mM PMSF). Os tubos foram gentilmente 

homogeneizados e incubados por 15 minutos em banho de gelo. Após o período de incubação, 

foram adicionados 25 µL da solução 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 µL de Tampão 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 

agitação a 4ºC, por 15 minutos. Após esse período de agitação o extrato nuclear foi centrifugado a 

13.000 xg, durante 5 minutos, a 4ºC e o sobrenadante obtido foi coletado e acondicionado em 

alíquotas a –80ºC. Uma pequena alíquota destes extratos foi usada para dosagem de proteínas pelo 

método de Bradford. 

Para o ensaio de alteração de mobilidade eletroforética (EMSA, eletroforetic mobility 

shift assay), incubamos 10 mg do extrato de proteínas nucleares obtido com a sonda consenso 

para NF-κB e 2mg de poli dI-dC em 25ml de tampão de ligação [10 mM Tris HC1 (pH 7.5), 

75mM KCI, 5mM MgCI2, 1mM DTT, 1mM EDTA, 12.5% glicerol e 0.1% (vol x vol) 

Triton-X 100], à temperatura ambiente por 30min. Utilizamos cerca de 40 µCi da sonda 

consenso para NF-κB (5’- GGGACTTTCC -3’), marcada radioativamente com P32. Após 30 

min acrescentamos 2,5ml de tampão 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% não desnaturante. A visualização das bandas foi 

feita por autoradiografia. 

 

3.11. CITOTOXICIDADE E PROLIFERAÇÃO 

No intuito de investigar o potencial citotóxico da talidomida e seus análogos sob PBMC e 

HUVEC foi utilizado o teste MTS (Promega). As células viáveis metabolizam o MTS (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximethoxiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2H-tetrazólio), que na 

presença de metosulfato de fenazina (PMS) produz um produto solúvel em água – formazan – 

que possui absorbância máxima em 490-500 nm em PBS. Os ensaios foram realizados em 

placas de 96 cavidades, onde as células plaqueadas em um volume final de 100ml de meio de 

cultura, na presença ou ausência das drogas em várias concentrações. As células foram 

mantidas em cultura nas mesmas condições dos outros experimentos por 48 horas. O meio de 

cultura foi então trocado (para evitar possível interferência das drogas com a leitura 

espectrofotométrica posterior) por meio de cultura RPMI-1640 para PBMC ou MCDB-131 

para HUVEC, ambos sem soro e antibióticos acrescidos de 10% da solução de MTS, 

incubado por mais 3 horas e lido em um aparelho leitor de ELISA a 490 nm. Uma curva 

padrão de 10x103 a 50x103 células por poço também foi feita para ajudar a interpretar os 

resultados de proliferação celular. 

3.12. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Utilizamos dois testes diferentes para cada situação estudada neste trabalho, as 

diferenças estatísticas foram verificadas utilizando o software GraphPad Prism versão 4.0 

(Graph Pad software, EUA). Para testar a diferença entre a expressão gênica dos grupos de 

biópsias em duas situações diferentes (diagnóstico x reação ou reação x tratamento), 
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utilizamos o teste pareado não paramétrico Wilcoxon signed rank test considerando 

significativos valores de p<0,05. Nos demais experimentos in vitro, a diferença entre os 

percentuais de expressão gênica, de produção de citocinas ou ativação de NF-κB 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. EXPRESSÃO GÊNICA EM LESÕES DE ENL APÓS TRATAMENTO COM TALIDOMIDA 

Um total de oito pacientes do sexo masculino que desenvolveram o quadro de ENL, 

tratados com talidomida e acompanhados no ambulatório Souza Araújo - FIOCRUZ-RJ foram 

avaliados. Em todos os casos estudados, acompanhamos o intercurso de reação e tratamento 

durante o primeiro quadro de ENL apresentado por cada paciente. 

O diagnóstico do ENL foi realizado através da avaliação clínica dos pacientes e 

posteriormente confirmado por análise histopatológica. Por se tratar de uma emergência 

médica, o tratamento com Talidomida foi iniciado baseado apenas no diagnóstico clínico. Os 

sintomas sistêmicos, o mal estar geral do paciente associado ao diagnóstico prévio de 

hanseníase multibacilar e as lesões na pele características do ENL são indicativos para o 

início do tratamento. No entanto, os casos nos quais o ENL não foi confirmado por análise 

histopatológica foram descartados deste estudo. As biópsias das lesões de pele foram 

coletadas no dia do diagnóstico clínico e após uma semana de tratamento com talidomida. Em 

todos os casos os pacientes receberam 300mg por dia de talidomida, o tempo de tratamento 

até a remissão completa dos sintomas se estendeu por mais de um mês em todos os casos. A 

maioria dos pacientes desenvolveu pelo menos mais de um episódio reacional, havendo a 

necessidade, em alguns casos, de receber novos ciclos de tratamento com talidomida e o uso 

de prednisona. Na tabela a seguir são mostradas de forma resumida as características de cada 

caso estudado, no momento do diagnóstico e após tratamento (Tabela 3). 

Após a obtenção das biópsias, estas foram congeladas em nitrogênio líquido até o 

momento onde foram processadas em Trizol para extração de RNA e subseqüente síntese de 
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cDNA. Avaliamos por PCR em tempo real, através do sistema “Taqman” a expressão de 

diversos genes relacionados ao sistema imune. Porém, esta análise não pôde ser realizada de 

forma completa em todos os casos em virtude da limitação de material obtido. Os resultados 

são expressos na forma do logaritmo da razão entre os valores de 2-∆CT obtido na biópsia após 

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

i) Citocinas - IL-10, IL-1β, IL-2, VEGF-A, fator de crescimento transformante 

(TGF)β, TNF e IFNγ; 

ii) Quimocinas - quimiocina regulada por ativação expressa e secretada por 

células T normais RANTES/CCL5, IL-8, proteína de 10kDa induzível por 

IFNγ (IP-10/CXCL-10), proteína inflamatória de macrófagos (MIP-

1α/CCL3), proteína quimiotática de macrófago (MCP-1/CCL2) e o receptor - 

CCR5; 

iii) Enzima COX-2, envolvida com a síntese de prostaglandinas; 

iv) Fator de transcrição característico de células T regulatórias - forkhead box p3 

(Foxp3).  

De uma forma geral, foi observado que 3 genes sofreram alterações significativas após 

tratamento com talidomida: IL10, TNF e CCR5. A interleucina-10 (IL-10) é reconhecida pelas 

suas propriedades antiinflamatórias por inibir a ativação e função efetora de células T, 

monócitos, macrófagos e células dendríticas. As principais fontes de IL-10 são os macrófagos 

e as células Th2. Atualmente a ação da IL-10 sobre a diferenciação e regulação da atividade 

das células T reguladoras é bastante discutida. A atividade da talidomida sobre a produção de 

IL-10 já foi descrita por alguns grupos, mostrando a sua capacidade de aumentar a produção 

desta citocina (Calabrese et al., 2000). Analisando as biópsias de lesões de pele nos pacientes 
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após tratamento com talidomida verificamos um aumento na expressão do RNAm para IL-10 

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

Paciente 

Forma 

clinica Idade Dose 
PQT 

Início dos 
Sintomas 

Sintomas - Reação / Tratamento 

Sistêmico Lesões Mal-estar 
geral Febre Edema* Outros 

1 LL 30 8ª 25 dias + / - ativas / 
involuídas + / - + / - - / - Queixas visuais + / - 

2 LL 45 2m 
pós-alta 5 dias - / - ativas / 

involuídas - / - - / - + / - Parestesia + / - 

3 LL 30 0 Não 
relatado + / - ativas / 

involuídas + / - + / - - / - Parestesia + / + 
Artralgia + / - 

4 LL 33 0 2 anos +/ - ativas / 
involuídas + / - + / - - / - 

Parestesia + / - 
Artralgia + / - 
Adenomegalia + / - 

5 LL 30 2ª Não 
relatado +/ - ativas / 

involuídas + / - + / - - / - 
Parestesia + / - 
Artralgia + / - 
Orquite + / - 
Adenomegalia + / - 

6 LL 28 5ª 7 dias + / + ** ativas / 
involuídas + / + + / + + / + 

Parestesia + / + 
Artralgia + / + 
Orquite + / - 
Adenomegalia + / + 

7 LL 22 3m 
pós alta 2 meses + / - ativas / 

involuídas - / - - / - - / - Adenomegalia + / - 

8 BL 33 9ª 7 dias + / + ** ativas / 
involuídas + / + + / - + / + 

Queixas visuais + / 
- 
Adenomegalia + / - 

Tabela 3. Resumo clínico dos pacientes estudados. Todos os casos de ENL foram confirmados através de análise 
histopatológica das biópsias. O sinal “+” indica a presença do sintoma e o sinal “- “ indica a sua ausência, sendo 
que a barra separa os momentos antes e após o tratamento. Todos os pacientes eram do sexo masculino, foram 
avaliados clinicamente no momento do diagnóstico e após uma semana de tratamento com 300 mg/dia de 
talidomida. As lesões reacionais se apresentam em forma de nódulos doloridos. A redução dos nódulos e da dor 
é indicativa de melhora das lesões. * O tipo de edema citado na tabela não compreende edema sistêmico, nestes 
casos o edema se apresenta principalmente nos membros periféricos e grandes articulações. ** Este paciente 
alcançou melhora dos sintomas de forma lenta, e obteve a remissão completa após 30 dias de tratamento com 
talidomida. PQT- poliquimioterapia para multibacilares.  

Em 7 dos 8 casos testados, a expressão do gene para TNF mostrou-se aumentada nas 

biópsias de lesão após uma semana de tratamento com talidomida, sendo estatisticamente 

significativo (Wilcoxon signed rank test p<0,05) (Figura 8). Trabalhos do nosso próprio grupo 

já demonstraram a importância do TNF no ENL, inclusive a redução da sua expressão em 

biópsias de pele após tratamento com talidomida (Moraes et al., 2000); contudo, algumas 
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diferenças 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 já demonstraram que a talidomida é capaz de levar ao aumento na produção de 

TNF em outros modelos, como no caso de sangue total estimulado por LPS ou na co-

estimulação de células T CD8+  (Haslett et al., 2005), podendo justificar este aumento na 

expressão de TNF na maioria dos casos.  

 

 

 

 

 

Figura-8. Razão entre os níveis de expressão gênica nas biópsias após 7 dias de tratamento com talidomida 
300mg/dia e no momento do diagnóstico do ENL. Os pontos acima do eixo x indicam uma expressão gênica 
maior após o tratamento. Os resultados foram obtidos por PCR em tempo real, utilizando conjuntos de primers e 
sondas desenhados para o sistema Taqman. O gene endógeno utilizado nos testes foi o GAPDH, e os níveis de 
expressão gênica foram obtidos pela equação 2-∆CT sendo os resultados expressos como logaritmo da razão.         
(* Wilcoxon signed rank test,  p<0,05). 

Outro gene que se mostrou aumentado nas lesões dos pacientes tratados com 

talidomida por uma semana foi o receptor de quimiocina CCR5. Em 6 dos 7 casos estudados, 

verificamos maiores níveis de expressão para o seu RNAm (Wilcoxon signed rank test 

p<0,05). Este receptor é expresso em células T não ativadas, nas de memória e também nas 

efetoras, sendo que os monócitos, macrófagos e células dendríticas imaturas também 

apresentam a expressão desse receptor (Appay et al., 2001; Geginat et al., 2001; Sallusto et 

al., 1999). As principais quimiocinas ligantes de CCR5 são: MIP-1α/CCL3, MIP-1β/CCL4 e 

RANTES/CCL5 (Hancock et al., 2003; Loetscher et al., 1998). Embora a expressão de CCR5 
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em células T esteja relacionada com a migração de células para sítios de inflamação, como no 

caso da artrite reumatóide (Hancock et al., 2003; Loetscher et al., 1998), onde diversos dos 

seus ligantes estão presentes em altos níveis, também está relacionado com a migração de 

células T regulatórias CD4+CD25+ para locais onde há uma supressão da resposta imune 

efetora (Kallikourdis et al., 2007; Yurchenko et al., 2006). A quimiocina CCL-5, também 

conhecida como RANTES, que é um dos principais ligantes de CCR5 também foi avaliada 

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

Em 6 dos 7 casos avaliados, foram detectados níveis maiores de expressão gênica de 

IFNg nas biópsias após tratamento com talidomida. O IFNγ é produzido principalmente por 

células T CD4+, CD8+ e NK ativadas, possuindo a capacidade de ativar células apresentadoras 

de antígenos, tais como macrófagos e células dendríticas. Contudo, a sua participação é 

importante no processo de diferenciação de células T reguladoras, dependendo do contexto 

em que ele é produzido e da presença de outras citocinas, tais como TGFβ e IL-2 que também 

foram avaliadas (Fontenot et al., 2005a). Em 4 dos 5 casos avaliados, a expressão de IL-2 foi 

encontrada aumentada após uma semana de tratamento com talidomida, sendo que em dois 

casos os níveis durante o ENL eram indetectáveis. Os níveis de expressão para a citocina 

TGFβ foram maiores em 3 dos 6 casos avaliados, sendo que em 1 caso sua expressão não foi 

detectada nem antes nem após tratamento e em outros dois observamos uma redução (Figura 

8). 

A expressão do fator de transcrição Foxp3, característico das células T reguladoras, foi 

encontrado aumentado em 4 das 7 amostras testadas, sendo que em um dos casos o nível de 

expressão de Foxp3 após o tratamento foi indetectável. Aparentemente, o Foxp3 age 

estabelecendo e mantendo o programa genético da célula T regulatória (Treg), funciona como 

um regulador negativo da ativação de células T e talvez como “efetor” transcricional de 
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programas de citocinas anti-inflamatórias (Fontenot et al., 2005b). A indução da sua 

expressão é dependente de IL-2, TGFβ, IFNγ, entre outras e a identificação da sua expressão 

em células CD4+ que também estejam expressando altos níveis de CD25 é útil para a 

caracterização de células T regulatórias (Fontenot et al., 2005b). 

Dentre os genes que nós estudamos verificamos que alguns deles tiveram sua 

expressão reduzida nas lesões após o tratamento com a talidomida. A citocina pró-

inflamatória IL-1β compartilha diversas funções com o TNF, tais como ativação de células 

endoteliais e linfócitos, embora não seja estruturalmente correlacionada. Em 4 das 5 biópsias 

estudadas pós tratamento com talidomida a expressão da IL-1β estava menor do que no 

momento da reação, o que demonstra que a talidomida exerce realmente uma ação 

antiinflamatória embora não observássemos redução na expressão de TNF (Figura 8). 

Outro marcador inflamatório incluído em nosso estudo, o qual sua modulação negativa 

pela talidomida já era conhecida, foi a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), responsável pela 

síntese de prostaglandinas e que também está envolvida com a angiogênese de tumores. Em 

todos os 5 casos avaliados a expressão de COX2 estava reduzida após uso da talidomida. A 

citocina VEGF-A, que é capaz de levar à ativação endotelial e está correlacionada com a 

angiogênese também foi avaliada nas biópsias. Dos 8 casos avaliados para a expressão de 

VEGFA, 2 deles não apresentaram alteração tanto antes como após o tratamento e em 5 casos 

observamos a redução com o uso da talidomida (2 casos com uma leve redução) e 1 

aumentou. 

A expressão de algumas quimiocinas nas biópsias também foi avaliada, tentando 

entender se a redução de algumas delas poderia estar correlacionada com a remissão dos 

sintomas do ENL. Dentre as quimiocinas estudadas, não observamos nenhuma alteração que 

fosse uniforme na maioria dos casos, embora não perca o seu significado biológico. A 
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expressão da quimiocina IL-8, que pode ser produzida por uma enorme variedade de células 

(monócitos, linfócitos, células do endotélio ou epitélio e fibroblastos) sendo um potente 

ativador de neutrófilos e possui atividade pró-angiogênica, bem como a expressão da 

quimiocina MCP-1, que é um potente fator quimiotático dos macrófagos, foram avaliadas. Em 

4 dos 7 casos avaliados, a expressão de IL-8 foi reduzida, já a expressão de MCP-1 esteve 

reduzida em 3 dos 7 casos. As quimiocinas IP-10 e MIP-1α também foram avaliadas, 

reduzindo em 4 de 7 e 3 de 6 casos, respectivamente. A IP-10 é induzida por IFNγ, produzida 

por células endoteliais, fibroblastos e macrófagos. Age atraindo e ativando macrófagos, 

células endoteliais, células dendríticas, células T e NK. A MCP-1α é produzida por vários 

tipos celulares e na pele pode ter as mesmas fontes que a IP-10. A sua atividade 

quimioatratora é bastante seletiva para monócitos e não age sobre neutrófilos. 

Após esta análise geral dos resultados o perfil clínico de cada paciente foi avaliado 

(Tabela 3). O paciente 1 apresentou um quadro de sintomas sistêmicos, porém não muito 

acentuados, apresentando principalmente febre e mal-estar geral por 25 dias que regrediram 

após o uso da talidomida. Os nódulos cutâneos decorrentes do episódio reacional deixaram de 

ser doloridos e reduziram de tamanho após o tratamento. Conforme visto na Figura 9, após o 

tratamento com talidomida verificamos haver um aumento na expressão de IL-10, TNF, 

CCR5, CCL5, IFN, IL-8, MCP-1, IP-10 e MIP-1α. Neste caso não testamos a expressão de 

IL-2, TGFβ e COX-2. Verificamos uma redução na expressão de Foxp-3 e VEGF-A na 

biópsia após tratamento. Neste paciente não testamos a expressão gênica na PBMC. 
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Figura-9. Perfil de expressão gênica das biópsias de pele do paciente 1 após tratamento com talidomida em 
comparação às biopsias obtidas no diagnóstico da reação. 

O paciente 2 praticamente não apresentou sintomas sistêmicos, apresentando-se ao 

serviço médico após 5 dias do início do aparecimento dos nódulos doloridos pelo corpo. Foi 

verificado na avaliação clinica que o mesmo apresentava parestesia nos pés e edema nas mãos 

e nos pés. A parestesia é um indicativo de comprometimento de nervos periféricos devido à 

inflamação e neste caso deve ser encarado como uma emergência médica já que este tipo de 

comprometimento pode levar a incapacitação do indivíduo mesmo sem apresentar os sintomas 

sistêmicos clássicos. Este paciente respondeu prontamente ao tratamento com 300 mg/dia de 

talidomida, obtendo a regressão das lesões e remissão dos outros sintomas em uma semana, 

no entanto voltou a apresentar por várias vezes sintomas semelhantes após a interrupção da 

talidomida. Usualmente a talidomida passa a ser administrada em doses menores após um mês 

de tratamento, quando há remissão dos sintomas, usualmente 100 mg/dia por mais duas 

semanas e a mesma dose em dias alternados por mais duas semanas. Verificando a expressão 

gênica nas biópsias desse paciente, observou-se um aumento na expressão dos genes para IL-

10, TNF, CCR5, IFNγ, TGF-β, Foxp-3 e MCP-1. O fator de crescimento VEGF e a 

quimiocina IP-10 apresentaram uma expressão gênica menor após o tratamento, porém em 

pequena extensão e a quimiocina IL-8 manteve sua expressão praticamente inalterada (Figura 

10A). Neste paciente também analisamos a expressão gênica nas PBMC isoladas. 

Verificamos então que a expressão de IL-10, IL-2 e Foxp3 estavam maiores após o 
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tratamento, e a expressão de TNF e IFNγ apresentaram-se menores nas células mononucleares 

do sangue desse paciente (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfil de expressão gênica do paciente 2 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biópsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 

O paciente 3 apresentou-se ao serviço médico do ambulatório Souza Araújo quando 

foram verificados sintomas relacionados ao ENL, tais como mal-estar geral, febre, artralgia, 

parestesia e nódulos doloridos pelo corpo, principalmente nos membros superiores e 

inferiores. Este paciente ainda não havia recebido o diagnostico para hanseníase, não tendo 

ainda recebido o tratamento específico. Após a confirmação do diagnóstico para hanseníase e 

da reação do tipo II, este paciente começou a receber o tratamento poliquimioterápico e 

talidomida a 300 mg/dia. Os sintomas sistêmicos regrediram logo após início do tratamento 

com talidomida, sendo as lesões reacionais involuídas após uma semana. O único sintoma que 

ainda se manteve foi a parestesia, inclusive após um mês de tratamento com talidomida, 

provavelmente devido já a alguma lesão mais séria dos nervos periféricos. Durante a 

IL -10 T NF CCR5 CCL-5 IFN IL -2 T G Fb FO X P 3 IL -1b CO X -2 V E G F IL -8 M CP -1 IP -10 M IP -1a
-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6
Paciente 2

NR NR NR NR

IL -1 0 T NF IF N IL -2 F o xp 3
-3

-2

-1

0

1

2

A 

B 

P á g i n a  | 58 

 

tratamento, e a expressão de TNF e IFNγ apresentaram-se menores nas células mononucleares 

do sangue desse paciente (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfil de expressão gênica do paciente 2 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biópsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 

O paciente 3 apresentou-se ao serviço médico do ambulatório Souza Araújo quando 

foram verificados sintomas relacionados ao ENL, tais como mal-estar geral, febre, artralgia, 

parestesia e nódulos doloridos pelo corpo, principalmente nos membros superiores e 

inferiores. Este paciente ainda não havia recebido o diagnostico para hanseníase, não tendo 

ainda recebido o tratamento específico. Após a confirmação do diagnóstico para hanseníase e 

da reação do tipo II, este paciente começou a receber o tratamento poliquimioterápico e 

talidomida a 300 mg/dia. Os sintomas sistêmicos regrediram logo após início do tratamento 

com talidomida, sendo as lesões reacionais involuídas após uma semana. O único sintoma que 

ainda se manteve foi a parestesia, inclusive após um mês de tratamento com talidomida, 

provavelmente devido já a alguma lesão mais séria dos nervos periféricos. Durante a 

IL -10 T NF CCR5 CCL-5 IFN IL -2 T G Fb FO X P 3 IL -1b CO X -2 V E G F IL -8 M CP -1 IP -10 M IP -1a
-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6
Paciente 2

NR NR NR NR

IL -1 0 T NF IF N IL -2 F o xp 3
-3

-2

-1

0

1

2

A 

B 

P á g i n a  | 58 

 

tratamento, e a expressão de TNF e IFNγ apresentaram-se menores nas células mononucleares 

do sangue desse paciente (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfil de expressão gênica do paciente 2 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biópsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 
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poliquimioterapia o paciente voltou a apresentar novos quadros de ENL. O perfil de expressão 

gênica analisado nas biópsias, antes e após o tratamento, indicou aumento da expressão para 

TNF, IFNγ, IL-2, TGFβ, FOXP3, IP-10 e MIP-1α. A expressão de IL-10 ficou praticamente 

inalterada, sofrendo um leve aumento. Os genes para CCR5, CCL5, IL-1β, COX-2, VEGF-A, 

IL-8 e MCP-1 estiveram menores após uma semana de uso de talidomida nas biópsias de 

lesões em regressão (Figura 11A). Na PBMC deste paciente encontramos o aumento para IL-

10, TNF, IFNγ, IL-2 e Foxp3 (Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Perfil de expressão gênica do paciente 3 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biopsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 
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correlacionados ao episódio reacional a cerca de 2 anos. Os sintomas verificados pelo serviço 

médico foram febre, mal-estar geral, artralgia, adenomegalia, parestesia e nódulos doloridos 

por diversas partes do corpo. As lesões nodulares regrediram com uma semana do tratamento 
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com talidomida, bem como todos os outros sintomas relatados. Após o inicio do tratamento 

especifico para hanseníase multibacilar este paciente voltou a apresentar novos quadros de 

ENL. Este paciente, após o tratamento, apresentou na biópsia em regressão aumento na 

expressão dos genes para IL-10, TNF, CCR5 e CCL5. Observamos uma expressiva redução 

na expressão gênica para VEGF-A acompanhada da redução na expressão de IFNγ, IL-2, 

TGFβ, Foxp3, IL-1β, COX-2, IL-8, MCP-1, IP-10 e MIP-1α após o tratamento (Figura 12A). 

Nas PBMC deste paciente verificamos a redução na expressão para IL-10 e aumento na 

expressão para TNF, IFNγ, IL-2 e Foxp3 (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Perfil de expressão gênica do paciente 4 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biopsias. B- Expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 

Durante a avaliação clínica do paciente 5 que apresentou sintomas reacionais após a 

quinta dose de PQT, foi constatado que além das lesões nodulares eritematosas dolorosas 

clássicas do ENL, o paciente apresentava mal-estar geral, febre, parestesia, artralgia, 

adenomegalia e orquite. A avaliação clinica após uma semana de tratamento com a talidomida 

demonstrou que houve uma remissão dos sintomas, incluindo a regressão da orquite (quadro 
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de inflamação testicular, que pode levar a esterilidade do paciente) e das lesões de pele que se 

apresentaram involuídas, sem aparecimento de novas lesões. A análise da expressão gênica 

nas biópsias demonstrou que após o tratamento foram encontrados níveis maiores na 

expressão dos genes para IL-10, TNF, CCR5, CCL5, IFNγ, IL-2, Foxp3 e das quimiocinas 

MCP-1, IP-10 e MIP-1α (Figura 13A). A expressão de IL-2 não foi detectada na biópsia 

reacional sem tratamento, sendo utilizado um valor de expressão arbitrário (menor do que o 

obtido em todas as análises) para poder fazer a relação entre antes e depois do tratamento de 

forma que ficasse indicado no gráfico que houve um aumento. A expressão gênica para 

TGFβ, IL-1β, COX-2 e IL-8 apresentavam-se em menores níveis após o tratamento com 

talidomida, enquanto que para VEGF-A foi detectada uma redução praticamente 

imperceptível. Nas PBMC verificamos aumento na expressão gênica para IFNγ, IL-2 e Foxp3 

seguido de redução na expressão para TNF e IL-10 após o tratamento (Figura 13B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Perfil de expressão gênica do paciente 5 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biópsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 
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Dos casos estudados dois não sofreram uma remissão completa dos sintomas 

sistêmicos após uma semana de tratamento com talidomida - os casos 6 e 8. O caso 6 

apresentou maiores complicações sistêmicas, sendo o único em que houve a necessidade de 

internação durante o tratamento; porém, o uso da talidomida não 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. Após uma semana de tratamento com 300 mg/dia de talidomida, os 

sintomas sistêmicos reduziram de intensidade; porém, não houve uma remissão completa, as 

lesões de pele já se apresentavam involuídas em sua grande maioria e o quadro de orquite já 

havia regredido. Verificando o perfil de expressão neste caso vemos que o paciente 6 foi o 

que apresentou os maiores níveis de expressão gênica para TNF, IL-10 e CCR5 nas biópsias 

após o tratamento com talidomida. A expressão de CCL5, IFNγ, IL-2, TGFβ, Foxp3 e MCP-1 

também estavam aumentadas (Figura 14). Contudo, verificamos a redução na expressão dos 

fatores pró-inflamatórios e pró-angiogênicos IL-1β, COX-2, VEGF e IL-8. Neste caso a 

expressão gênica das PBMC não foi avaliada.  

 

 

 

 

Figura 14. Perfil de expressão gênica das biópsias de pele do paciente 6 após tratamento com talidomida em 
comparação às biópsias obtidas no diagnóstico da reação. 

O sétimo paciente apresentou pouco comprometimento sistêmico, apresentando além 

das lesões nodulares dolorosas somente adenomegalia. O inicio dos sintomas foi relatado 
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comparação às biópsias obtidas no diagnóstico da reação. 

O sétimo paciente apresentou pouco comprometimento sistêmico, apresentando além 

das lesões nodulares dolorosas somente adenomegalia. O inicio dos sintomas foi relatado 

IL -10 T NF CCR5 CCL-5 IFN IL-2 T GFb FOXP3 IL-1b COX-2 VEGF IL-8 M CP-1 IP-10 M IP-1a
-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6
Paciente 6



P á g i n a  | 63 

 

cerca de um mês após a alta do tratamento poliquimioterápico, sendo que o paciente ainda 

demorou dois meses até procurar atendimento médico. O uso da talidomida neste paciente fez 

com que as lesões reacionais regredissem juntamente com a adenomegalia. Neste paciente 

verificamos aumento na expressão gênica para IL-10, TNF, CCR5, CCL5, IFNγ, VEGF-A e 

IL-8 (Figura 15A). A expressão gênica para Foxp-3 não foi detectada após o tratamento, 

sendo indicado no gráfico somente de forma ilustrativa que o seu RNAm foi detectado em 

pequena quantidade na reação e foi indetectável após o tratamento, mesmo após repetições 

das reações de PCR. As quimiocinas MCP-1, IP-10 e MIP-1α estavam com uma expressão 

gênica menor na biopsia de lesão em regressão. Nestas biópsias não testamos a expressão de 

IL-2, TGFβ, IL-1β e COX-2. Nas PBMC deste paciente encontramos a expressão gênica de 

IL-10, IFNγ e IL-2 reduzidas, e a expressão para TNF e Foxp3 estava aumentada após o 

tratamento (Figura 15B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Perfil de expressão gênica do paciente 7 após tratamento com talidomida em comparação ao momento 
do diagnóstico da reação. A- expressão gênica nas biópsias. B- expressão gênica nas PBMC recém isoladas. 
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O paciente 8 apresentou diversos sintomas sistêmicos; porém, diferente do paciente 6 

que também não apresentou melhoras sistêmicas completas após o uso da talidomida, não 

precisou sofrer internação hospitalar. Este paciente, após a nona dose da poliquimioterapia, 

relatou que começou a apresentar os sintomas da reação por 7 dias antes de procurar o serviço 

médico, quando foi verificado que o mesmo apresentava mal-estar geral, febre, edemas, 

queixas visuais e adenomegalia. Verificando a situação clinica deste paciente após o uso da 

talidomida, foi observado melhora da febre e ausência das queixas visuais. As lesões 

reacionais se apresentavam em regressão. Os outros sintomas regrediram de forma um pouco 

mais lenta que nos outros casos, regredindo completamente após um mês de tratamento com a 

talidomida. O perfil de expressão gênica observada quando comparamos a biópsia de uma 

lesão em regressão devido ao uso da talidomida com uma biópsia de lesão ativa antes do 

tratamento, indica que houve uma redução na expressão de TNF, COX-2, TGFβ, VEGF e 

aumento na expressão de IL-2. Os demais genes não foram testados nesse paciente, bem como 

a expressão gênica nas PBMC. 

 

 

 

 

Figura 16. Perfil de expressão gênica das biópsias de pele do paciente 8 após tratamento com talidomida em 
comparação às biópsias obtidas no diagnóstico da reação. 
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produção de IFNγ, principalmente em células CD8+ não deixando de ter efeitos sobre as 

células CD4+ (Haslett et al., 1998). Já foi descrito que a talidomida aumenta a expressão de 

Foxp-3 nas células mononucleares de sangue periférico (PBMC) em pacientes durante o 

tratamento do ENL. Outro estudo descreveu o papel imuno-estimulatório da talidomida 

(Haslett et al., 2005). 

Nos casos estudados foi avaliada a expressão gênica nas PBMC de 5 pacientes, no 

momento da reação e após tratamento com talidomida. Verificamos a expressão de FOXP3, 

IFNγ, IL2 e IP10. Os níveis de expressão gênica para FOXP3 estavam aumentados em todos 

os casos e foi estatisticamente significante (P<0,05 Wilcoxon signed rank test), confirmando 

os dados já publicados. Os níveis de expressão de IFNγ estavam aumentados em 3 dos 5 casos 

(com um leve aumento em um dos casos), IL-2 nos 3 casos testados e IP-10 em 4 de 5 casos 

estudados. A IP-10 é uma quimiocina induzida por IFNγ e pode refletir realmente a 

sinalização positiva por esta via nas células que constituem a PBMC. (Figura 13). 

  

  

Figura-17. Níveis de expressão gênica encontrados na PBMC no momento do diagnóstico do ENL e após 7 dias 
de tratamento com talidomida 300mg/dia. Os resultados foram obtidos por PCR em tempo real e o gene 
endógeno utilizado nos testes foi o GAPDH, sendo os seus valores de CT subtraídos dos valores obtidos para os 
genes FOXP3 (A), IFNγ (B), IL2 (C) e IP10 (D). *(P<0,05 Wilcoxon signed rank test). 
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Tendo estes indícios in vivo, associados aos achados de expressão gênica das biópsias 

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 presença ou não da talidomida. A ativação via anti-CD3 levou ao aumento na 

expressão do gene para IL-2 após 24 horas, sendo esta indução potencializada pela adição de 

30µM de talidomida à cultura em três experimentos independentes (P<0,05 One sample t 

test). Testamos de forma preliminar a expressão de superfície do marcador de ativação de 

células T CD69 por citometria de fluxo, e confirmamos a ativação das células por haver um 

aumento em sua expressão após ativação com anti-CD3; porém, não detectamos alteração 

com o uso da talidomida. Podemos perceber que somente a incubação das células CD4+ com a 

talidomida levou a um leve aumento da produção da IL-2, porém não significativo 

estatisticamente. Os níveis de expressão do gene para Foxp-3 e IFNγ não sofreram alterações 

significativas na presença da talidomida, embora tenham aumentado em 2 dos três 

experimentos realizados (Figura 18). 

 

 

 

 

 

Figura-18. Níveis de expressão gênica obtidos em células CD4+ purificadas a partir de doadores normais, 
ativadas com anti-CD3 imobilizado em placas de cultura na presença ou ausência da talidomida. Os valores de 
expressão gênica obtidos por PCR em tempo real nas amostras controle foram utilizados para normalização dos 
dados sendo atribuído o valor de 100%.  A- média do percentual de expressão gênica em relação à amostra 
controle ± erro padrão. B e C níveis de expressão gênica individual obtida para os genes de IFNγ e Foxp-3 
respectivamente. *(P<0,05 One sample t test), n=3. 
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4.3. ANGIOGÊNESE E ENL 

Diversas alterações na microvasculatura da derme de lesões de pacientes com 

hanseníase já foram descritas, tais como o aumento de vasos em lesões do pólo multibacilar. 

O ENL também é conhecido por apresentar vasculites necrosantes, afetando vasos de pequeno 

calibre e a ativação das células do endotélio vascular. Contudo, uma correlação direta entre o 

ENL e processos de angiogênese não foi estabelecida. 

Um estudo realizado através da colaboração do nosso grupo de pesquisa (Laboratório 

de Hanseníase - FIOCRUZ-RJ) e a divisão de dermatologia da Universidade da Califórnia - 

USA (chefiada pelo Dr. Robert Modlin) propiciou a análise 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 sinalização intracelular 

podem estar sendo ativadas, foi possível verificar que 15 vias metabólicas e de sinalização 

estavam moduladas positivamente no ENL em relação às biópsias de pacientes lepromatosos 

não reacionais. Dentre essas vias destacamos a síntese de eicosanóides, sinalização de IL-6, 

PI3/AKT, ativação de receptor de efrina e sinalização de VEGF, por serem todas diretamente 

relacionadas à angiogênese. As principais funções biológicas moduladas positivamente no 

ENL em comparação com as lesões sem reação estão envolvidas com a migração, 

proliferação de células, crescimento de tumores e a angiogênese propriamente dita (dados não 

publicados). 

Partindo das informações de que a angiogênese induzida por um processo inflamatório 

pode ser um fator fundamental para o desenvolvimento das lesões no ENL e dos nossos dados 
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anteriores mostrando a redução da expressão de fatores pró-angiogênicos nas lesões de 

pacientes tratados com talidomida, nós fomos observar como se apresentava a 

microvasculatura nessas lesões. Através de imunohistoquímica específica para o fator VIII da 

cascata de coagulação, produzido pelo endotélio vascular, constatamos em 3 casos de ENL o 

aumento de sua marcação e conseqüente aumento da microvasculatura cutânea e redução 

durante tratamento com talidomida, sendo mostrado logo abaixo um caso representativo 

(Figura 20). Em paralelo, fizemos marcações para VEGF-A através da mesma técnica em 

cortes seqüenciais, demonstrando uma marcação difusa pela derme e na microvasculatura por 

este fator nas biópsias de pele em reação (Figura 19). Este resultado é condizente com os 

dados de expressão gênica onde a expressão de VEGF-A nas biópsias de 4 pacientes antes e 

durante a reação foram comparadas, mostrando um aumento na reação (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Nível de expressão 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. 

 

VEGF diag VEGF ENL
-6

-5

-4

-3

-2

-1

lo
g 

2- ∆
C

T
 



P á g i n a  | 69 

 

Estudamos o caso a parte dos descritos anteriormente, um paciente com 38 anos de 

idade, que apresentou um quadro severo de reação tipo II e que foi tratado com talidomida. 

Deste paciente, obtivemos biópsias de pele antes do tratamento, após 7 e 30 dias de 

tratamento. Na biópsia coletada no diagnóstico da reação, verificamos um extenso infiltrado 

inflamatório e espessamento da epiderme. A presença densa de pequenos vasos é visualizada 

com a marcação para FVIII. A marcação para VEGF era difusa pela derme nos cortes 

analisados, podendo ser vista a marcação também nos vasos. Por imunohistoquímica 

verificamos que a expressão para VEGF e FVIII foi reduzida após o tratamento. Após o 

tratamento com talidomida, verificamos uma redução no infiltrado já com 7 dias de 

tratamento o que era mais pronunciado após 30 dias. As alterações no espessamento da 

epiderme continuavam, contudo a redução da densidade vascular evidenciada pela marcação 

do FVIII era visualmente menor, bem como a marcação para VEGF-A (Figura 20A). Em 

paralelo, analisamos por RT-PCR em tempo real a expressão para VEGF-A e IL-8 antes e 

após 7 dias de tratamento com talidomida, o que mostrou uma redução nos níveis destes três 

fatores que possuem atividade pró-angiogênica (Figura 20B). 
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Figura-20. Alterações na microvasculatura na derme de um paciente que desenvolveu um grave episódio de 
reação do tipo II e foi submetido ao tratamento com talidomida 300 mg/dia. A- As seções das biópsias de pele 
foram marcadas por imunohistoquímica 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 expressão gênica nas biópsias, mostrando a redução na expressão para os genes de VEGF-A e IL-8. 
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Como já é conhecido, o TNF é uma citocina chave para o desencadeamento do ENL e 

pode agir ativando o endotélio vascular e sinalizar positivamente a angiogênese. Testamos in 

vitro a ação da talidomida sobre células endoteliais de veias de cordão umbilical (HUVECs) 

ativadas com TNF recombinante. A expressão de TNF, VEGF-A, COX-2 e IL-8, todos com 

ação pró-angiogênica, foram avaliadas após 3 horas de estímulo com TNF recombinante na 

presença da talidomida. Para análise dos dados de expressão gênica, por se tratar de células 

primárias e podermos agrupar os resultados, os valores foram normalizados assumindo que o 

estímulo com TNF na presença do solvente DMSO teria um valor de 100%. 

A expressão dos quatro marcadores estudados foi modulada positivamente após 

estímulo com TNF, sendo TNF e IL-8 induzidos em maior escala em relação ao controle e 

COX-2 e VEGF-A sofrendo um aumento médio em cerca de 70%. Com o tratamento prévio 

das células com talidomida à 30µM, observamos a redução na expressão para os quatro genes 

(P<0,01 One sample t test), sendo os níveis 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). 
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Figura-21. A talidomida altera o padrão de expressão gênica em HUVEC ativadas por 10 ng/ml de TNF 
recombinante. Os resultados obtidos por PCR em tempo real foram normalizados para percentual de expressão 
em relação às células ativadas com TNF que receberam o valor de 100%. O pré-tratamento com 30 µM de 
talidomida impediu o aumento da expressão 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. ANÁLOGOS DA TALIDOMIDA 

A talidomida, que estruturalmente é 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 racêmica (Figura 6). A partir dos 

primeiros estudos de correlação entre atividade e estrutura da talidomida, verificou-se que a 

forma racêmica “S” detém as propriedades teratogênicas, e que o grupamento fitalimida era 

essencial para as atividades antiinflamatórias. Diversos análogos foram então sintetizados 
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buscando redução dos efeitos colaterais e potencialização de algumas funções biológicas, tais 

como antiinflamatória e antitumoral. 

O laboratório de avaliação e síntese de substâncias bioativas (LASSBio) da UFRJ 

sintetizou uma série de análogos da talidomida que foram testados in vivo sobre a capacidade 

de inibir a produção de TNF e migração de neutrófilos nos pulmões de camundongos 

induzidos pela aspiração de LPS (Lima et al., 2002; Machado et al., 2005). Destacamos destes 

estudos dois análogos que possuíam maior atividade inibitória sobre a produção de TNF 

(LASSBio-468 e 542) e testamos in vitro sobre a produção de TNF e IL-10 induzida por LPS 

em PBMC humana em comparação à talidomida. 

A concentração final no meio de cultura de LPS utilizada para a indução de citocinas 

foi de 10ng/ml. Os níveis de TNF e IL-10 nos sobrenadantes foram determinados por ELISA, 

sendo que três concentrações da talidomida e dos análogos (15, 30 e 100 µM) foram testadas. 

Por estarmos trabalhando com células de doadores normais, a faixa de produção das citocinas 

foi bastante diversa nos obrigando a normalizar os resultados, de forma que o resultado do 

estímulo com o LPS adicionado do solvente (DMSO a 0,1%) foi usado como valor de 

referência, sendo atribuído o valor de 100%. A análise estatística foi feita através do teste One 

sample t test, assumindo como 100% o valor hipotético. Na faixa de concentração testada, 

verificamos através da técnica de MTS que tanto a talidomida quanto os análogos não 

possuíam toxicidade sobre a PBMC (Figura 22). 

  



P á g i n a  | 74 

 

 

 

 

 

Figura-22. A talidomida e os análogos estudados não interferem na viabilidade das células utilizadas. A PBMC 
foi incubada por 48 horas na presença das drogas ou solvente, sendo o meio de cultura trocado por um meio 
adicionado de 10% da solução de MTS nas últimas 3 horas e lido por espectrofotômetro a 490 nm. As células 
incubadas em meio puro foram tomadas como 100% de células viáveis para os cálculos (n=5). 

 

Verificando então como a talidomida era capaz de modular a produção de TNF, 

observamos que a produção 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 

concentrações de 100, 30 e 15µM respectivamente. A produção de IL-10 também foi 

modulada pela talidomida, porém levando ao aumento da sua produção 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 concentrações de 100, 30 e 15µM respectivamente (Figura 23). 

O análogo LASSBio-468 não demonstrou capacidade de modular a produção de TNF e 

IL-10 induzidos por LPS em PBMC humana, in vitro, sendo a produção de TNF induzida por 

LPS na presença do análogo LASSBio-468, 108.7% ± 20 (SEM), n=4, 103.3% ± 13.6 (SEM), 

n=9 e 95.5% ± 9.5 (SEM), n=3 nas concentrações de 100, 30 e 15µM respectivamente, como 

mostrado na Figura 24A. A produção de IL-10 induzida por LPS na presença do análogo 

LASSBio-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 concentrações de 100, 30 e 15µM respectivamente, como mostrado na Figura 

24B.  

 

  

 

 

 

Figura-23. Níveis de secreção de TNF (A) e IL-10 (B) para o sobrenadante de culturas de PBMC estimuladas 
com LPS (10 ng/ml) após pré-tratamento com a talidomida nas concentrações indicadas. Os valores foram 
obtidos por ELISA e normalizados para porcentagem, sendo as amostras tratadas com LPS na presença somente 
do solvente DMSO atribuídos o valor de 100%. One sample t test. * P<0.05, *** P<0.0001.  

 

Quando fomos estudar o análogo LASSBio-542 verificamos que este demonstrou 

capacidade em reduzir a produção das citocinas TNF e IL-10. A produção de TNF induzida 

por LPS na presença do análogo LASSBio-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 concentrações de 

100, 30 e 15µM respectivamente, conforme ilustrado na Figura 24C. Já a produção de IL-10 

induzida por LPS na presença do análogo 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 

concentrações de 100, 30 e 15µM respectivamente, conforme ilustrado na Figura-24D. 
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Figura-24. Níveis de produção das citocinas TNF e IL-10 nos sobrenadantes de culturas de PBMC tratadas com 
os análogos da talidomida e estimuladas com LPS por 20 horas. A produção de citocinas foi avaliada por ELISA 
e os valores obtidos pelo estímulo com LPS nas células pré-tratadas somente com DMSO 0.1% foi utilizado 
como referência para normalização dos dados, sendo atribuído o valor de 100%. * P<0.05, **P<0.005 One 
sample t test. 

 

Foi avaliado se o análogo LASSBio-542 possuía a capacidade de modular a ativação 

de NF-κB via TNF em PBMC humana. A ativação da PBMC com TNF recombinante 

humano a 10ng/ml na presença do solvente DMSO 0,1% por 30 minutos levou a translocação 

dos dímeros de NFκB para o núcleo das células, o que pode ser visualizado nas 

autoradiografias obtidas no ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA) realizado com as 

amostras de proteínas nucleares incubadas com sequências consenso do NFκB. A pré-

incubação das células com a talidomida ou análogo LASSBio-542 por 30 minutos, seguida da 

adição do TNF e incubação por mais 30 minutos até a lise das células para preparo do extrato 

nuclear levou a uma redução na intensidade das bandas formadas pelos dímeros associados à 
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sonda radioativa em quatro experimentos independentes. A quantificação da intensidade das 

bandas demonstra com mais clareza a redução da migração dos dímeros de NF-κB para o 

núcleo, quando na presença da talidomida reduzindo para 74,2% (± 1,5 erro padrão, n=4, P < 

0.05 Dunnett’s multiple comparison test) e na presença do análogo LASSBio-542 para 

67,79% (± 2,3 erro padrão, n=4, P < 0.05) (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Ativação de NF-κB em PBMC humanas por TNF é modulada negativamente pela talidomida e pelo 
análogo LASSBio-542. A- autoradiografia de um gel de poliacrilamida, no qual extratos nucleares de PBMC 
pré-tratados ou não com talidomida e ativadas com 10ng/ml de TNF recombinante foram submetidos a 
eletrofores vertical. As bandas superiores indicadas pela seta são relativas à redução da migração eletroforética 
das sondas radiotivas específicas para NF-κB devido à associação com os dímeros presentes no extrato nuclear. 
A sonda sem adição do extrato nuclear apresenta-se na parte inferior da autoradiografia. B- gráfico mostrando a 
quantificação relativa das bandas de 4 experimentos independentes, TNF+DMSO foi atribuído valores de 100% 
e a análise estatística dos dados (Dunnett’s multiple comparison test) demonstra a diferença estatística das outras 
amostras em relação a esta. 

 

Confirmado o potencial do análogo LASSBio-542 em reduzir a produção de TNF 

induzida por LPS, testamos a sua ação sobre células endoteliais de vasos sanguíneos de 

cordão umbilical (HUVECs). Da mesma forma como foi realizado com a talidomida, 
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testamos se o análogo LASSBio-542 era capaz de modular a expressão gênica em HUVEC 

estimulada com TNF recombinante por 3hs. Este teste foi capaz de demonstrar que o análogo 

LASSBio-542 em uma concentração de 30µM agiu reduzindo significativamente (P<0,01 

One sample t test) a expressão de alguns genes envolvidos com a ativação das células 

endoteliais pelo TNF e que são classificados como pró-angiogênicos. O próprio gene de TNF 

foi reduzido para 66.33% ± 2.3 (SEM), n=4; a expressão do gene da IL-8 foi reduzida em 

58.58% ± 1.4(SEM), n=4; a expressão do gene da COX-2 foi reduzida para 67.50% ± 7.4 

(SEM), n=4; e redução na expressão do gene para VEGF para 66.04% ± 4.9 (SEM), n=5. 

(Figura 26).  

 

 

Figura-26. O análogo LASSBio-542 altera o padrão de expressão gênica em HUVECs ativadas por 10 ng/ml de 
TNF recombinante. Os resultados obtidos por PCR em tempo real foram normalizados para percentual de 
expressão em relação às células ativadas com TNF que receberam o valor de 100%. O pré-tratamento com 30 
µM do análogo impediu o aumento da expressão 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 análogo LASSBio-542 em reduzir a formação de 

estruturas tubulares por HUVECs quando cultivadas sobre matrigel. Estas estruturas são 

correlacionadas com formação de vasos sanguíneos, sendo um modelo bastante utilizado na 

pesquisa de drogas que possam vir a interferir na angiogênese. Cerca de 4x103 HUVECs de 

doadores normais foram semeadas em poços de placas de 96 cavidades, recobertos com uma 

camada de 30µL de matrigel empobrecido de fatores de crescimento. Nestas condições, as 

estruturas são formadas após 18 horas de cultura e podem ser visualizadas em microscópio 

invertido no aumento de 10x10 vezes. A adição do solvente DMSO a 0,01% não alterou a 

formação das estruturas tubulares, porém podemos ver nas fotos de um experimento 

representativo a redução na formação das estruturas tubulares na presença da talidomida e do 

análogo LASSBio-542, ambos na concentração de 30µM (Figura 27). Dentre os processos 

que levam a angiogênese, a proliferação celular é um dos seus fatores fundamentais. A 

proliferação das HUVECs in vitro também foi avaliada pela técnica de MTS, onde não 

observamos alterações significativas no número de células viáveis após 72 horas de cultura na 

presença da talidomida e do análogo LASSBio-542 nas concentrações de 10 e 30µM, o que 

demonstra que a talidomida e o análogo não reduziram a angiogênese por alterações na 

proliferação e que também não causaram efeitos tóxicos às células (Figura 23). 
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Figura 27. A Talidomida e o análogo LASSBio-542, levam à redução da formação de estruturas tubulares 
compatíveis com o processo de angiogênese sem alterar a sua proliferação. A- HUVEC sobre matrigel após 8 
horas de cultura, fotografia obtida através de microscópio invertido com aumento de 10x10 vezes. B- quantidade 
de células viáveis após 48 horas de cultura na presença das drogas, resultado obtido pela técnica de MTS com 
curva padrão de células somente em meio de cultura. 
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5. DISCUSSÃO 

Os episódios reacionais da hanseníase levam às principais complicações da doença, 

incluindo a piora do comprometimento neurológico e conseqüente aumento do grau de 

incapacidade (Britton et al., 2004). Em especial, as reações do tipo II (ENL) são as mais 

preocupantes, pois são as principais causas de internação e morbidade da hanseníase. Apesar 

do avanço alcançado para controle da doença pela poliquimioterapia padronizada para as 

formas polares da doença, o controle eficaz dos episódios reacionais e a identificação precoce 

dos pacientes que irão desenvolvê-los ainda não são completamente satisfatórios. Desse 

modo, no presente trabalho nos propusemos a avaliar o mecanismo de ação da talidomida sob 

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

Foram acompanhados pacientes que desenvolveram ENL e receberam como 

tratamento antiinflamatório somente a talidomida. Apesar da complexidade dos casos, 

verificada pela variedade dos tipos de sintomas sistêmicos apresentados, resumidos na Tabela 

3, a principal conclusão é que o uso da talidomida é capaz de controlar o ENL, principalmente 

as lesões reacionais caracterizadas por nódulos doloridos localizados na pele em diversas 

partes do corpo. A remissão de sintomas mais graves como a orquite e a parestesia são 

exemplos importantes que justificam o uso da talidomida nestes casos. A primeira descrição 

do uso da talidomida para tratar pacientes com ENL, em 1965, já indicava que a melhora dos 

pacientes acontecia já no primeiro dia de tratamento, reduzindo principalmente o mal-estar 

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

Nos pacientes avaliados neste trabalho, a heterogeneidade do período em que eles 

desenvolveram o seu primeiro episódio de reação do tipo II, dificulta uma conclusão 

definitiva se o ENL é realmente desencadeado devido ao tratamento e conseqüente aumento 
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de componentes oriundos da degradação dos bacilos que desencadeariam uma resposta 

humoral e depósito de imunocomplexos nos vasos, hipótese descrita anteriormente (Kahawita 

et al., 2008). Possivelmente esta tese para o desencadeamento do ENL seja pertinente, porém 

não é suficiente para explicar o tipo de resposta inflamatória com características crônicas 

apresentada pelos pacientes. A resposta inflamatória observada no desencadeamento do ENL 

é complexa, e o aumento considerável dos níveis séricos de TNF, IL-1β e IL-6 correlaciona-se 

com a imunopatologia da reação e suas complicações (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 

início da poliquimioterapia, quatro desenvolveram a reação após início do tratamento, sendo 

que somente um no primeiro bimestre e os outros com cinco, oito e nove meses após o 

tratamento. Nestes casos, torna-se complicado sugerir o motivo para o início da reação. Dois 

dos casos desenvolveram a reação logo após o término do tratamento, com dois e três meses 

pós-alta, respectivamente. Pode ser discutido se a descontinuação da clofazimina seria 

responsável pelo aparecimento da reação, uma vez que sua utilização no tratamento de 

multibacilares pode ser justificada por reduzir o aparecimento das reações além da sua 

propriedade bacteriostática original. No entanto, para a clofazimina ter atividade 

antiinflamatória efetiva deve ser utilizada em doses elevadas, cerca de 300 mg/dia quando o 

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

O tempo em que cada paciente começou a apresentar os sintomas relativos à reação e 

procurou o serviço de saúde foi bastante variado. Como a evolução dos sintomas sistêmicos 

de cada paciente foi diferenciada, ocorrendo logo após o surgimento dos nódulos ou ainda 

demorar diversos dias para se apresentar, trabalhamos com algumas diferenças de estágio de 

desenvolvimento das lesões reacionais o que pode ter resultado na diferença dos padrões de 
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expressão gênica observados. Contudo, os resultados aqui apresentados indicam algumas 

funções biológicas alteradas na reação e que foram moduladas pela talidomida conforme 

discutido posteriormente. 

Nas nossas análises, verificamos que o aumento na expressão dos genes para IL-10, 

TNF e CCR5 ocorreu de forma estatisticamente significativa após o tratamento com a 

talidomida, indicando que estes fatores são os que se comportaram de forma homogênea 

dentre os casos que nós estudamos.  

A diversidade apresentada nos perfis de expressão e no comportamento clínico de cada 

caso não nos permite descartar as alterações observadas por cada paciente na expressão dos 

genes que não se comportaram de forma homogênea. O paciente 6 foi o que apresentou maior 

expressão de TNF após o tratamento com a talidomida, já possuindo uma expressão bastante 

elevada durante a reação, o que pode justificar o fato deste ser o quadro de ENL mais severo 

dentre os aqui estudados. No entanto, a exclusão desse caso na análise pelo teste Wilcoxon 

signed rank manteve a significância estatística (p≤0,1), o que indica que a expressão de TNF 

estava realmente aumentada nas biópsias estudadas.  

Dados anteriores de nosso grupo demonstraram redução na expressão de TNF em 

biópsias de pacientes tratados com talidomida (Moraes et al., 2000). Alguns fatores parecem 

contribuir para as diferenças observadas entre os nossos achados atuais e os anteriores. Em 

primeiro lugar, no estudo realizado por Moraes e cols. (2000), o período de tratamento com 

talidomida dos pacientes com ENL incluídos 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 biópsias de pele integrais, enquanto no 

outro os resultados são 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 antiinflamatório com 

pentoxifilina e com talidomida aumenta a expressão gênica de TNF na epiderme, mas não na 

derme de pacientes com ENL. Tal achado pode explicar o aumento de TNF observado em 

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

A involução completa da lesão parece ser fundamental para que a redução da 

expressão dos marcadores inflamatórios seja observada. Para haver a atividade de reparo em 

tecidos lesionados a presença de citocinas pró-inflamatórias é fundamental para a renovação 

tecidual o que pode realmente contribuir para a dificuldade de se obter um perfil homogêneo 

em todos os casos já que as biopsias pós-tratamento podem estar em estágios diferenciados de 

regressão (Gillitzer et al., 2001). O paciente 7 foi acompanhado até o 300 dia de tratamento, 

situação na qual os níveis de citocinas proinflamatórias, inclusive o TNF, já haviam reduzido 

(não mostrado). 

Outro aspecto de destaque é que, no presente estudo, demonstramos que a talidomida é 

capaz de reduzir os efeitos da ativação do TNF sobre as células endoteliais in vitro. Já foi 

demonstrado que a talidomida é capaz de reduzir a ativação de NF-κB quando há sinalização 

via receptor de IL-1β (IL-1R) ou em vias semelhantes como no caso via receptor 1 de TNF 

(TNF-R1), porém a ativação de NF-κB com ceramidas não seria modulada pela talidomida 

mostrando haver dependência da via de ativação para ocorrer a modulação da translocação 

deste fator de transcrição para o núcleo (Majumdar et al., 2002). O TNF exerce diversos 

efeitos pró-inflamatórios, como no caso da ativação do endotélio vascular, onde favorece a 

transmigração de células da corrente sanguínea para os tecidos inflamados. O efeito benéfico 

da talidomida em todos os casos aqui estudados, tal qual o sucesso na regressão das lesões do 

ENL já descrito na literatura e conhecido na pratica clínica, pode ser diretamente 

correlacionado com a redução dos efeitos do TNF sobre as células da derme, epiderme, 



P á g i n a  | 85 

 

epitélio vascular e infiltrado leucocitário, associado à redução na expressão de outros fatores 

inflamatórios que são produzidos em conjunto devido ao desequilíbrio na resposta imune 

localizada na lesão. Estes fatores inflamatórios podem agir de forma parácrina, sustentando o 

perfil pró-inflamatório observado nas lesões de ENL.  

O papel antiinflamatório da IL-10 também se mostra como uma das alterações 

importantes para a ação da talidomida, embora esse não seja um dos principais efeitos 

buscados quando se aplica a talidomida como opção de tratamento. O papel anti-angiogênico 

e anti-citocinas pró-inflamatórias é sempre indicado pela maioria dos trabalhos científicos 

como o principal motivo pelo uso da talidomida, não sendo uma droga procurada por 

aumentar a produção de IL-10 (Sampaio et al., 2006). Demonstramos que em todos os casos 

estudados a IL-10 teve sua expressão gênica aumentada nas lesões em regressão após o uso da 

talidomida, e também demonstramos in vitro que a talidomida levou ao aumento na produção 

de IL-10 de PBMC estimulada por LPS, o que serve de confirmação do papel da talidomida 

como uma molécula que promove o aumento desta citocina. Um dos principais efeitos 

biológicos da IL-10 seria o de inibir a ação de macrófagos e células dendríticas, reduzindo sua 

capacidade de apresentar antígenos e de produzir citocinas (Mosser et al., 2008). A IL-10 

também pode agir favorecendo a ação de células NK e contribuir para a proliferação de certos 

subtipos de células CD8+ (Cai et al., 1999). Algumas propostas de terapias utilizando IL-10 

recombinante em humanos já foram discutidas, sendo visto que a ação local desta citocina é 

importante para seus efeitos antiinflamatórios do que a administração sistêmica (Mosser et al., 

2008). 

Todo um balanço na rede de citocinas ocorre nas biópsias, e cada biópsia reflete um 

momento da evolução ou resolução da lesão, sendo que a análise de múltiplos fatores permite 

um melhor entendimento do fenômeno observado. Acreditamos também que este aumento da 
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expressão de TNF nas biópsias após o tratamento com talidomida possa ser resultado de um 

processo de ativação celular necessário para a alteração do perfil de resposta, ou o indicativo 

da presença de uma nova população de células com atividade moduladora na lesão em 

regressão. A expressão do gene para TNF por si só não pode ser encarada como indicativo de 

aumento da atividade pró-inflamatória na lesão biopsiada, e nos casos estudados por nós há 

em paralelo um aumento significativo da expressão da citocina antiinflamatória e 

antiangiogênica IL-10 (Kohno et al., 2003), bem como o aumento da expressão do receptor de 

quimiocinas CCR5, já descrito como marcador de migração de células com atividade 

moduladora para sítios inflamatórios, o que justifica a involução das lesões e remissão dos 

sintomas sistêmicos (Kang et al., 2007; Yurchenko et al., 2006). Nos casos de rejeição 

causados pelo transplante de medula óssea (doença do enxerto versus hospedeiro), uma 

doença na qual a talidomida contribui para melhora do quadro de rejeição em humanos, foi 

relatado que a presença de células T regulatórias Foxp-3 positivas estão associadas a uma 

menor gravidade da doença e resposta ao tratamento (Fondi et al., 2009). Apesar de não ter 

sido feito nenhum estudo para confirmar a correlação entre a ação benéfica da talidomida 

nesta doença e a ação de células reguladoras, isto nos sugere a possibilidade não de um novo 

mecanismo de ação, mas de uma função biológica ainda não observada no uso da talidomida. 

As células T regulatórias naturais (CD4+CD25high), as quais se desenvolvem no timo e 

regulam células T auto-reativas na periferia, e as células regulatórias “induzidas” (ex: Tr1, 

produtoras de IL-10 ou Th3, produtoras de TGF-b), podem se desenvolver na periferia após a 

exposição ao antígeno na presença de sinais específicos, como citocinas desativadoras ou 

drogas. Diversos estudos sugerem que sinais associados ao dano tecidual são indutores de 

ativação de células Treg. Células Treg naturais eficientemente controlam células T 

patogênicas e respostas imunes inatas, levando a redução do dano tecidual (Izcue et al., 2009; 
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Powrie et al., 2003). Os mecanismos potenciais pelos quais as células Treg regulam a 

inflamação parecem estar associados à redução da migração de células T efetoras do 

linfonodo para o sítio da inflamação ou elas parecem migrar para o sítio inflamatório para 

controlar as reações imunoinflamatórias (Rouse et al., 2006). 

O Forkhead box P3 (FoxP3) é um fator de transcrição cuja expressão caracteriza Treg, 

mas estudos recentes indicam que ele também está presente em células ativadas (Zhou et al., 

2009; Ziegler, 2007). A confusão criada pela expressão de FoxP3 em células sem fenótipo 

regulatório pode ser avaliada por uma compreensão global do microambiente onde a célula 

FoxP3+ está inserida . A própria expressão de FoxP3 nas células parece ser transiente (Zhou et 

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

A análise dos nossos dados revela haver um aumento em paralelo de TGF-b, IL-10 e 

TNF nas biópsias, seguido de um aumento na expressão gênica de Foxp3 e IL-2 nas PBMC 

dos pacientes estudados. Embora o processo de desenvolvimento do ENL não seja 

correlacionado com o aumento da atividade específica de células T respondendo a antígenos, 

verificamos indícios, mesmo que superficiais, que podem ser correlacionados com um 

aumento da atividade destas células após o tratamento com talidomida, o que também já foi 

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

O aumento da expressão de genes correlacionados à função das células T observado 

nas biópsias em regressão demonstra um perfil mais regulador do que pró-inflamatório devido 

ao perfil de citocinas observado, incluindo um aumento da expressão do fator de transcrição 

Foxp3 característico de células T reguladoras nas lesões de metade dos casos estudados 

juntamente com o aumento da expressão de IL-10. Realizamos alguns ensaios in vitro 

buscando entender como a talidomida pode influenciar na ativação das células T. 
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Demonstramos que a talidomida altera o perfil de ativação levando ao aumento na expressão 

do gene para IL-2 nas células T ativadas via TCR nessas culturas. Dados de nosso grupo 

demonstraram que o pré-tratamento de monócitos de voluntários saudáveis com talidomida 

inibe a resposta proliferativa ao M. leprae por linfócitos T CD4+, por um mecanismo não 

associado à deficiente apresentação antigênica, mas sim por aumentar a população regulatória 

na co-cultura (dados não mostrados). Estes fatos nos levam a indícios que a talidomida possa 

favorecer a atividade de células reguladoras durante o tratamento do ENL (Haslett et al., 

1998; Haslett et al., 2005). 

A participação dos neutrófilos durante o quadro do ENL também é um fato bastante 

marcante, uma vez que este tipo celular é abundante nas lesões e entende-se que os neutrófilos 

seriam os principais mediadoras da inflamação (Oliveira et al., 1999). A quimiocina IL-8 é 

conhecida pela sua função de atrair neutrófilos para os tecidos inflamados (Mukaida, 2000) e 

verificamos que a expressão gênica de IL-8 está sendo reduzida nas biópsias na maioria dos 

nossos casos após o uso da talidomida. Além de uma possível atuação da talidomida sobre os 

neutrófilos, quando foi descrito que a talidomida reduz a produção de TNF induzida por LPS 

nestas células (Oliveira et al., 1999), a redução do influxo de neutrófilos para o tecido 

inflamado justifica a ação rápida na regressão das lesões reacionais, e também em outros tipos 

de lesões teciduais mediadas por granulócitos (Yasui et al., 2005). O tempo de vida dos 

neutrófilos nos tecidos é de 1-2 dias, logo a redução no seu influxo leva à redução do seu 

número no tecido de forma rápida, contribuindo para a redução do infiltrado inflamatório. 

Outra ação da talidomida que suporta a tese da sua ação sobre os neutrófilos é o fato 

observado nesta tese que há um aumento na expressão de IL-10 nas biópsias, o que pode 

contribuir para a desativação destas células já instaladas no sítio inflamatório, uma vez que 
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esta é uma propriedade conhecida da IL-10 (Sun et al., 2009), contribuindo com o sucesso do 

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

Diversos estudos discutem como o ENL se desenvolve e que citocinas pró-

inflamatórias coordenam o desenvolvimento da lesão. No presente trabalho verificamos que a 

expressão de citocinas como o TNF, VEGF e quimiocinas tais como a IL-8 estão aumentadas 

durante a reação, juntamente com o aumento da microvasculatura nas lesões (Figura 21). Os 

estudos de microarranjo realizados na Universidade da Califórnia (Figura 19) indicam a 

mesma situação observada no nosso trabalho, mostrando que vias de sinalização pró-

inflamatórias tais como PI3/AKT, sinalização de eicosanóides e angiogênese estão reguladas 

positivamente durante os episódios de reação do tipo II. Contudo, nosso estudo sobre a ação 

da talidomida no ENL que caminhou em um sentido oposto, verificando as alterações 

causadas pelo tratamento com a talidomida, nos leva a conclusões semelhantes, uma vez que 

verificamos genes das mesmas classes sendo modulados negativamente pela talidomida 

juntamente com a melhora do quadro clínico dos pacientes. 

O processo de angiogênese tem sido extensivamente estudado, principalmente pela sua 

participação no processo de desenvolvimento e manutenção de tumores. Dos diversos passos 

fundamentais para a angiogênese, alguns são compartilhados pelo processo inflamatório, 

sendo a sinalização pró-inflamatória responsável pela ativação do endotélio vascular e 

migração celular os mais comuns (Folkman, 1995). A descrição da talidomida como uma 

droga com propriedade antiangiogênica causou um aumento no interesse desta droga até então 

com conhecidas propriedades sedativas e antiinflamatórias (D'Amato et al., 1994). Na 

hanseníase ainda não havia sido correlacionado a formação de novos vasos com o processo de 

reação do tipo II, apesar de já ser conhecida a participação ativa de moléculas como a IL-1β, 

IL8 e TNF com propriedades pró-angiogênicas. Havia sido reportada uma correlação entre o 
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aumento da carga bacilar e a densidade da microvasculatura cutânea nas áreas de lesões 

lepromatosas (Antunes et al., 2000), contudo, o aparecimento das lesões de ENL ocorre em 

áreas diferentes, normalmente em pele sadia, o que dificulta uma correlação entre o aumento 

da microvasculatura nas lesões reacionais das não reacionais. Mesmo assim podemos verificar 

em nosso trabalho que as lesões com ENL possuem uma maior expressão do gene para 

VEGF-A do que as lesões multibacilares não reacionais e há um aumento na microvasculatura 

da derme (Figura 20), confirmando os indícios que há uma regulação positiva de fatores pró-

angiogênicos durante o episódio reacional. 

Verificamos então que o papel da talidomida sobre as lesões de reação tipo II também 

se dá pela modulação negativa, porém não homogênea de diversos fatores pró-angiogênicos. 

A redução na expressão da citocina IL-1β na maioria dos casos (Figura 8), o que ainda não 

havia sido descrito a respeito do tratamento do ENL é um dos dados que confirma a ação 

antiangiogênica da talidomida sobre o ENL. A IL-1β também é produzida por células 

endoteliais ativadas e a redução observada pode ser correlacionada com a redução da 

capacidade de TNF em ativar as células endoteliais na presença da talidomida. Já foi descrito 

pelo nosso grupo de pesquisa que a IL-1β está aumentada no soro de pacientes durante o 

ENL, e seria um marcador de atividade inflamatória tão eficiente quanto o TNF para justificar 

a sintomatologia, já que compartilham diversas atividades (Sarno et al., 1991). A redução na 

expressão do gene da enzima COX-2, responsável pela síntese de prostaglandinas e com papel 

pró-angiogênico em tumores juntamente com o VEGF (Toomey et al., 2009), também foi 

encontrada na maioria dos nossos casos, o que é compatível com a descrição prévia de reduzir 

o tempo de meia vida do seu RNAm (Fujita et 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 Califórnia, a via de síntese de eicosanóides (o que também compreende a 
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síntese de prostaglandinas) era uma das principais moduladas positivamente nas lesões 

reacionais e vemos em nossos resultados que a talidomida foi capaz de reduzir a expressão da 

COX-2, que é a mais importante isoforma da prostaglandina sintase induzida por processos 

inflamatórios. A quimiocina IL-8, além de potente atividade quimioatratora de neutrófilos 

conforme discutido anteriormente, também possui atividade pró-angiogênica o que também 

contribui para o aumento da microvasculatura descrita neste trabalho durante o ENL e que é 

modulada negativamente pela talidomida (Figura 21). 

Em um caso de reação do tipo II, à parte daqueles em que fizemos o acompanhamento 

da expressão de diversos genes, podemos analisar a microvasculatura das lesões através da 

marcação imunohistoquímica do fator VIII da cascata de coagulação que é sintetizado 

principalmente no endotélio vascular e do VEGF-A, antes e após tratamento com talidomida 

(Figura 21A). Verificamos a marcação positiva para o fator VIII na biópsia reacional, 

evidenciando a presença de uma densa microvasculatura o que não acontece na pela sadia. A 

marcação para VEGF-A apresentou-se difusa, embora algumas células endoteliais 

apresentassem positividade para esta marcação, uma vez que sua fonte de produção nestas 

lesões seriam as células inflamatórias presentes no infiltrado inflamatório. Nesse caso, o 

paciente estudado apresentava severos sintomas sistêmicos e lesões reacionais por várias 

partes do corpo. A administração de 300 mg/dia de talidomida reduziu os sintomas sistêmicos 

e levou à involução das lesões existentes observado na consulta médica após uma semana de 

tratamento. Em uma das lesões involuídas após sete dias de tratamento, uma nova biópsia foi 

obtida e nela testada a marcação para fator VIII e VEGF-A mais uma vez. A redução da 

marcação para fator VIII evidencia a redução da densidade da microvasculatura da lesão e em 

paralelo observamos que a positividade na marcação 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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expressão do gene para VEGF-A era menor após tratamento com talidomida, bem como a 

expressão do gene para IL-8, o que também pode justificar o mecanismo anti-angiogênico da 

talidomida (Figura 21B). 

Embora nós não identificássemos a expressão do gene para TNF sendo reduzida nas 

biópsias após tratamento com a talidomida na maioria dos casos, a participação deste fator é 

fundamental para o desenvolvimento do ENL (Sarno et al., 1991). A participação do TNF 

como ativador das células endoteliais, dentre outros fatores com certeza é fundamental para o 

estabelecimento do ENL. A talidomida é capaz de modular a sua ação sobre as células 

endoteliais, e isto talvez possa ser observado pela redução da produção de IL-1β nas biópsias 

por exemplo. Alguns trabalhos já demonstraram que a talidomida interfere na ativação do 

fator de transcrição NF-κB via receptores para TNF e IL-1β (Sampaio et al., 2006), o que nos 

leva a acreditar que a talidomida possa estar influenciando a ativação das células do endotélio 

vascular na reação do tipo II. Realizamos alguns testes in vitro com culturas de células 

endoteliais de veias de cordão umbilical para verificar a ação da talidomida sobre a ativação 

causada pelo TNF. Foi observado que o tratamento com talidomida leva à redução na 

expressão de genes indicativos da ativação endotelial, tais como o próprio TNF, a enzima 

COX-2, VEGF-A e IL-8 (Figura 22). A redução destes fatores pró-angiogênicos estimulados 

por TNF também suporta a idéia da importância da angiogênese no desenvolvimento do ENL 

e do tratamento com a talidomida contribuindo não somente através das suas propriedades 

antiinflamatórias, mas também de forma antiangiogênica para melhora tão eficaz do quadro 

clínico dos pacientes. 

A oportunidade de testar um composto sintetizado a partir da estrutura básica da 

talidomida nos levou a resultados promissores. O análogo LASSBio-542 foi criado pela 

substituição da glutarimida por um grupamento metil 2-fenoxipropanoato ligado com a 
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ftalimida pela posição orto e testado com sucesso em camundongos (Machado et al., 2005). 

Os testes in vitro do análogo LASSBio-542 demonstraram sua capacidade em reduzir a 

produção 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 à redução 

de TNF.  

A possibilidade de criar um medicamento como LASSBio-542, que reduz a produção 

de IL-10 juntamente com a produção 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 antiinflamatórias, tais como a de reduzir a ativação de 

macrófagos, a produção de citocinas do tipo Th1 e a ativação de NF-κB, pode também ser 

fundamental para o desenvolvimento de alguns tipos de câncer, tais como câncer de ovário e 

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

Continuando nossos testes com o análogo LASSBio-542, verificamos a propriedade 

inibidora da ativação de NF-κB por TNF em PBMCs humanas (Figura 22). Como já foi 

descrito anteriormente, o fator de transcrição NF-κB é fundamental para a resposta pró-

inflamatória, podendo ser ativado por diversos fatores que disparam a resposta imune inata ou 

também por citocinas inflamatórias como o TNF e IL-1β. Diversas funções da talidomida são 

atribuídas a essa propriedade, bem como a atividade antiinflamatória dos salicilatos (Sampaio 

et al., 2006). Essa função inibidora da ativação de NF-κB descrita para o análogo LASSBio-

542 também deve justificar a redução da produção de TNF descrita anteriormente e demonstra 

o potencial desta molécula como uma droga antiinflamatória. 

A atividade do análogo LASSBio-542 foi testada sobre a ativação de células 

endoteliais vasculares por TNF. Em nosso ensaio in vitro verificamos que tal qual a 
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talidomida, este análogo reduz a expressão de genes envolvidos com a ativação endotelial, 

como TNF, IL-8, VEGF-A e COX-2 (Figura 27). Como um dos nossos objetivos era 

comparar o análogo com a talidomida, através dos resultados anteriores esperávamos que o 

análogo exibisse atividade antiangiogênica, mesmo reduzindo a produção de IL-10. 

Realizando um ensaio clássico para busca de moléculas com propriedades antiangiogênicas 

observamos o esperado, a adição do análogo LASSBio-542 à cultura de HUVEC sobre 

matrigel acarretou na redução da formação de estruturas tubulares (Figura 28). A atividade 

anti-NF-κB provavelmente colabora com o potencial anti-angiogênico da talidomida e do 

composto LASSBio-542, bem como com as propriedades moduladoras do sistema imune. 

Contudo, esta característica não é suficiente para explicar todas as propriedades exibidas pela 

talidomida. 

O composto LASSBio-468, cujo grupamento ftalímidico foi preservado, sofrendo uma 

N-substituição por um grupamento 4-(fenilsulfonil)-tiomorfolina ligado em sua posição para 

já foi testado em animais mostrando-se capaz de reduzir a indução de TNF (Lima et al., 

2002). No modelo testado por nós o composto LASSBio-468 não se mostrou eficaz na 

modulação da produção de TNF e IL-10 induzidos por LPS in vitro. A falta de atividade em 

nosso modelo não descarta o análogo testado, já que in vivo ele pode assumir uma 

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

A talidomida possui propriedades únicas no seu conjunto, sendo algumas 

compartilhadas com outras drogas, porém nem todas em uma mesma molécula. Toda essa 

diversidade de atividades biológicas, que variam conforme o modelo estudado também é um 

dos motivos pelo pouco conhecimento da correlação entre sua estrutura e atividade. A 

manutenção do grupamento fitalimida é sempre visto como fundamental para as atividades da 

talidomida que com certeza possui mais de um alvo biológico de interação intracelular. 
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Estudando o análogo LASSBio-542 verificamos propriedades antiinflamatórias com potência 

similar a talidomida, porém não podemos esperar exatamente a mesma função biológica que a 

droga original. A busca de análogos com funções diferenciadas é uma boa opção para 

desenvolvimento de moduladores do sistema imune necessários em intervenções específicas 

como no caso de tumores que utilizam a IL-10 como fator de crescimento (Yue et al., 1997), 

onde possivelmente a talidomida não exerceria uma atividade satisfatória devido a sua 

propriedade de favorecer a produção de IL-10. 

Uma questão sempre levantada é sobre a teratogenicidade de moléculas análogas à 

talidomida, porém acredito que esta questão é secundária visualizando as possíveis doenças 

em que estas moléculas seriam aplicadas. Todo o conjunto de alterações que a talidomida 

causa no sistema imune e também agindo como uma droga antiangiogênica a torna insegura 

para o uso em gestantes, uma vez que os processos de desenvolvimento compartilham 

diversas funções com estes sistemas tal como a migração celular e angiogênese. Vários 

análogos da talidomida vêm sendo testados por diversos grupos, sendo intensificado o 

interesse por essa molécula principalmente após a descrição como inibidora da produção de 

TNF e da angiogênese. Atualmente, os análogos da talidomida vêm sendo testados com 

sucesso na prática clinica, aumentando a sobrevida dos pacientes acometidos pelo mieloma 

múltiplo. Um dos primeiros análogos a serem comercializados foi a lenalomida 

(comercializado como Revilimid nos EUA pela Celgene coorp.), que possui uma potência 

bem maior que a talidomida na redução da produção de TNF, além de ser anti-angiogênico e 

antitumoral, sendo utilizado em associação a dexametasona ou outras drogas antitumorais tais 

como a doxorrubicina ou melfalam (Richardson et al., 2002). Este análogo que possui 

alterações na porção fitalimida, quando comparado a talidomida, e mantém suas propriedades 

teratogênicas. Outro análogo semelhante à lenalomida é a pomalidomida (comercializado nos 
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EUA como Actimid pela Celgene coorp.) que também é aplicada no tratamento do mieloma 

múltiplo (Teo, 2005). Um fato interessante é que a lenalomida e a pomalidomida possuem 

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

O descobrimento do ponto de partida para o desencadeamento dos eventos 

inflamatórios que leva ao quadro de reação do tipo II na hanseníase continua sendo um 

desafio. Porém o mecanismo de desenvolvimento e estabelecimento do ENL vem sendo 

descrito nos últimos anos como foi comentado na introdução. 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 redução dos sintomas gerais do 

ENL de forma rápida, porém não é capaz de curar todos os pacientes, impedindo que novos 

episódios reacionais venham se desenvolver mesmo após a carga bacilar ter sido zerada pela 

poliquimioterapia. A maioria dos pacientes observados neste estudo voltaram a desenvolver o 

ENL após 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 reação e necessitam receber tratamento antiinflamatório contínuo, quer 

seja por doses baixas da talidomida (100 mg/dia) ou corticóides, 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 episódios de ENL grave não deve ser descartado, 

devido a sua rápida ação para o controle da doença que pode levar a seqüelas irreversíveis. 

Verificamos neste trabalho que o processo de angiogênese durante o ENL é 

fundamental para o estabelecimento das lesões nodulares e que a remissão destas pela 

talidomida está correlacionada com a sua atividade antiangiogênica juntamente com a 

modulação do sistema imune que contribui para a melhora dos sintomas sistêmicos dos 

pacientes. O aumento da expressão de TNF observado não parece influenciar de forma 
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negativa a melhora dos pacientes uma vez que sua ação pode estar sendo bloqueada pela ação 

da própria talidomida como demonstrado in vitro (Figura 18). Embora não avaliamos o nível 

sérico de TNF nos pacientes tratados, extensos estudos prévios do nosso próprio grupo 

verificaram que há uma redução nestes níveis após o tratamento com talidomida (Sampaio et 

al., 1993). 

O microambiente das lesões reacionais é bastante complexo, regulado por diversas 

moléculas ao mesmo tempo, e devemos ainda levar em conta todo o diferencial genético que 

cada paciente possui. A dificuldade de conseguir um padrão de expressão gênica nos casos é 

facilmente entendida, já que até as lesões estudadas e o grau de evolução/involução de cada 

uma não tem como ser controlada, apesar de todo cuidado da equipe médica experiente na 

escolha das lesões. A correlação que tentamos estabelecer sobre a atividade das células 

reguladoras e a ação da talidomida deve ser estudada de forma mais complexa, levando em 

conta a pesquisa in vivo por resultados que comprovem o aumento da população de células T 

reg, ou o favorecimento do seu desenvolvimento e atividade na presença da talidomida em 

estudos in vitro e in vivo. Porém, esta é uma possibilidade que não deve ser descartada sem 

estudos prévios, pois outros trabalhos demonstram que a talidomida pode agir contribuindo 

para a ativação de células T em paralelo as suas propriedades antiinflamatórias. 
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