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RESUMO

i}



A inflamacdo ¢ apontada como o principal processo mediador das diversas doengas do
tecido conjuntivo e um componente importante da fisiopatologia das doengas infecciosas.
Mais recentemente também tem lhe sido atribuido papel de destaque na obesidade, diabetes
e doengas cardiovasculares, em especial a aterosclerose. Dentre os varios mediadores
envolvidos no processo inflamatorio, a adenosina tem sido apontada como um potente
mediador endogeno. A adenosina ¢ um autacoide, cuja acdo se da pela interagdo com quatro
receptores de superficie celular (A;, Aza, Az € A3), sendo a sua concentragdo modulada
pelo equilibrio entre os processos de sintese (5- nucleotidases), fosforilagdo (adenosina
quinase), ¢ deaminac¢do (adenosina deaminase). A adenosina sabidamente age em multiplos
aspectos do processo inflamatorio, como: apoptose, migragao de leucocitos, liberagdao de
mediadores (citocinas, quimiocinas) € mecanismos vasoregulatorios. No nivel celular os
efeitos da adenosina incluem varias vias de sinalizacdo, modulando a ativagdao de
importantes fatores de transcricdo como o NF-kB. Neste contexto, a imunomodulacio
exercida pela adenosina tem seu potencial terapéutico reconhecido e avaliado na literatura,
através do estudo de compostos que agem sobre seus receptores especificos ou através do

aumento de sua concentragao.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as propriedades antiinflamatérias ¢ mecanismos
de acdo de um novo composto, inibidor de adenosina quinase (6,7-dimetoxi-4-N-(3'-N, N-
dimetilfenil)aminoquinazolina, DMA), cuja ag@o resulta no aumento da concentracio
tecidual de adenosina. Para isso, foram utilizados modelos de inflamag¢ao aguda em animais
de experimentacdo e ensaios in vitro em cultura de células. No modelo de peritonite aguda
induzida por thioglicolato em camundongos, o tratamento com DMA reduziu o acimulo de
neutrofilos, (255%, p < 0,05) e esse efeito foi bloqueado por um antagonista de receptor de
adenosina, a 8-sulpho-phenil- theophilina. Ainda neste modelo, houve diminuicdo de
Interleucina-6 no exudato dos animais tratados com DMA (=35%; p < 0,005). O DMA
também foi efetivo na reducdo da inflamacdo nos modelos de artrite aguda em ratos,
reduzindo o volume articular (=30% na segunda hora e =35% na quarta hora; p < 0,05),
nimero de leucdcitos no liquido sinovial (=50% ; 28,6 x 10° + 5,2 células/ml vs. 13,8 x
10% + 1,7 células/ml; p < 0,05) e escala de dor (2,62 + 0,18 vs. 1,53 = 0,136; p < 0,05). No

modelo de edema de pata induzidos por carragenina demonstrou-se uma reducido do edema

Resumo

pay



(230% na quarta hora e =35% na sexta hora; p < 0,05) ¢ o modelo de “Liking Test”
mostrou efeito analgésico, relacionado a sua atuagdo no processo inflamatorio (redugao do
tempo de lambeduras em 40%; p < 0,01). J& nos modelos de cultura celular, o tratamento de
macrofagos com o DMA reduziu a expressdao de TLR4, importante receptor relacionado ao
reconhecimento e processamento de antigenos. Também foi observada a diminuicdo da
ativacao em neutréfilos e macrofagos de NF-«B , um dos principais fatores de transcri¢ao
do processo inflamatorio; assim como o aumento da ativagdo de PPAR, receptor nuclear

que modula a inflamag¢do, em células monociticas THP-1.

Os antiinflamatdrios sdo medicamentos muito utilizados, mas o uso ainda ¢ limitado pelos
efeitos colaterais. Ainda ndo existe uma classe dessas drogas que combine eficiéncia e
seguranca, sendo a investigacdo de novos compostos e mecanismos de agdo desejada e
necessaria. Este trabalho demonstrou as propriedades antiinflamatérias do DMA, um novo
e potente inibidor de ADK que foi eficaz em melhorar a inflamacdo em modelos
experimentais animais e em cultura de células. Novos estudos serdo realizados, a partir
desses dados, visando futuramente avaliar um eventual potencial terapéutico para o DMA

em doencas inflamatdrias em seres humanos.
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Inflammation has a main role in several connective tissue diseases and is an important
element of infectious disease physiopathology. Recently it has been linked to obesity,
diabetes and cardiovascular diseases. Adenosine, among the various inflammatory process
mediators, is a potent autocoid and its bioavailability is limited by catabolism to inosine by
adenosine deaminase or by salvage following cellular uptake via adenosine kinase (ADK).
Once in extracellular space adenosine interacts with specific cell-surface receptors (A;, Ao,
A, Az) and acts on multiples aspects of the inflammatory process: apoptosis, leukocyte
migration, release of proinflammatory cytokines and vascular regulation. At cellular level
adenosine acts in a wide-range of pathways, modulating important transcription factors like
NF-kB. Based on these premises, adenosine immune regulatory properties and potential in
therapeutics have been acknowledged and investigated through the study of specific

receptors agonists and compounds able to increase its concentration.

The main objective of this study was to evaluate the antiinflammatory properties and
mechanisms of DMA, a novel adenosine kinase inhibitor, which increases adenosine tissue
concentration. In order to accomplished that, animal models of acute inflammation and cell
culture assay were used. DMA was orally effective to reduce neutrophils migration
(~55%; p < 0,05) and IL-6 concentration (~35%; p < 0,005) in the aseptic thioglycollate
peritonitis model. DMA significantly inhibited arthritis in an acute arthritis carrageenan
model, decreasing articular volume (~30% second hour and ~35% fourth hour, p < 0,05),
leukocytes on synovial liquid (~50% ; 28,6 x 10°+ 5,2 cells/ml vs. 13,8 x 10°+ 1,7 cells/ml;
p < 0,05) and pain score (2,62 + 0,18 vs. 1,53 + 0,136; p <0 ,05). DMA was also effective
in reducing edema in the carrageenan-induced paw edema model (~30% second hour and
36% fourth hour; p < 0,05) and pain in the second phase of the “Liking test” induced by
formalin (~40% in liking time; p < 0,01). In vitro, macrophage expression of TLR4, an
important cell receptor in recognizing and processing antigens, was decreased after DMA
treatment. The results suggest that DMA also impacts the inflammatory cascade by
modulating inflammatory related nuclear transcription. It was demonstrated that DMA was
also able to inhibit macrophages and neutrophils, LPS induced NF-kB activation and
promote PPAR activation in THP-1 cells.

Abstract
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Antiinflammatories are drugs in high demand, but their use is still limited by side-effects.
The DMA is a novel, potent non-nucleoside ADK inhibitor, orally effective to improve
inflammation in some well characterized animal models and in vitro assays. New studies,
based on this data, will be design to further explore the therapeutic use of DMA in

inflammatory diseases.

Abstract
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1.1- O composto quinazolinico estudado: DMA- cloridrato de 6,7-dimetoxi-4-N-

(3-N,N-dimetilfenil) aminoquinazolina.

Em estudos realizados no Laboratério de Fisiopatologia Cardiovascular da
FCM UNICAMP, foram identificados derivados de 4-anilinoquinazolinas com potente
atividade inibitdria sobre a adenosina quinase (Rocco, 2002; Marin, 2007). Dentre os varios
derivados sintetizados, foi demonstrado que o composto 6,7-dimetoxi-4-N-(3"-N,N-
dimetilfenil)aminoquinazolina (identificado como DMA; Esquema 1A) inibe a adenosina
quinase (ADK) de forma seletiva e com poténcia compardvel a outros inibidores

conhecidos (Gomtsyan e Lee, 2004; Jacobson et al., 2004; Jacobson e Gao, 2006).

A adenosina quinase (EC 2.7.1.20) e a adenosina deaminase sdo as principais
enzimas reguladoras dos niveis locais de adenosina (Gomtsyan e Lee, 2004). A adenosina
quinase ¢ a quinase de nucleosideos mais abundante nos tecidos de mamiferos, inclusive
em seres humanos (Mathews et al., 1998; Maj et al., 2000). Essa enzima catalisa a sintese
de AMP através da reacdo entre adenosina ¢ ATP, como representado no Esquema 1B. Em
consondncia com seu papel critico na via metabolica responsavel pelo controle da
concentragdo local de adenosina, a inibi¢do da adenosina quinase produz aumentos
sensiveis nas concentracgdes intra e extracelulares de adenosina (Kowaluk e Jarvis, 2000). A
inibicao farmacologica da ADK foi descrita anteriormente com analogos da adenosina tais
como aminoadenosina e iodotubercidina, bem como com derivados piridopirimidinicos e
alquinilpirmidinicos (Muchmore et al., 2006; Gomtsyan et al., 2004; Jacobson et al., 2004).
Os estudos de aplicacdo terapéutica destes compostos tém demonstrado seu potencial efeito
benéfico em situagdes de isquemia miocardica, dor e processos inflamatérios, todos eles

decorrentes dos efeitos farmacologicos da adenosina.

Os derivados quinazolinicos foram sintetizados no Laboratério de
Fisiopatologia Cardivascular (Rocco et al., 2004). O efeito sistémico no metabolismo de
purinas foi confirmado em ratos tratados com o derivado quinazolinico DMA
(VO. 30 mg/Kg). Os ratos tratados com DMA tiveram um aumento de 47%, 30% e 20%
nos valores médios das areas dos picos de adenosina (Esquema 1C) nas amostras de
coragdo, figado e cérebro, respectivamente. O pico maximo de adenosina em ratos foi

observado apos 1 hora de administracao oral do DMA (Marin, 2007).

Introdugdo
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Foram realizados estudos de farmacodinamica e farmacocinética do DMA, po
meio de um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e detec¢do
por UV (HPLC) para a andlise em plasma e tecidos de camundongos. Considerando as
dosagens por via oral e intraperitoneal, os valores de concentragdo maxima (Cmax.) do
DMA detectados foram de 12,5 ¢ 5,5 umol/L em 10 e 5 minutos (Tméx), respectivamente,
sendo que o composto ainda permanece no plasma por um periodo superior a quatro horas.
Considerando-se a administragdo oral e intraperitoneal, parametros farmacocinéticos como,
tempo de meia vida de eliminacao (t1/21), AUC0-240min., clearance (CL/F) e volume de
distribuicdo (V/F) foram determinados. De maneira geral, os resultados destes estudos
mostraram que o DMA ¢ rapidamente absorvido, amplamente distribuido e tem taxa de
eliminagdo moderada. A andlise dos extratos de tecidos mostrou que o DMA tem
concentragdes de acimulo em tecidos como o figado, rins, pulmdes e pancreas

relativamente altas (>9 pg/g) (Marin, 2007).

Os projetos inicialmente desenvolvidos no Laboratério de Fisiopatologia
Cardiovascular, seguindo o que foi previamente publicado, em relagdo ao potencial
miocardio protetor da adenosina, buscaram avaliar o efeito do DMA em modelos de
isquemia/reperfusdo. Os resultados positivos, e o conhecimento da adenosina como um
autacoide que modula multiplas funcdes celulares como protecao celular a agressao por
isquemia e trauma, modulagcdo da resposta inflamatoria, modulag¢do da atividade neural e
diversos efeitos metabolicos, motivaram o estudo do composto em alguns outros modelos.
Nesse contexto surgiram projetos para avaliagdo do composto em modelos de aterosclerose,

infarto agudo do miocardio, e o presente projeto de inflamagao.
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Esquema 1- Apresentagdo do composto DMA (A) Estrutura quimica do 6,7-dimetoxi-4-/N-
(3’-N,N-dimetilfenil) aminoquinazolina (DMA) (B) Mecanismo de agdo do
DMA, inibindo a adenosina quinase (C) Grafico representativo do perfil de
adenosina (expresso em nM/mg de tecido) de coragdo, figado e cérebro de
ratos controle e tratados com DMA-01 (t) na dose de 30mg/Kg, sacrificados

apos 3 horas ao tratamento.
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1.2- O processo inflamatorio

O processo inflamatorio ¢ fundamentalmente um mecanismo de protegdo, tendo
a fun¢do de livrar o organismo de agentes que causem lesdo de células e tecidos
(ex.: microorganismos e toxinas) e remover os que foram danificados em conseqiiéncia de
uma injuria. Dessa forma, a reagdo inflamatoria ¢ determinante na defesa e homeostasia do
corpo e, na sua auséncia, as infecgdes nao seriam combatidas e feridas nunca cicatrizariam.
No entanto, os processos de inflamacdo e reparo podem ser potencialmente danosos ao
organismo quando sua intensidade ou duragdo ultrapassam o suficiente e necessario para
conter o agente agressor. Como exemplo tem-se as reagdes de hipersensibilidade as picadas
de insetos, drogas e toxinas, assim como algumas das doengas cronicas mais comuns, a
artrite reumatoide, a aterosclerose, as doencas inflamatdrias intestinais e a fibrose pulmonar
(Rankin, 2004). Por esta razdo muitas drogas com a capacidade de interferir no processo
inflamatorio, atenuando sua intensidade ou reduzindo seu tempo de duracdo, sdo objeto de
interesse e pesquisa. O antiinflamatorio ideal deveria preservar os efeitos benéficos da

inflamacao e controlar os indesejaveis.

A inflamacdo pode ser definida como uma reagdo tecidual local a agressdo, ou
sistémica, iniciada por patdgenos microbianos, toxinas, corpo estranho, trauma ou
neoplasia. Alteragdes na microcirculacdo como o aumento do fluxo sangiiineo para o local,
da permeabilidade vascular e o recrutamento de leucocitos sdo caracteristicas da resposta
inflamatoria que provocam o surgimento dos classicos sinais clinicos da inflamagao: rubor,
calor, tumor e dor; descritos pela primeira vez por Aulus Cornelius Celsus

(25 B.C.-50 A.D.) no primeiro século.

As células do sistema imune, pecas essenciais ao processo inflamatorio, sdo
dotadas de receptores capazes de reconhecer mediadores inflamatérios e microrganismos
invasores. A ligacdo a esses receptores inicia uma cascata de sinalizagdo intracelular que
resulta na ativagdo ou repressao dos fatores de transcricdo. Estes fazem o elo entre os
estimulos recebidos pelas células e a subseqiiente reacdo, caracterizada pela resposta celular
por meio da expressdo gé€nica. Neste estudo, um dos principais receptores do sistema imune

inato TLR4 (Toll Like Receptor 4) e dois importantes fatores de transcri¢do no processo
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inflamatério foram avaliados: os PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) e o

NF-kB (nuclear factor kappa B).

1.3- Papel do NF-kB no processo inflamatorio

Durante a ultima década, o papel do fator de transcricio NF-kB na atividade
inflamatoria tem sido extensivamente investigado. Atualmente o NF-kB ¢é considerado pega
fundamental na génese da inflamagdo e no processo de proliferacdo, desenvolvimento e
apoptose celular. A familia do NF-kB consiste em cinco membros: p50, p52, p65(RelA),
c-Rel e RelB. Os dimeros NF-«B, originalmentes retidos no citoplasma, sofrem um
processamento € migram para o nucleo, onde se ligam aos sitios kB dos genes alvos e
regulam sua transcri¢do através do recrutamento de coativadores ou correpressores. O
dominio de ativagdo de transcri¢ao (TAD) necessario para regulacdo positiva da expressao
génica esta presente apenas em p65, c-Rel e RelB. Ja as subunidades p50 e p52, que ndo
possuem TADs, tendem a reprimir a transcri¢cdo, a exce¢do de quando associadas a outro
membro da familia NF-kB que contém um TAD ou a outra proteina com propriedades
coativadoras. A sinalizacdo por NF-kB tem sido dividida em canonica e nio-candnica.
Apds a ligagdo aos receptores, a sinalizagdo para IKK (IkB kinase complex) se da através
do complexos TRAF (TNF Receptor Associated Factor) e RIP (Receptor Interacting
Protein), geralmente em conjun¢ao com o TAK1 (TGF- activated kinase 1), levando a
fosforilacdo e degrada¢do de IkP (candnica); ou através dos complexos TRAFs e NIK

(NF-xB inducing kinase), promovendo o processamento de pl00 a p52 (ndo-candnico)

(Hayden e Ghosh, 2008).

1.4- Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARSs) : inflamacio e metabolismo

Os Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sdo uma subfamilia de
receptores nucleares e apresentam trés isoformas ja identificadas: PPARa, /6 e y. Uma

grande variedade de fungdes celulares como controle sobre metabolismo de lipides,
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lipoproteinas, glicose, oxidagdao de &cidos graxos, adipogénese e diferenciagcdo celular tém
sido atribuida aos PPARs. Além disso, evidéncias recentes tém sugerido um papel
importante para os PPARs no processo inflamatério. Esta fun¢do ¢ mediada principalmente
através das isoformas PPARo e v, utilizando mecanismos agonista-dependentes para
reprimir a atividade de varios fatores de transcrigdo como NF-kB, STATs
(signal transducers and activators of transcription), AP-1 (activator protein 1) e NFAT

(nuclear factor of activated T cells) (Glass e Ogawa, 2006; Kota et al., 2005).

PPARa

O PPARa ¢ expresso em tecidos como figado, rim, musculo esquelético,
adiposo e também em células endoteliais, células musculares lisas e monocitos/macrofagos.
Um dos papéis inicialmente descritos para os PPARa foi a regulagdo da oxidagdo e
captacdo de acidos graxos. Ligantes exdgenos dos PPARa como os fibratos promovem a
expressdo de citocromo P4504A (CYP4A), da lipoproteina lipase e inibem a expressdo de
apolipoproteina C-III no figado levando a uma diminui¢@o dos niveis de triglicérides. Além
disso, o PPARa ativa a expressdo de apolipoproteina A-1 (principal apolipoproteina do
HDL) e da proteina que promove efluxo de colesterol de macrofagos ABCAI1
(ATP -binding cassette A1) (Chinetti et al., 2001). Em relagdo ao processo inflamatorio, ja
foi demonstrado que o PPARa reduz a expressdo de VCAMI (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1) em células endoteliais ,TF (fator tissular), PAF (fator ativador de plaquetas) e
MMP-9 em monoécitos/macréfagos, ciclooxigenase-2 em células musculares lisas e niveis

séricos de IL-6 e fibrinogénio (Kota et al., 2005).

PPARy

O gene do PPARy contém trés promotores que resultam em trés isoformas:
PPARy1, PPARy2 e PPARYy3. A expressdo de PPARy varia de acordo com os tecidos. O

PPARYy 1 ¢ encontrado em muitos tecidos (figado, bago, adrenal, célon, pancreas, endotélio)
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e células (mondcitos/macrofagos), ja o PPARYy2 esta restrito ao tecido adiposo e o PPARY3
¢ abundante em macréfagos, intestino grosso e tecido adiposo branco (Kota et al., 2005). O
PPARYy esta relacionado a ligantes enddgenos como dacidos graxos e ecosanoides,
componentes da LDL oxidada e alguns fosfolipides; e ligantes exogenos como as
thiazolidionas (TZD). As TZD sdo os compostos sintéticos com propriedades agonistas de
PPARy que diminuem resisténcia a insulina e reduzem niveis séricos de glicose em

pacientes com diabetes tipo 2.

O PPARy regula genes envolvidos com diferenciagdo de adipdcitos,
metabolismo e armazenamento de 4cidos graxos (aumento de expressdo de proteina
transportadora de acidos graxos e ayl-coenzima A sintetase), lipolise (aumento de LPL) e
captacdo de glicose (aumento de expressao IRS-1, IRS-2, phosphatidil 3-kinase, GLUT4
insulin sensitive glucose transporter, Cbl- associated protein, Glicerol kinase)
(Kota et al., 2005, Yki-Jarvinen, 2004). Como o PPARa, o PPARYy estd envolvido no
transporte reverso de colesterol elevando a expressio de ABCA-1 e SR-Bl

(Chinetti et al., 2001).

Trabalhos também tém demonstrado que ligantes especificos para PPARy
inibem a produgdo de citocinas inflamatorias como, TNF-a, IL-1f (interleucina 1f3), IL-6
(interleucina -6), além de NO (6xido nitrico) induzido, MMP-9 (metalloproteinase de

matriz-9) e MSR1 (macrophage scaravenger receptor 1), MCP-1, TF) (Kota et al., 2005).

1.5- O papel dos “Toll-like receptors” (TLRs) no processo inflamatorio

Os “Toll-like receptors” sdo proteinas transmembranas que fazem parte de
uma classe maior de receptores chamada de “pattern recognition receptors” (PRRs). Os
TLRs sdo capazes de reconhecer componentes constitutivos de inimeros patdégenos e, em
se ligando a estes, ativar vias intracelulares para desencadear principalmente a resposta

imune do sistema inato, mas também do adaptativo (Krishnan et al., 2007).
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Recentemente tem-se discutido que, apesar do sistema imune inato ser
submetido a uma modulagdo extremamente complexa e sofisticada, a ocorréncia de
desbalancos na sua regulagdo pode levar ao desenvolvimento de doencas inflamatorias e
auto-imunes (Seilbl et al., 2004). A etiopatogenia da aterosclerose, por exemplo, tem sido
associada aos TLRs, mais especificamente ao TLR4 (Kiechl et al., 2003). Em humanos ja
foram identificados dez tipos de receptores “toll-like” associados ao reconhecimento de
elementos microbianos como lipopolissacarides, CpG DNA e RNA viral (Beuttler, 2004).
Ap6s o reconhecimento destes elementos, os TLRs produzem um sinal transmembrana que
induz, principalmente mediante a ativacdo de NF-xB, a diferenciag@o celular, a expressdo
de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12) e de moléculas de adesdo (Means et al., 2000;
Underhil e Ozinsky, 2002).

O TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas, as
proteinas de choque térmico (heat-shock proteins, HSP), as proteinas do envelope viral,
acidos graxos, o fibrinogénio, entre outros ligantes (Takeda e Akira, 2004). A associacdo
do TLR4 com os seus ligantes pode levar a sinalizacdo através de quatro diferentes
moléculas adaptadoras: MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88), MAL
(MyD88 adapter like), TRIF (TIR domain-containing adapter protein inducing IFN-B) e
TRAM (TRIF-related adapter molecule). Além do papel de protecao, dados mais recentes
relacionam os TLR4 a doengas inflamatorias cronicas e auto-imunes. Estudos observaram
que a deficiéncia de TLR4 protege os camundongos (C3H/HelJ) da resisténcia a insulina
induzida por dieta hiperlipidica (Shi et al., 2006; Tsukumo et al., 2007) e da artrite mediada
por imunocomplexos (ICA) (van Lent et al., 2007).

TLR4 e a migracao de neutrofilos

Estudos demonstram a associa¢ao dos TLRs com a migracao de neutrofilos, um
dos principais agentes no processo inflamatdrio agudo. Fan e Malik (2003) mostraram que
a sinalizacdo através dos TLR4 aumenta a migracdo de neutrdfilos por modular a expressao
na superficie celular dos polimorfonucleares (PMNs) de receptores de MIP-2 (proteina

inflamatéria de macréfago - 2). Em outro trabalho, Fan et al (2003) revelaram que a
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NADPH oxidase de neutrofilos induz, via TLR4, a expressdo de TLR2 em células
endoteliais. Os TLR2, por sua vez, elevam a expressdo de ICAM-1 e consequentemente
aumentam a migracdo de polimorfonucleados em resposta a constituintes microbianos

como LPS, perpetuando assim o processo inflamatdrio.

1.5.1- Adenosina

A adenosina ¢ uma molécula de sinalizagdo autacoide, responsavel pela
modulagdo de respostas fisiologicas em todos os tecidos vivos. E um metabélito, produto
da quebra de ATP, que estd presente no sangue humano em concentragdo basal entre
30-300nM (Hirschhorn et al., 1981; Schulte ¢ Fredholm, 2003). Em estudos com animais
registrou-se concentracdes mais elevadas de adenosina em tecido isquémico
(até¢ de 1-30uM) ou inflamado (1-100uM) (Matherne et al., 1990; Newby et al., 1983;
Latini et al., 1999; Martin, 2000). Cronstein et al (1993) e Newby et al (1983) revelaram
que suspensdes de neutrédfilos liberam adenosina para o meio extracelular. A remocao desta
adenosina endogena promove um aumento significativo na resposta de neutrdfilos a
quimioatrativos (Cronstein et al., 1983). Outras células, como as do endotélio vascular,
também sdo capazes de liberar adenosina. Em 1986 foi demonstrado pela primeira vez que
tanto um agonista exogeno do receptor de adenosina, como a adenosina de liberagao
endogena protegiam as células do endotélio vascular contra lesdes provocadas por
neutrofilos humanos ativados (Cronstein et al, 1986). Essas observagdes foram
subseqlientemente confirmadas por Gunter e Herring (1991), sugerindo entdo que a

adenosina exerceria papel critico na regulagao da inflamagao.

As fontes mais comuns de producdo de adenosina endogena sdo as células
endoteliais, parenquimais isquémicas, neutrdfilos e nucleotideos derivados de nervos ou
mastocitos intersticiais (Linden, 2001; Gunther e Herring, 1991; Sperlagh, 2000). J& foi
demonstrado que no coragao a inibicdo da adenosina quinase induzida por hipdxia leva a
um aumento na concentracdo de adenosina. Esse mecanismo tem papel importante na
recuperacdo desse tecido quando submetido a pouca oxigenagdo (Decking et al., 1997). A

adenosina também pode ser derivada de nucleotideos de adenina liberados por varios tipos
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de células através de mecanismos ainda pouco conhecidos. Quantidades substanciais de
adenosina podem ser provenientes da quebra de nucleotideos de adenina que estdo
presentes em granulos de nervos autondmicos, plaquetas e mastocitos. Os nucleotideos de
adenina sdo rapidamente convertidos em adenosina por uma familia de ecto-ATP/ADPases

(CD39 e ecto-5"nucleotidase CD73) (Koziak et al., 2000).

A inosina, formada a partir da desaminacdo da adenosina, acumula-se em niveis
até maiores que a adenosina em tecidos isquémicos. A inosina ativa receptores Az em ratos
e porcos guinea com valores de Ki entre 15-25uM (Jin et al., 1997). Ao contrario dos seus

efeitos em roedores, a inosina ¢ um agonista parcial fraco dos receptores A; em humanos

(Linden, 2001).

A adenosina ¢ rapidamente retirada do meio extracelular e fosforilada; uma vez
fosforilada, a adenosina permanece retida dentro da célula, onde ndo exerce sua acdo
antiinflamatoéria (Esquema 2). Componentes capazes de inibir esta fosforilacdo (inibidores
de adenosina quinase) poderiam aumentar a concentracao extracelular de adenosina e dessa

forma inibir a resposta inflamatoria.

1.5.2- Receptores de adenosina

Os efeitos da adenosina como modulador de fungdes fisioldgicas relevantes foi
inicialmente descritos por Drury em 1929, entretanto seus receptores s6 foram descobertos
mais tarde (De Gubareff, 1965). A classificagdo inicial em A;(Ri) e A(Rs) foi baseada nos
efeitos opostos dos agonistas nos niveis de cAMP em diversos tecidos: inibitdrios para A; e
estimulatdrios para A;. Os receptores A, foram subdivididos mais tarde em A5 € Az com
base na habilidade de estimularem a producdo de cAMP no cérebro em concentragdes
baixas (0.1-1uM) e altas (>10uM) de adenosina respectivamente. O receptor Aj; foi
descoberto mais recentemente através de clonagem molecular a partir de cDNA de testiculo
de rato (Zhou 1992). Na tultima década os quatros receptores foram clonados em diferentes
espécies e caracterizados bioquimica e farmacologicamente (Schulte e Fredholm, 2003;

Linden, 2001).
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Os receptores Aj, Axa € App sdo antagonizados pelas metilxantinas, como a
cafeina, teofilina e enprofilina, j4 o subtipo Aj ¢ relativamente insensivel as xantinas;
motivo da descoberta mais tardia. Os quatro receptores de adenosina estdo acoplados com a
proteina G (GPCRs). Os receptores A; ¢ As (AjR e A3R) interagem com as proteinas Gi e
Go e os receptores Aza € Az (A2aR e ApR) estimulam a adenil ciclase via Gs. O AR
também podem ativar a fosfolipase C, provavelmente através da ativacio de Gq
(Feoktistov e Biaggioni, 1997). A adenosina pode ativar os receptores A;, Axa € A3 com
um ECsp em torno de 0.2 a 0.7 uM, j4 a poténcia do receptor A, ¢ mais baixa, com o ECs

de 24uM (Fredholm et al., 2001).
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1.5.3- Adenosina e sinalizagao intracelular
Adenosina e NF-kB

Um dos mecanismos pelos quais a adenosina exerceria seu papel
antiinflamatério seria através da sua capacidade de suprimir a ativagdo do NF-kB. No
entanto, ainda nao esta claro como esta supressao acontece. Em revisao recente, Hershfield
(2005) aborda este assunto. Ja foi demonstrado que a adenosina suprime a ativagdo de
NF-«B induzido por TNF-a em células de linhagem mieldide, mas sem alterar a
fosforilacdo de IxkBa e a degradacdo da IkBa quinase. A partir destes dados foi sugerido
que o mecanismo provavel de supressdo seria secundario a atenuagdo da capacidade de
ligacdo do NF-xB (Majumdar e Aggarwal, 2003). Entretanto outro estudo mostrou que o
bloqueio da ativacdo de NF-kB pela adenosina em células B de murinos estava associado
com a inibi¢do da fosforilagdo de IkB. O efeito da adenosina sobre o NF-«B foi bloqueado
por um inibidor de proteina quinase A (PKA), o que sugere uma ativacao de adenil ciclase
mediada pelo receptor A, (Minguet et al., 2005) (Esquema 3). A leitura deste e outros
trabalhos permite supor que a regulagdo da adenosina sobre o NF-kB ocorra de diversas
formas dependendo da sua concentracdo, condi¢des locais e sobretudo do tipo de célula

envolvido.
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Esquema 3- Regulacdo esquematica do NF-kB pela adenosina.

(Hershfield, Eur. J. Immunol, 2005)
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TLR4 e adenosina

Alguns trabalhos sugerem uma interagdo entre os receptores de adenosina e os
TLRs. A adenosina inibe de forma importante a expressdo de citocinas inflamatorias,
secundaria a ativagdo de TLR4, em diferentes tipos de célula (Hasko e Cronstein 2004).
Pinhal-Enfield et al (2003) relatam um sinergismo entre os TLRs 2, 4, 7 ¢ 9 e o receptor
Aja regulando positivamente a expressdo do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) e negativamente a de TNF-a. Outro estudo demonstra que este sinergismo se da
através da sinalizacdo por MyD88 e que macréfagos sem MyD88 (MyDS88-/-) nao
expressam VEGF em resposta ao agonista de AR (CGS21680). Também mostra que o
tratamento de camundongos MyD88+/+ com CGS21680 promove cicatrizagao e estimula a
angiogénese de lesdo, mas em camundongos MyD88-/- ndo apresenta nenhum efeito

significativo (Macedo et al., 2007).

PPAR e adenosina

Até o momento nao existe trabalho demonstrando uma relagdo direta entre os

PPARs e adenosina.

1.5.4- Efeitos antiinflamatorios da adenosina - Potencial a¢ao na terapéutica

Viérios trabalhos revisam os mecanismos antiinflamatérios para adenosina
(Cronstein, 1994; Hasko6 e Cronstein, 2004; Linden, 2001). Existem evidéncias de que a
adenosina modularia a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como as interleucinas
6, 8,10 e 12 (IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12) e o TNF-a (Link et al., 2000; Hask¢ et al., 2000);
atenuaria a expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais humanas diminuindo a
migracdo de leucocitos; teria atividade supressora sobre a producdo de radicais superoxido
e degranulagdo de neutréfilos (Bouma et al., 1994; Bouma et al., 1996;
Reinstien et al., 1994) e diminuiria a ativagdo de linfocitos (Lappas et al., 2005). Em

monocitos humanos a ativagdo dos receptores Ajs inibe, por mecanismo dependente de
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AMP, a secrecao de IL-12, uma citocina pré-inflamatéria, indutora de resposta Thl
(Link et al., 2000). Esta pode ser uma outra via de acdo antiinflamatéria da adenosina,
levando a uma supressdo seletiva de respostas Thl e consequentemente da imunidade
celular. Em relagdo as vias intracelulares envolvidas, ja foi discutido anteriormente que a
adenosina suprime a ativacdo de NF-kB induzida por TNF-a, em células mieloides, células

T e endoteliais (Majumdar e Aggarwal, 2003).

Stolk et al (1999) sugerem que haveria uma reducdo da atividade da
5'- nucleotidase intracelular nos linfocitos de pacientes com lupus eritematoso sistémico
(LES), levando a um acimulo de nucleotideos de (deoxy)purina € uma diminuicdo da
produg¢do de adenosina. Dessa forma, a acdo antiinflamatoéria da adenosina estaria
prejudicada e isso poderia ter papel relevante na persisténcia da inflamagdo no LES
(Stolk et al., 1999). Outros trabalhos apontam para um aumento da concentragdo de
adenosina deaminase (ADA), responsavel pela conversao de adenosina em inosina, nos
pacientes com LES, que estaria positivamente associada a atividade de doenca

(Stancikova et al., 1998, Nalini et al., 1993).

A modulagdo da concentracdo de adenosina e o uso de agonista dos seus
receptores t€m sido avaliados com opc¢do terapéutica para doengas inflamatdrias cronicas.
Cronstein et al t€ém relacionado o efeito antiinflamatorio do Methotrexate (MTX ), o agente
mais usado e a primeira escolha no tratamento da artrite reumatdide e também muito
utilizado em outras doengas reumaticas (lupus eritematoso sistémico, espondiloartropatias,
artrite psoriasica, dermatopolimiosite), com a maior concentra¢do de adenosina extracelular
(Cronstein et al., 1993, Cronstein et al., 1995). O MTX levaria ao acumulo de
5-aminoimidazolecarboxiamidoribonucleotideo (AICAR) intracelular, o que promove um
aumento de AMP que ¢ exportado para o extracelular onde ¢ convertido a adenosina
(Montesinos et al., 2007). A adenosina, através de ligacdo a receptores A, ou As, exerceria
seus efeitos antiinflamatérios. Em um modelo de inflamacdo aguda (“air pouch mice”),
demonstrou-se uma diminui¢do significativa no nimero de leucdcitos e na concentragdo de
TNFa do “pouch” em ratos tratados com MTX e seu analogo MX68. Ja os ratos
nocauteados para os receptores Az € Az ndo apresentaram tal redug¢ao destes marcadores de

inflamacdo. Portanto, esse estudo demonstrou que a adenosina tem efeito antiinflamatorio
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por diminuir a migracdo de leucdcitos e a concentragdo de TNF-o, potente citocina
pro-inflamatéria (Montesinos et al., 2003). Quando antagonistas ndo seletivos dos
receptores para adenosina, como a teofilina e a cafeina foram administrados em modelo de
artrite adjuvante em ratos, tratados com MTX, evidenciou-se uma reversao do efeito
antiinflamatério do MTX. Assim sendo, essa evidéncia leva a crer que a acdo
antiinflamatéria dessa droga, tdo amplamente utilizada na pratica clinica em doengas
inflamatoérias crdnicas, se deve, em grande parte, a atuagdo da adenosina em seus receptores

(Montesinos et al., 2000).

Os inibidores de adenosina quinase também tém sido avaliados quanto ao seu
potencial antiinflamatdrio e analgésico (Gomtsyan e Lee, 2004). O composto GP-515, um
dos primeiros inibidores de adenosina quinase testados, mostrou ser protetor em modelos
in vivo de choque séptico e capaz de inibir a adesdo de neutréfilos em monocamadas de
endotélio estimuladas in vitro, pelo aumento da concentragdo de adenosina. Em modelo “air
pouch”, tratado com GP-515, houve um aumento de adenosina e diminui¢ao do acimulo de
leucocitos. A injecdo de adenosina deaminase reverteu completamente tal efeito
(Cronstein et al., 1995). Mais recentemente, agonistas seletivos para os receptores Aza € As

entraram em fase clinica de investigagdo (Silverman et al., 2008; Gao e Jacobson, 2007).
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2.1- Objetivo geral

Avaliar os efeitos do DMA (6,7-dimetoxi-4-N-(3'-N,N-dimetilfenil)

aminoquina-zolina sobre o processo inflamatorio agudo .

2.2- Objetivos especificos

(1) Avaliar o mecanismo de acdo e os efeitos do DMA sobre o processo
inflamatorio em animais utilizando os seguintes modelos experimentais: peritonite
asséptica induzida por tioglicolato, edema de pata induzida por carragenina, “Linking test”

induzido por formalina e artrite aguda induzida por carragenina.

(2) Investigar em modelos de cultura de células o efeito do composto DMA
sobre as vias intracelulares de sinalizagdo do processo inflamatério (TLR4, PPARs e

NF-«B).
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39



3- MATERIAL E METODOS

40

i}



3.1- Compostos quinazolinicos

Derivados quinazolinicos foram sintetizados no laboratorio pela Dra. Silvana A.
Rocco (2004). Nos experimentos deste trabalho foi utilizado o composto quinazolinico
identificado por DMA  (cloridrato de  6,7-dimetoxi-4-N-[3'-N,N-dimetilfenil]

aminoquinazolina).

3.2- Anticorpos, reagentes quimicos e materiais

Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA).
Metano hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina,
ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20, colagenase tipo II e glicerol foram fornecidos
pela Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo., USA). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL,
0.45 pm) foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O 4acido (hidroxi-piperazina)
etanosulfonico (HEPES) foi obtido da Calbiochem (Darmasdat, Alemanha). Os anticorpos
anti-p65 (sc-372), foi obtido da Santa Cruz Biotechnology (CA, USA). TRIzol® foi
obtido da Invitrogen (Carlsbad, CA). O RPMI-1640 e o soro bovino fetal foi adquiridos da
Gibco. O antibidtico Penicilina/Estreptomicina foi obtido da Nutricell. A LPS
(L3755- E. coli serotype 026:B6) foi fornecida pela Sigma, assim como o PMA (P1585).

3.3- Cultura de células
Linhagem monocitica THP-1

A linhagem monocitica de células THP-1 foi gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Heraldo Sousa — LIM 51 — Faculdade de Medicina — USP e mantidas em meio
RPMI 1640 suplementado com soro bovino fetal 10% (SBF 10%) e
penicilina/estreptomicina 2% em estufa a 37°C em 5% de CO,. Para alguns dos
experimentos, as células foram submetidas a diferenciagdo por meio do uso de PMA

(100nM) por 48hs.
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Isolamento de neutrofilos humanos

Os neutrofilos foram isolados de sangue periférico de doadores normais, na
presenga de EDTA (0,5%), através de gradiente de ficoll Histopaque Sigma (1170 e 1119)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os necutrofilos foram entdo contados,
ressuspensos em meio RPMI 1640 suplementado com SBF 10% e penicilina/estreptomicina

2% e mantidos em estufa a 37°C em 5% de CO, por 30 min até o inicio do experimento.

Isolamento de macréfagos de camundongos

Para recrutar macrofagos dos camundongos, 2ml de tioglicolato 3% foram
injetados no peritoneo de cada animal. Apds 3 dias os animais foram sacrificados e o
exsudato peritoneal foi coletado imediatamente através da lavagem da cavidade peritoneal
com 5 ml de meio RPMI 1640 gelado. As células foram entdo centrifugadas, ressuspensas
em meio RPMI 1640 suplementado com SBF 10% e penicilina/estreptomicina 2% e
contadas. Em seguida, quantidades iguais de células foram semeadas em placas de cultura e
mantidas em estufa a 37°C em 5% de CO; por trés horas, permitindo assim a adesdo dos
macrofagos a superficie das placas. Estas foram entdo delicadamente lavadas com RPMI a
fim de descartar as células ndo aderidas. Observa-se entdo a presenga de um tapete de
macrofagos, que, apds a reposicdo do meio de cultura RPMI 1640 suplementado com SBF
10% e penicilina/estreptomicina 2%, estd pronto para ser utilizado nos experimentos

envolvendo cultura de macréfagos.

3.4- Animais de experimentacio

Os camundongos machos C3H/HeJ, C3H/HeN foram obtidos do laboratdrio

Jackson e providos pela Universidade de Sao Paulo.

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade
Estadual de Campinas. Os camundongos e ratos foram mantidos sob condi¢ao padronizada

de iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22 + 2°C.
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3.5- Descricao dos modelos experimentais de inflamacao em animais
Peritonite asséptica induzida por tioglicolato

A cavidade peritoneal de camundongos apresenta-se como um local ideal para o
estudo do desenvolvimento de uma reagdo inflamatoria, por ser um ambiente estéril no qual
um grande numero de células pode ser facilmente isolada por lavagem para contagem e
avaliacdo diferencial. O meio tioglicolato ¢ utilizado hd muito tempo para induzir uma
resposta inflamatéria em cavidade peritoneal, apesar de ndo se saber precisamente o
mecanismo de estimulo, por se tratar de um material extremamente heterogéneo. Neste
modelo, espera-se a maior concentra¢do de polimorfonucleados entre a quarta e quinta hora
apo6s o estimulo, seguido de reducdo gradativa destas células e aumento da concentracao de
macrofagos que atigem o pico de concentra¢do ao redor do quarto dia. Camundongos sao
submetidos a inje¢do intraperitoneal de 1,5ml thioglicolato a 3% em PBS estéril
(Baron e Proctor, 1982). Apo6s quatro horas, os animais sdo sacrificados, a cavidade
peritoneal prontamente lavada com 3ml de solugdo PBS estéril (heparina 5 Ui/ml). O
nimero total de células por cavidade ¢ avaliado através da contagem realizada em solugdo
de Turk em uma camera de Neubauer. O diferencial destas células ¢ realizado em “slides”
por centrifugagdo (cytospin 3, Shandon Southern products Atsmoore UK) e a coloragdo por

solucao-pandtico rapido (Laborclin).

Edema de pata induzido por carragenina em camundongos

Em sua revisdo, Morris (2003) afirma que a reposta inflamatéria induzida pela
carragenina ¢ usualmente quantificada pelo aumento no volume da pata (edema) o qual
atinge um pico em torno da 5* hora pds-injecdo e pode ser modulado por inibidores
especificos da cascata inflamatoria, entre os quais as drogas antiinflamatorias
nao-esteroidais (AINEs), como a indometacina. Este modelo teve e continua tendo um
papel importante na avaliagdo do efeito antiinflamatério de novas drogas. Sao avaliados
grupos de camundongos submetidos a algum tipo de tratamento e um grupo controle. Em

ambos os grupos, todos os animais tém a pata direita injetada com carragenina (1%) e a
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esquerda com solugdo salina (tempo Oh). O volume das patas (direita e esquerda) ¢ medido
por um hidropletismometro antes dos tratamentos (t = -1h), imediatamente apds a aplicagao
da carragenina (t = Oh), e 1,2, 4, e 6 horas depois ( t = lh, 2hs, 4hs e 6hs). A pata dos
animais, previamente umidecida em solucdo de Extran (1% em salina), é imersa até a
articulacdo tibio-tarsica, na cuba do aparelho, registrando-se o volume deslocado. Medidas
triplas asseguraram a constancia do resultado. O valor do edema ¢ calculado como delta (A)
do volume das patas traseiras, determinado pela diferenga (ul) entre o volume da pata
injetada e o volume da pata contralateral (A = volume da pata injetada — volume da pata
contralateral). Para aumentar a confiabilidade, apenas um examinador, treinado
previamente, cego para o tratamento, realiza estas medidas. A diferenca entre os volumes
das patas direita e esquerda ¢ calculado para todos os tempos em ambos os grupos e

realizada a média de cada grupo.

“Liking test” induzido por formalina

O “Linking Test” ou Teste da Lambedura envolve dor continua, moderada
provocada por lesdo tecidual. A resposta a formalina mostra uma fase inicial e tardia. A
fase inicial parece ser causada predominantemente por ativagdo de fibras-C em
consequéncia do estimulo periférico, enquanto a fase tardia parece depender da combinagao
da reacdo inflamatdria local e de mudangas funcionais no corno posterior da medula.
(Dubuisson e Dennis 1977, TjOlsen et al., 1992). Neste modelo, geralmente, sdo avaliados
camundongos submetidos a algum tipo de tratamento e um grupo controle. Em ambos os
grupos, todos os animais tiveram a pata direita injetada com formalina (1,5%). Cada animal
¢ avaliado por trinta minutos para comportamento que demonstra dor (lamber a pata
injetada). Os primeiros 5 minutos sdo correspondentes ao periodo neurogénico da dor e os
Gltimos 15 minutos ao periodo inflamatério da dor. E entfio realizada a média do tempo que

os camundongos (em cada grupo) lambem a pata e esse valor ¢ comparado entre os dois

gupos.
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Artrite aguda induzida por carragenina

O modelo de artrite aguda por carragenina estd amplamente descrito; para este
estudo foi utilizado aquele ja publicado por Lam e Ferrell (1989). Para a inducdo da artrite,
os animais sdo submetidos a anestesia transitoria, por via inalatdria, com isofluorano. A
seguir, ¢ realizada a inje¢do intra-articular (i.a) de carragenina (50 pl; 3%) no joelho
esquerdo, com o auxilio de seringa e agulha (30G; BD Franklin Lakes, NJ, USA). Os
animais sdo recolocados em caixas apropriadas com livre acesso a comida e bebida durante
a avalia¢do dos parametros inflamatdrios e dolorosos, os quais sdo realizados duas e quatro

horas apos a indugao.

A escala de dor ¢ determinada de acordo com o padrao de marcha, conforme o
descrito por Otsuki et al. (1986). Cada rato ¢ colocado em uma bancada ampla, o que
permite que o animal ande livremente. A nota 0 foi dada se o rato ndo mostrasse alteragao
na marcha, a nota 1 se o animal mancasse com a pata injetada, a nota 2 se o animal andasse
de forma intermitente com as trés patas e a nota 3 se andasse sempre apenas com trés patas.
Para incentivar o inicio da deambulagido, a cauda ¢ delicadamente manipulada. O padrdo da
marcha ¢ avaliado antes da induc¢do da inflamag¢do, apos duas horas e quatro horas. O
aumento do volume articular é avaliado através da medida do didametro articular, utilizando
um paquimetro digital (Digimess) nos tempos Oh (basal), 2hs e 4hs. Apds quatro horas os
animais sdo entdo anestesiados e sacrificados por aprofundamento anestésico. E realizado o
lavado articular com 100ul de PBS, e as células deste liquido contadas em solu¢do de Turk,

utilizando a cdmara de Newbauer.

3.6- Descricao dos processos analiticos
Dosagem de IL-6 e IL-10

A dosagem foi realizada no exudato peritoneal obtido através do modelo de
peritonite asséptica. Apds a centrifugacao (1,000xg por 10 minutos), o exsudato, livre de
células, foi conservado a -80°C até a andlise. A concentra¢do das citocinas foi determinada

por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de acordo com as instru¢des do
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fabricante. Estas dosagens foram realizadas no LIM-51 Faculdade de Ciéncias Médicas da

USP, com a colaboragao do Prof. Dr. Francisco Soriano.

Preparacao dos extratos nucleares

O exsudato recolhido da cavidade peritoneal foi centrifugado e o “pellet”
ressuspenso em tampao A (HEPES 10mM, Kcl 10mM, NaCl 3mM, MgCl 3mM, EDTA
ImM, ditiotreitol 2mM, fluoreto de sodio 10mM, ortovanadato de sd6dio 1mM, PMSF 2mM
e 0,Ilmg/mL de aprotinina) e incubado em gelo por 15 minutos. Adicionado nonidet P40 a
10% 0,005 volumes, realizado vortex por 10 segundos e centrifugado 500xg por 10 minutos
a 4°C para a obtencdo de precipitados contendo a fracdo nuclear. O sobrenadante foi
aliquotado e armazenado a -80°C (frag¢do citosodlica). O precipitado contendo a fracdo
nuclear foi lavado em tampao A e centrifugado a 500xg por 10 minutos a 4°C. Foi entdo
ressuspenso em Tampao NE gelado (HEPES 20mM, Kecl 800mM, glicerol 25%, MgCl
ImM, Nonidet P40 1%, EDTA 0.5mM, ditiotreitol 2mM, fluoreto de so6dio 10mM,
ortovanadato de s6dio 1mM, PMSF 2mM e 0,Img/mL de aprotinina. e incubado por
20 minutos, agitando-se eventualmente. A suspensdo foi centrifugada a 14000xg por
15 minutos a 4°C ¢ o extrato nuclear obtido do sobrenadante. As fracdes citosolica e
nuclear foram analisadas para quantifica¢do de proteinas (método de Lowry) e as proteinas
desnaturadas ap6s adigdo de tampao de Laemmli, seguida de aquecimento por cinco

minutos a 100°C.

Determinacio de proteinas pelo método de Lowry

Este método foi escolhido por ser mais sensivel e preciso em amostras de baixa
concentragdo protéica e cada amostra foi analisada em triplicata. Para cada 1mL de solugao
C foram adicionados 10uL de amostra e os tubos de ensaio foram incubados por
dez minutos protegidos da luz. Apos esse periodo, adicionaram-se S0uL. Folin Chateau ¢ as

amostras foram incubadas por mais 30 minutos protegidas da luz. Apds esta ultima
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incubagao, foi feita a leitura em espectrofotometro a 660nm. Para o célculo de concentragao
de proteinas, foi feita uma curva padrdo de albumina bovina (Sigma), variando
concentragdes de 5,5 pg/ul a 0,5 pg/ul, e os valores de absorbancia obtidos das amostras

foram comparados para adquirir a concentracdo de proteinas correspondente.
Solucdo A: 2% Na,COs. 0,1N NaOH
Solucdo B;: 1% CuSO4
Solucdo B,: 2% NaK tartarato

Solu¢do C: para cada 1 mL de solu¢ao A, adicionar 100uL de solucdo B, e
100uL de solugao B,

Analise de proteina por “Western Blot”

As fragdes subcelulares foram tratadas com tampao de Laemmli (azul de
bromofenol 0,1%, fosfato de sodio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescida de
ditiotreitol 100mM e aquecidas em banho seco (95°C) por cinco minutos e centrifugadas
por um minuto. Apds este procedimento, ambos foram submetidos a gel de SDS
poliacrilamida a 10%, em aparelho de eletroforese miniaturado da Bio-Rad (Mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories), a 35 miliamperes em corrente constante. A eletrotransferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 min a 120 V
(constante) em aparelho miniaturado da Bio-Rad. Em seguida, as membranas foram
incubadas em solugdo basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e¢ 0.02% Tween 20),
acrescida de 5% de leite em pd magro, por uma hora a temperatura ambiente, de modo a
reduzir ligacdes inespecificas dos anticorpos primarios as proteinas. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com 10ul de anticorpos primarios especificos, diluidos em
solugdo basal, contendo 3% de leite em p6 magro, por 18 horas a 4°C, em local preservado
de luz. Apds esse periodo, as membranas foram lavadas trés vezes por dez minutos em
TBS-T. Em seguida, adicionou-se o anticorpo secunddrio adequado, diluido na solugdo

inicial de bloqueio (1:5000). As incubagdes foram desenvolvidas a temperatura ambiente e
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agitacdo constante. Apos 1 hora de incubagdo com o anticorpo secundario, as membranas
foram lavadas novamente, duas vezes por cinco minutos com TBS-T e 1 Unica vez com
TBS por dez minutos. A revelagdo foi realizada pelo ensaio de quimioluminescéncia,
utilizando o kit SuperSignal West Pico da Thermo Scientific seguindo o protocolo padrio
do fabricante. As membranas foram analisadas no ImageQuant 350. As intensidades das

bandas foram determinadas pelo programa Scion Image.

Real Time PCR

As células foram retiradas do meio de cultura, lavadas com PBS e centrifugadas
a 3000 rpm por dez minutos. O RNA foi extraido utilizando o TRIzol, de acordo com as
especificagdes do fabricante. De forma resumida: foi adicionado 1ml de TRIzol no frasco
de cultura ou no tubo eppendorf e aguardou-se cinco min em TA. Foi adicionado 200ul de
cloroféormio para cada ml inicial de TRIzol e agitou-se manualmente ou em vortex, de
modo a homogeneizar moderadamente; realizada incubacdo por trés min em TA e
centrifugagdo por 15min a 12000xg, 4°C. Transferiu-se o sobrenadante (fase superior) para
outro tubo. Adicionou-se 500ul de isopropanol gelado para cada ml inicial de TRIzol e foi
iniciada incubagdo por dez min em TA. Realizada centrifugacdo por dez min a 12000xg,
4°C. O 1sopropanol foi desprezado, vertendo o tubo cuidadosamente sobre gaze. Em
seguida foi adicionado 1ml de etanol 70% (feito com dgua DEPC, dietilpirocarbonato) para
cada ml inicial de TRIzol. Agitou-se manual e vigorosamente para lavar o “pellet”; e foi
centrifugado a 7500xg por Smin a 4°C. O “pellet” contém o RNA e foi ressuspendido em
agua DEPC (maximo de 50ul). A quantificacdo foi realizada utilizando o aparelho

nanodrop.

Os “primers” utilizados foram:TLR4 (f) AGAAATTCCTGCAGTGGGTCA,
(r) TCTCTACAGGTGTTGCACATGTCA; e GAPDH (f) AACGACCCCTTCATTGAC
(ry TCCACGACATACTCAGCAC. A amplificagdo por PCR (SYBR Green
Supermix- Invitrogen) foi realizada utilizando o Termociclador STRATEGENE. As curvas
de dissociagdo foram realizadas no final dos ciclos a fim de assegurar que produtos

inespecificos estavam ausentes. Para quantificar os transcritos de TLR4, foi feita uma curva
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padrao (diluicdo seriada de duas vezes, com dez pontos) para determinar a eficiéncia do

“primer” e o gene GAPDH foi utilizado como normalizador.

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) para PPAR

Os oligonucleotideos dupla fita de PPRE (PPRE F 5" CAA AAC TAG GTC
AAA GGT CA3’PPRE R 5" TGA CCT ACC TAG TTT TC 3’) foram produzidos pela
Santa Cruz biotecnologia. As sondas foram marcadas com Py32 (Amersham Biosciences)
usando T4 polynucleotide kinase (Promega) e purificadas com colunas G-50 (Amersham
Biosciences). O extrato nuclear (10pg) foi incubado com a sonda marcada no tampao de
ligacdo (10 mM HEPES, pH 7.8, 5% glicerol, 0.3 mM MgCl,, 50 mM KCIL, 0.1 mM ZnCl2,
0.04 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 40 mg/ml albumina bovina) por 20 minutos em
temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 4%, por aproximadamente duas horas em temperatura ambiente a 100 Volts.
O gel foi secado por 45 minutos a 80°C e exposto “overnight” ou até atingir o nivel de sinal
desejado. Como controle para especificidade, o extrato nuclear foi pré-incubado com um
excesso de sonda fria (concentracdo 200 vezes maior) por 20 minutos antes da adi¢do da

sonda marcada.

3.7- Protocolos experimentais em modelos animais
Avaliacio do efeito do DMA sobre o processo inflamatério na peritonite asséptica

A avaliacdo do efeito do DMA sobre a migracdo de leucocitos contou
inicialmente com dois grupos de camundongos, Balb-c, entre 20 e 25g, grupo tratado e
grupo controle, ambos submetidos a inducdo de inflamacdo pelo modelo de peritonite por
thioglicolato. O grupo tratado recebeu o composto DMA (30mg/kg) por gavagem e o grupo
controle recebeu apenas o veiculo (goma ardbica). A contagem total e diferencial de células
foi realizada no lavado peritoneal. Em seguida foi realizada uma curva temporal

comparando um grupo controle (veiculo) e grupos tratados com DMA 30mg/kg

Material e Métodos
49



(pré-tratamentos de 0, 1, 2, 6, 12, 24 horas). Também foi realizada uma relagdo
dose-resposta para avaliar a cinética do composto. Os animais foram tratados com as

diferentes doses de DMA imediatamente antes da indug@o da peritonite por tioglicolato.

Avaliacdo da acdo da 8-sulpho-phenil-theophilina sobre o efeito do DMA na peritonite

asséptica

Este protocolo buscou demonstrar que existe uma relacdo de causa e efeito
entre o aumento da disponibiliza¢do de adenosina pelo DMA e a diminui¢do do acimulo de
neutrofilos no lavado. Para tanto foi injetada no peritobneo um antagonista de receptor de
adenosina, 8-sulfo-phenil-teofilina (8-SPT). Se a administracdo de 8-SPT revertesse a agao
do DMA sobre a migra¢do dos neutrdfilos poderia-se concluir que esta migracdo era
realmente conseqiiéncia do aumento de disponibilidade de adenosina no extracelular. Para
este fim, quatro grupos de camundongos, Balb-C entre 20 ¢ 25g foram submetidos ao
modelo de peritonite asséptica. Um grupo foi tratado com veiculo (goma arabica), outro
apenas com DMA (30mg/kg), um terceiro grupo com 8-SPT (20mg/kg) e DMA (30mg/kg)
e um quarto grupo apenas com 8-SPT (20mg/kg). A 8-SPT foi dissolvida em PBS e
injetada intra peritoneal 15 minutos antes da administracio do DMA por gavagem,

realizada imediatamente antes da indugdo da peritonite.

Avaliacdo da concentracio de interleucinas (IL6, IL-10) no exsudato da peritonite

asséptica

Como, em estudos prévios, ja se demonstrou que a adenosina ¢ capaz de
diminuir a produ¢ao de TNF-a, IL-6, IL-12 ¢ aumentar a de IL-10 em macrofagos,
investigou-se o efeito do DMA sobre a concentragdo IL-6, IL-10 no liquido peritoneal dos
camundongos submetidos a peritonite asséptica. Os camundongos foram divididos em dois
grupos: o grupo controle (tratado apenas com veiculo) e o grupo tratado com DMA
(30mg/kg). O tratamento foi realizado uma hora antes da inducdo da peritonite por

thioglicolato. Quatro horas ap6s a indug¢dao os animais foram sacrificados, o exudato
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coletado e centrifugado (1,000xg por 10 minutos) e o exsudato livre de células foi
conservado a -80° C até a analise. Os grupos foram avaliados quanto as concentragdes de

IL6, e IL-10 no liquido peritoneal pelo método de ELISA.

Avaliacdo do efeito do DMA no modelo de edema induzido por carragenina em pata

de camundongo

O modelo de edema induzido por carragenina em pata de camundongo foi
escolhido para avaliar o efeito do DMA sobre o edema. Kowaluk et al (2000a) mostraram
que o ABT-702 (inibidor de adenosina quinase) diminui o edema neste mesmo modelo.
Foram avaliados dois grupos de camundongos swiss entre 25-30g: o grupo controle (tratado
com veiculo) e um grupo tratado por gavagem com DMA (30mg/kg), uma hora antes da
indugdo da inflamacao. O protocolo foi realizado de acordo com o modelo de edema de
pata descrito no item 3.5. Este protocolo foi realizado no Laboratorio de Farmacologia do
Prof. Dr. Antonio Lapa, na Faculdade Paulista de Medicina, sob orienta¢do da Profa. Dra.

Salete Castro.

Avaliacdo do efeito do DMA sobre a dor no modelo experimental de dor “Liking

Test”, induzido por formalina

J& esta definido que a adenosina ¢ um importante neuromodulador em sistema
nervoso central e periférico. A adenosina regula a transmissdo da dor principalmente
através do receptor A; e parece ter um papel relevante na dor de origem neuropatica e
inflamatoéria (Sawynok e Liu, 2003). Através do modelo experimental de dor induzido por
formalina em pata de camundongo, buscou-se avaliar o efeito do DMA sobre a dor de
caracteristica neuropdtica e inflamatdria. Foram avaliados 2 grupos de camundongos swiss
entre 25-30g: o grupo controle (tratado com veiculo- goma ardbica) e um grupo tratado por
gavagem com DMA (30mg/kg), uma hora antes injecdo de formalina. O protocolo foi
realizado de acordo com o modelo “Liking test” descrito no item 3.5. Este protocolo foi
realizado no Laboratoério de Farmacologia do Prof. Dr Antdnio Lapa, na Faculdade Paulista

de Medicina, sob orienta¢do da Prof”. Dra. Salete Castro.
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Avaliacdo dos efeitos do DMA sobre a peritonite asséptica em camundongos com
inativacao do TLR4 (C3H/HeJ)

Os receptores de membrana “Toll-like” sdo pegas chave na regulacdo da
resposta imune inata. Existem evidéncias do envolvimento da adenosina na sinalizacao
intracelular mediada pelos TLRs (conforme ja citado no item 1.9). A adenosina poderia
atuar regulando negativamente a acdo dos TLRs. Para avaliar esta possibilidade, os
camundongos deficientes para TRL4 (TLR4-/- ou C3H/HeJ) e os selvagens (TLR4+/+ ou
C3H/HeN) foram submetidos a peritonite inflamatoria, tratados com o DMA (30mg/kg) ou
veiculo e avaliados quanto a migracao de leucdcitos e neutrdfilos para cavidade no modelo

de peritonite asséptica descrito no item 3.5.

Avaliar o efeito do DMA sobre o processo inflamatério no modelo experimental de

artrite aguda

Levando em conta que o DMA promoveu uma protecdo contra o processo
inflamatorio nos outros modelos, buscou-se um modelo que avaliasse conjuntamente os
parametros de migracdo de células inflamatodrias, edema e dor. Para tanto foram avaliados
entdo dois grupos de ratos Wistar, machos, entre seis e sete semanas e com
aproximadamente 250g. O grupo controle foi tratado com veiculo e um grupo tratado com
DMA (30mg/kg), administrados por gavagem uma hora antes da injecdo intraarticular de
carragenina O protocolo foi realizado de acordo com o modelo de artrite aguda induzida

por carragenina descrito no item 3.5.

3.8- Protocolos experimentais em cultura de células
Diluicao dos compostos utilizados em cultura

O DMA foi pesado e diluido em DMSO para uma concentracao de 10mM. As
diluicdes subsequentes necessarias foram feitas em PBS. Utilizou-se no maximo 10ul da

solucdo para cada 1 ml de meio. A 8-SPT ¢ diluida em PBS, assim como o LPS.
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Diferenciaciao das células THP-1

As células THP-1 foram contadas e distribuidas em igual nimero nas garrafas
de cultura. Em seguida adicionou-se o PMA na concentragdo de 100nM. Apds 48hs as

células estavam aderidas e diferenciadas.

Avaliacao da acao do DMA sobre a ativacdo do NF-kB

Tanto os neutréfilos humanos, quanto os macréfagos murinos foram semeados
em placas de cultura de células, em quantidades iguais. Trés grupos foram avaliados:
controle, LPS (5ug/ml), e um grupo estimulado com LPS(5ug/ml) e pré-tratado com DMA
(100nM) por 20 minutos. Quarenta minutos apds o estimulo com LPS as células foram
coletadas. A ativacdo do NF-kB avaliados através de “Western blot” para a subunidade p65

no extrato nuclear esta de acordo com o descrito no item 3.6.

Avaliacio da acdo do DMA sobre a expressao de TLR4

Os macrofagos murinos foram semeados em placas de cultura de células, em
quantidades iguais. Quatro grupos foram avaliados apds duas horas de estimulo: controle,
DMA 100nM, DMA300nM, Adenosina 100uM. As células foram entdo coletadas, o RNA

extraido e o “Realtime PCR” realizado de acordo com o descrito no item 3.6.

Avaliacao da acdo do DMA sobre a ativacio do PPAR

As células THP-1 foram semeadas em placas de cultura de células, em
quantidades iguais. Os grupos foram avaliados ap6s duas horas de estimulo. Foram testadas
concentragdes de adenosina (100nM, 300nM, 1uM, 10uM, 100puM, 300uM) , DMA (10nM,
30nM, 100nM, 300nM) e alguns grupos foram pré-tratados com 8-SPT 10uM e

estimulados com DMA (100nM ou 300nM). Alguns experimentos foram realizados com
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células THPI indiferenciadas, outros com células THP-1 diferenciadas (pré- tratamento
com PMA 100nM por 48hs). As células foram entdo coletadas, a fracdo nuclear extraida e o

EMSA para PPAR realizado de acordo com o descrito no item 3.6.

3.9- Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste “t Student’s” quando comparados
dois grupos e pela andlise de variancia (ANOVA), seguida por andlise de significancia
(Bonferroni) quando apropriado. A significancia estatistica adotada foi p < 0,05 (a ndo ser

quando especificado o contrario).
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O DMA diminui a migracio de leucocitos/neutrofilos no modelo de peritonite

asséptica em camundongos

O composto DMA atua inibindo a atividade da adenosina quinase aumentando
a disponibilidade extracelular de adenosina que tem sido considerada um importante
mediador endogeno com propriedades antiinflamatorias. Assim sendo, ao tratar com o
DMA camundongos, submetidos ao modelo de peritonite asséptica esperava-se um
aumento da concentra¢dao de adenosina extracelular levando a uma diminui¢do no acimulo
de leucocitos, principalmente de neutréfilos no lavado peritoneal. Esse efeito foi observado
de forma consistente, com a diminui¢do do niimero de leucocitos na cavidade em torno de
aproximadamente 48% e neutrofilos em 60%. Para melhor compreensdo da cinética do

composto foi também realizada uma curva de temporal e a relagdo dose-resposta.

Os resultados mostraram uma redugao significativa na migragao de neutrofilos
para a cavidade peritoneal dos camundongos tratados com o composto no momento da
inducdo da inflamagdo (=59%), assim como nos tempos de uma e duas horas de

pré-tratamento (=55% e 30%, respectivamente). (Figura 1A)

Nas doses avaliadas de 3mg/kg, 10mg/kg, 30mg/kg e 90mg/kg de DMA o
composto mostrou uma redu¢do dose dependente da migragdo de neutrofilos de 9%,

33%,55% e 70%, respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1- Peritonite asséptica (A) Curva tempo/resposta: Em relagdo ao controle houve
reducdo na migracao de neutréfilos nos tempos Oh, 1h e 2hs de pré tratamento
(*p < 0,05). (B) Relagao dose/resposta: em relagao ao controle houve redugao

na migragdo de neutréfilos nas doses de 30mg e 90mg (*p < 0,05).
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Caracterizacio da adenosina como principal agente do efeito antiinflamatorio do

DMA no modelo de peritonite asséptica

Como o DMA diminuiu o acimulo de leucocitos/neutrofilos no lavado,
buscou-se demonstrar que esse pode ser um efeito do aumento da concentragdo de
adenosina e consequente agdo sobre seus receptores. Foi entdo injetado no peritobneo um
antagonista de receptor de adenosina, 8-sulfo-phenil-teofilina (8-SPT). Ficou evidente que a
8-SPT reverte o efeito do composto DMA e isso demonstra que o efeito do DMA depende

dos receptores de adenosina (Figura 2).
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Figura 2- (A) Efeito da 8-SPT sobre a acdo do DMA. Avaliados quatro grupos (n = 7).
Os camundongos foram tratados e imediatamente ap6s foi induzida a peritonite.
Reducdo do niumero de neutréfilos no grupo tratado com DMA comparando com
o controle (*p < 0,05). O grupo pré-tratado 8-SPT, seguido de tratamento com

DMA tém nuimero de neutro6filos por cavidade igual ao controle.
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O DMA reduz as concentragdes de IL6 e IL10 no liquido peritoneal

Nas dosagens destas citocinas (ELISA) no liquido peritoneal de camundongos
submetidos a peritonite asséptica por tioglicolato, observou-se no grupo de camundongos
pré tratados com DMA (n=8) uma redug¢do na concentragdo de IL-6 (= 35%) e IL-10

(=20%) em relagdo ao controle (p < 0,005 em ambas as dosagens) (Figura 3).
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Figura 3- Dosagem de citocinas no liquido peritoneal (*p <0,005). DMA reduziu 35% a

concentragdo de IL-6 e 20% a de IL-10
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O DMA diminui o edema e a dor em modelos experimentais em camundongos

No modelo do “Liking test” observou-se que o DMA (30mg/Kg) reduziu o
comportamento sugestivo de dor em aproximadamente 40% na segunda fase do teste. O
tempo de lambedura aferido para o grupo controle (n = 6) foi de 212,5 + 20,1 seg e para o

grupo tratado com DMA (n = 6) de 129,5 £+ 18,7 seg(p < 0,01) (Figura 4A).

O modelo de edema de pata induzida por carragenina, no grupo tratado com o
DMA (30mg/kg), demonstrou diminuicdo do edema em relagdo ao grupo tratado com
veiculo (n = 6), a partir da segunda hora (=38%); no entanto, essa diferenca s passa a ser

significativa (p < 0,05) nos tempos de quatro (=38%) e seis horas (=z45%) (Figura 4B).
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Figura 4- Dor e edema (A) “Liking test”. Na primeira fase que corresponde aos 5 minutos
ap6s a injecdo da formalina na pata nao houve diferenca entre os grupos. Na
segunda fase que corresponde ao tempo de 15 a 30 minutos, apos a injecdo de
formalina, o0 DMA reduziu a dor (*p < 0,01). (B) Neste modelo de edema
induzido por carragenina o volume da pata foi aferido nos tempos
imediatamente antes do tratamento com veiculo ou DMA (t = -1h),
imediatamente antes da aplicacdo da carragenina (t = Oh), e 1,2, 4 e 6 horas
depois (t = 1h, 2hs, 4hs e 6hs), com diferenga significativa nos tempos de 4 ¢ 6
horas (*p < 0,05)
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O DMA diminui a artrite aguda experimental em ratos

A injecdo de carragenina, no grupo controle, promoveu um aumento do
diametro do joelho (em 2hs =25% e em 4hs =28%) e alteracdo da marcha, mais evidente na
quarta hora apds a indugdo da inflamagdo. O tratamento com DMA (30mg/kg) reduziu o
edema articular significativamente ja na segunda hora (=30%) em relacdo ao controle
(n =38, A diametro articular 2,06 £ 0,16 mm vs. 1,53 £ 0,13 mm; p < 0,05). Na quarta hora,
a redu¢do do edema foi de aproximadamente 35% (n = 8, A diametro articular
2,61 £0,17mm vs. 1,58 = 0,21 mm; p < 0,01) (Figura 5A). O niimero de polimorfonucleares
no lavado articular do grupo tratado com DMA diminuiu em torno de 50%
(n=8; 28,6 x 10°+ 5,2 células/ml vs. 13,8 x 10°+ 1,7 células/ml) (Figura 5B). A escala de
dor também estava reduzida no animal tratado com DMA, mas de forma significativa
apenas na quarta hora (n=8; 2,62 + 0,18 vs. 1,53 £ 0,136; p<0,05), possivelmente porque na
segunda hora até mesmo o grupo controle demonstrava pouca dor (n = 8; 0,37 + 0,18 vs

0,25+ 0,16) (Figura 5C)
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Figura 5- Artrite aguda. (A) Avaliacdo do didmetro articular 2 e 4hs ap6s inducdo da
artrite: redugdo significativa no grupo tratado com DMA (*p < 0,01). (B)
Contagem de leucocitos no lavado sinovial 4hs apds indugdo da artrite: reducdo
de =50% no grupo tratado com DMA (*p < 0,05). (C) Escala de dor. Avalia¢do
realizada 2 e 4hs apos inducdo da artrite: reducdo significativa no tempo de 4

horas no grupo tratado com DMA (*p < 0,05).
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O DMA reduz a ativacdo do NF-kB em macrofagos e neutrofilos

Foi realizado “Western Blot” para proteina P-65 do NF-kB em extrato nuclear
de neutréfilos humanos e macréfagos de camundongo em cultura. Além do grupo controle,
as células foram estimuladas apenas com LPS (5ug/ml) ou pré-tratadas com DMA por 20
minutos e em seguida estimuladas com LPS. Observou-se a diminui¢cdo da migracao do
P-65 para o nucleo nas células estimuladas com LPS e tratadas com DMA, em comparagao

as apenas estimuladas com LPS (Figura 6).

Macréfago Neutrdfilo

p-65 p-65

Unidades Arbitrarias
Unidades Arbitrarias

@) LPS LPS+DMA cT LPS LPS+DMA

Figura 6- Acido do DMA sobre translocacio de NF-kB. Extrato nuclear macrofagos de
camundongo e neutrdfilos. As células foram divididas em 3 grupos: controle,
estimulo com LPS 5ng/ml (40 min) e estimulo com LPS (40 min) mais
pré tratamento com DMA 100nM (30 min). O DMA reduz a translocagdo de

p-65 (NF-kB) para o nucleo. Figura representativa de trés experimentos.
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Avaliacdo da participacio do receptor Toll-Like 4 (TLR4) no efeito antiinflamatorio

do DMA

Para avaliar a participacdo do receptor TLR4 no efeito antiinflamatério do
DMA utilizou-se camundongos C3H/HeJ (TLR4-/-) no modelo de peritonite asséptica
induzida por tioglicolato sabendo-se que apesar de deficientes para o TLR4, os
camundongos C3H/HeJ respondem ao estimulo de tioglicolato, recrutando
aproximadamente 2,5 vezes mais leucdcitos por cavidade do que quando injetados com
PBS (Cotena et al., 2004). Quando os TLR4-/- foram tratados com DMA ou veiculo
observou-se que o0 DMA ndo diminuiu a migra¢ao de células inflamatorias para cavidade
peritoneal dos camundongos TLR4-/- como faz nos TLR4+/+. Nos TLR4+/+ o DMA
diminuiu em =34% a migra¢do de leucocitos para a cavidade (164,1 + 8,3 células/ml vs.
108,2 £ 4,9 células/ml; p < 0,01) e em =45% a migracao de neutrédfilos (126,1 = 9,2
células/ml vs. 70 = 5,3 células/ml; p < 0,01). Ja nos TLR4-/- observou-se um aumento nao
significativo na migragdo de leucocitos (66,8 + 4,8 células/ml vs. 75,7 £ 7,5 células/ml) e
neutrofilos (26,4 £ 2,5 células/ml vs. 37,0 + 5,9 células/ml) nos camundongos tratados com

DMA (Figura 7A e B)

Para investigar se 0 DMA modula , in vitro, a expressao do TLR4, macrofagos
de camundongo em cultura foram estimulados com DMA (100 e 300nM) por duas horas e
avaliados através da “Real Time PCR”. Demonstrou-se uma redug@o na expressao do TLR4

em torno de 40% em ambas as concentragcdes de DMA testadas (Figura 7C).
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Figura 7- Acdo do DMA sobre TLR4. DMA nao reduz migracdo de leucdcitos (A) ou
neutrdfilos (B) em animais TLR4-/- (n= 8 por grupo). (C) O DMA diminui a

expressao de TLR4 in vitro.
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Modulacio da ativacio do PPAR pela adenosina e DMA in vitro

Os PPARs apresentam efeitos antiinflamatorios utilizando mecanismos
agonistas-dependentes para reprimir a atividade de varios fatores de transcrigdo, entre eles
o NF-kB. Utilizando uma linhagem monocitica (THP-1), foi investigada uma possivel
interagdo entre a adenosina e os PPARs. Observou-se, entdo, que tanto a adenosina quanto
o DMA foram capazes de aumentar a ativagdo do PPAR nas células THP-1. A adenosina
foi capaz de ativar a ligagdo do PPAR ao DNA a partir da concentracdo de 1uM, sendo a
concentragdo de 10uM a mais potente (Figura 8A). O DMA, por sua vez, foi eficaz a partir
da concentragdo de 100nM, apresentando efeito maximo na concentragdo de 300nM. O
pré-tratamento com 8-SPT na concentragdo de 10uM suprimiu quase totalmente o efeito do
DMA (Figura. 8B). Buscou-se entdo avaliar a agdo do DMA sobre uma cultura celular que
assemelha-se mais aos macréfagos. Para tanto as células THP-1 foram submetidas a
diferencia¢do através do tratamento com PMA. Nas células diferenciadas (macréfagos)
observou-se também que a adenosina ¢ o0 DMA eram capazes de ativar os PPARs. No
entanto, curiosamente, observou-se que as bandas correspondentes aos experimentos
utilizando as células THP-1 diferenciadas eram visualizadas mais abaixo do que as
correspondentes as THP-1 indiferenciadas (monocitos) (Figura. 8C). Além disso, as células
diferenciadas pareciam mais sensiveis a concentragdes mais baixas, tanto de adenosina,
quanto de DMA, sendo que o efeito aparentemente variava pouco em relacdo as
concentragdes utilizadas. Este dado ¢ fruto de avaliagdes preliminares e necessita de
confirmagdo. Para determinar a especificidade da banda observada, os extratos nucleares

(EN) de macrofagos e monocitos foram pré-incubados com a sonda fria (SF) (Figura 8D).
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Figura 8- Ac¢do do DMA e adenosina sobre a ativacio de PPAR. (A) Monbcitos
estimulados com diferentes concentragdoes de ADO. (B) Mondcitos estimulados
com ADO 10uM, DMA 100nM e DMA 100nM+8-SPT 10uM. (C) Diferentes
alturas para as bandas mondcitos e macréfagos (ADO 10uM, DMA 100nM).

(D) Experimento com sonda fria para demonstrar especificidade.
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O  presente  trabalho  demonstrou que o composto DMA
(Franchini PCT/BR2004/00019, 2004), inibidor de adenosina quinase, tem efeitos
antiinflamatérios em modelos experimentais de inflamac¢do aguda em animais e cultura de
células. O DMA inibiu, de forma dose dependente, a migragdo de neutrédfilos para o sitio
inflamatério no modelo de peritonite asséptica e diminuiu a concentragdo de IL-6 no
exudato peritoneal. O DMA também foi efetivo na reducdo da inflamacao nos modelos de
edema de pata e artrite aguda induzidos por carragenina, além de mostrar efeito analgésico,
relacionado ao seu potencial antiinflamatério, no modelo de dor do “Liking test”. O
tratamento de células, in vitro, com DMA diminuiu a expressao do receptor TLR4, reduziu
a translocagao de NF-xB induzida por LPS para o nucleo e aumentou a ativacao de PPAR.
Esses efeitos sugerem para o DMA um papel de regulagdo negativa no processo

inflamatorio.

O composto DMA pertence a familia de quinazolinas. Derivados de
4-anilinoquina-zolinas tém sido utilizados como base para o desenvolvimento de uma
ampla gama de agentes farmacoldgicos, tais como: inibidores de tirosina-quinases
(e.g. receptor do fator de crescimento epidérmico - EGFR), antagonistas a-adrenérgicos e
inibidores de fosfodiesterases do tipo 5 (PDES) (Rewcastle, 2000; Minarini et al., 1998;
Ukita, 2001). Interessado inicialmente no estudo das tirosina-quinases, um grupo de pesquisa
do nosso laboratério sintetizou uma série de derivados de 6,7-dimetoxi-4-N-
anilinoquinazolinas 3’- e 4’-substituidas (4a-4j e 4b’-4j’) para avaliagdo de seus efeitos
bioldgicos (Rocco, 2002). Dentre os varios derivados sintetizados, demonstrou-se que um
dos compostos 6,7-dimetdxi-4-N-(3’-N, N-dimetilfenil)aminoquinazolina (DMA) era capaz
de inibir as tirosina-quinases apenas em concentragdes relativamente elevadas. Por outro
lado, a inibicdo da adenosina-quinase ocorria em baixas concentragdes (ICso 0,8nM).
Comparado com o inibidor padrao de ADK, a 5-lodotubercidina (5-IT), o DMA revelou-se
mais potente. Desta forma, a agdo do DMA sobre a adenosina quinase resultaria no
aumento de concentracdo de adenosina tecidual, conforme foi demonstrado em nosso
laboratorio (Marin, 2007). A hipdtese do presente trabalho foi de que o DMA apresentaria
propriedades antiinflamatodrias consequentes a esse aumento de concentracao e subsequente

atividade imunomoduladora da adenosina.
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Alguns outros parametros farmacocinéticos importantes (considerando-se dose
oral) foram determinados em ratos: o DMA apresentou rapida absor¢cdo com um valor de
t 4, de 12,8 minutos e uma velocidade de eliminagdo de t 1, de 63 minutos. Apos os estudos
farmacocinéticos foi padronizado que os ratos recebessem dose unica de gavagem de DMA
(30mg/kg) para o estudo do perfil de adenosina nos tecidos. Foi observado um aumento de
adenosina em figado, cérebro e coracdo ap6s uma hora (Esquema 1). Tomando como base
estes resultados, a dose de 30mg/kg também foi estipulada para os nossos experimentos in
vivo. Experimentos em coragdes isolados de ratos, perfundindo-os com 100nM de DMA
durante uma hora e meia, em condi¢cdes basais, mostraram aumento de 64% na
concentracdo da adenosina tecidual quando comparados aos controles (Marin, 2007). Esse
valor de 100nM foi utilizado, entdo, como ponto de partida para a concentragdo de DMA

nos experimentos in vitro deste estudo.

A opg¢do de estudar os efeitos do DMA em modelos agudos de inflamacao,
deu-se inicialmente porque o composto ¢ pouco hidrossoltvel, inviabilizando a utilizagao
de bombas de infusdo nos animais de experimentagdo. Essa caracteristica dificulta o
tratamento a longo prazo requerido pelos modelos cronicos. Ao mesmo tempo, alguns
trabalhos j& avaliavam outros inibidores de ADK, em sua maioria em modelos agudos
(Koluwaluk et., 2000, Boyle et al., 2000, Gomtsyan 2004, McGaraughty et al.,2001). Neste
estudo foram entdo utilizados modelos de inflamacdo em animais de experimentagdo, ja
amplamente descritos: peritonite asséptica induzida por tioglicolato, edema de pata
induzido por carragenina, “Liking test” induzido por formalina e artrite aguda induzida por
carragenina. Em todos os modelos avaliados o DMA foi capaz de diminuir o processo
inflamatorio e os resultados indicam que a adenosina tem um papel importante nesta

regulagdo.

A concentragdo de adenosina nos fluidos corporais resulta do equilibrio entre as
taxas de sintese (5-nucleotidase), fosforilagdo (ADK) e deaminagdo (ADA). Dessa forma,
qualquer interferéncia em algum desses processos pode alterar este balango. A inibicdo da
ADK diminui a velocidade em que a adenosina ¢ incorporada nos “pools” de nucleotideos,
0 que aumenta a concentracdo local de adenosina e seus efeitos no espaco extracelular

(Davis et al., 1984). Um inibidor de adenosina quinase, como o DMA, tende a alterar a
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concentragdo de adenosina de forma mais marcante em tecidos submetidos a “stress”, onde
o metabolismo de nucleotideos ¢ maior, como por exemplo, no sitio inflamatério. O
aumento da concentragdo de adenosina levaria a uma reducdo na agdo imuno celular
mediada por neutréfilos (Cronstein et al., 1986, Cronstein, 1994), bloquearia a adesao de
neutrofilos mediada por selectina e P2 integrina em células endoteliais
(Cronstein et al., 1992; Firestein, 1994) e diminuiria a produ¢do de superoxidos, citocinas e

quimiocinas no local, consequentemente reduzindo a migracao de células inflamatorias.

A peritonite asséptica induzida por tioglicolato ¢ um modelo de inflamagao
aguda quando a coleta do lavado peritoneal ¢ realizada depois de quatro horas da injecao do
tioglicolato. Durante este periodo se da tanto o pico da concentragdo dos
polimorfonucleados, principalmente neutrdfilos, assim como de algumas citocinas
pré-inflamatoérias (Baron e Proctor, 1982; Chadzinska et al., 2001). Neste modelo
demonstrou-se que: 1) O DMA reduziu a migragdo de leucdcitos/neutrofilos para a
cavidade peritoneal; 2) O efeito do DMA sobre a migragao de leucocitos/neutrofilos ¢ dose
dependente; 3) A 8-SPT, antagonista do receptor de adenosina, reverteu o efeito do
DMA sobre a migragdo de leucocitos/neutrofilos; 4) O DMA reduziu as concentragdes de
IL-6 e IL-10 no liquido peritoneal dos camundongos. A administragdo de dose unica de
DMA, imediatamente antes da indu¢do da peritonite, levou a reducdo de aproximadamente
60% na migracdo de neutrdfilos, na dose padrdo de 30mg/kg e de até 70% na dose de
90mg/kg. Observou-se também uma diminuicdo significativa na variabilidade da resposta

com o aumento progressivo da dose.

A reversao do efeito do DMA sobre a migragdo de neutréfilos, observada com o
uso da 8-SPT ¢ mais um elemento que corrobora a idéia de que o composto atua através do
aumento da concentracdo de adenosina, de acordo com resultados prévios observados em
nosso laboratorio e anteriormente citados. Outros métodos como a dosagem de adenosina
no exsudato peritoneal ¢ em cultura de células estimuladas com DMA estdo sendo

desenvolvidos para confirmar essa hipotese.

A produgdo de citocinas tem papel fundamental na inflamagdo aguda e por esse
motivo decidiu-se avaliar se 0 DMA seria capaz de alterar a concentracdo de dois destes

mediadores no exsudato da peritonite asséptica, sendo eles IL-6 e IL-10. A IL-6 ¢ uma
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citocina multifuncional, produzida em resposta a estimulos inflamatorios, “stress”
biomecanico e associada a quase todas as patologias inflamatorias cronicas, especialmente
a Artrite Reumatdide (Cronstein, 2007). No nosso modelo de peritonite asséptica
observou-se uma diminuicdo da concentragdo de IL-6 de quase 40%. Produzida por
mononucleares, mas também por neutrofilos, a reducao de IL-6 no exsudato provavelmente
jé reflete a acdo da adenosina sobre os macréfagos residentes e os neutrofilos atraidos para
o sitio inflamatdrio. Este resultado ¢ condizente com o ja descrito por Bouma et al sobre a
capacidade da adenosina reduzir a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias em macréfagos e
células endoteliais (Bouma et al 1994, Bouma et al 1996). A IL-10, no entanto, tem sido
mais reconhecida pelo seu potencial antiinflamatoério. Mais precisamente, estudos recentes
esclarecem que a IL-10 inibe citocinas associadas a imunidade celular e a inflamacao
alérgica, enquanto estimula a resposta imune humoral e citotoxica (Steinke e Borish, 2006).
Foi descrito que a adenosina aumentaria a secrecdo de IL-10 por macrofagos
(Bouma et al 1994). No presente estudo, observou-se uma redug¢ao de aproximadamente
20% em relacdo ao grupo controle da concentracdo de IL-10. Este dado pode ja ser
conseqiliente a diminuicdo do potencial inflamatério no local e, portanto, refletir uma
diminui¢do subseqiiente da producdo de IL-10. Para chegar a esta conclusdo seriam

necessarias dosagens seriadas de IL-10 com inicio logo apos o estimulo.

Para continuar avaliando o potencial antiinflamatoério do composto foram
escolhidos mais trés modelos experimentais. No modelo de edema em pata de camundongo
induzido por carragenina, demonstrou-se diminui¢do do edema no grupo tratado com
DMA. Kowaluk et al (2000) obtiveram resultado semelhante neste mesmo modelo
utilizando um outro inibidor de ADK (ABT-702), demonstrando também uma redugdo da
infiltragdo de neutrofilos e da atividade de mieloperoxidase (MPO) na pata injetada,
justificando assim a redu¢do do edema observada. Outro mecanismo que pode estar
relacionado com a reducdo do edema neste modelo € a atuacao da adenosina diretamente
sobre o endotélio. A adenosina quando se liga a seus receptores no endotélio leva a um
aumento do AMP ciclico intracelular, desencadeando o fechamento das jungdes endoteliais
e consequentemente favorecendo a fungdo de barreira vascular. Essa regulacdo promove
um mecanismo que sela o extravasamento vascular que se da durante a interagdo dos

neutrofilos com o endotélio. Assim sendo, para Eltzschig et al (2006), a modulagao
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exercida pela adenosina seria uma das maneiras pelas quais os neutréfilos, depois de sua

passagem, reestabelecem a homeostasia local.

O modelo do “Liking test” foi escolhido por poder avaliar dois tipos de dor.
Uma primeira fase associada a dor de aspecto neurogénico ¢ uma segunda fase associada a
dor inflamatoria. A adenosina regula a transmissdao da dor na medula espinhal e na
periferia, particularmente pela ativagdo do receptor A; (Sawnok e Liu, 2003). Observou-se
neste modelo uma redugdo significativa da dor de aspecto inflamatoério (segunda fase),
condizente com o0s nossos resultados supracitados, confirmando o potencial
antiinflamatério do DMA. Ja na primeira fase (dor neurogénica), ndo se demonstrou
redug¢do da dor. Kowaluk et al (2000a), no entanto, utilizando o ABT-702 (inibidor de
ADK) no mesmo modelo, obtiveram resultados positivos em ambas as fases. Contudo, os
dados com o ABT-702 revelam que, para obter resultados estatisticamente significativos,
também na primeira fase, foram necessarias doses no minimo trés vezes maiores do que as
efetivas para reducao da dor na segunda fase. Além disso os efeitos de ABT-702 no modelo
de dor neuropatica de ligacdo de L5/L6 parecem ser mediados pela ativacdo de A; e ndo
Aja, 0 mesmo acontecendo no modelo de dor aguda térmica (Jarvis et al., 2000). Esses
dados sugerem que os mecanismos de controle de dor sdo diferentes para dor de origem
inflamatéria se comparada com a dor neuropatica. Outro dado interessante revela que o
compartimento medular ¢ importante para analgesia apds a administra¢do sist€émica de
inibidores de ADK, pois a analgesia fica inibida pela injecdo intratecal de metilxantinas que
sdo antagonistas dos receptores A; € Axa (McGaraughty et al., 2001; Zhu et al., 2001). Isso
indica que esses inibidores de ADK promovem um aumento da disponibilidade de
adenosina medular, capaz de modular a dor neurogénica. Como no estudo com o DMA, ndo
foi realizada uma relagdo de doses-resposta para o modelo da formalina, talvez com um

aumento da dose de DMA também se observasse seu efeito na fase de dor neurogénica.

O ultimo modelo a ser avaliado foi o de artrite aguda induzida por carragenina.
Este modelo estd bem estabelecido, com pequenas variagdes no protocolo como a
percentagem de carragenina, o uso concomitante ou ndo do caolin e o intervalo de tempo
eleito para avaliagdo. Apesar de os modelos cronicos serem mais classicos, foi feita a opcao

de utilizar apenas modelos agudos nesta fase da investigagdo, reservando os modelos de
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artrite cronica para um proximo passo. O DMA, de acordo com o esperado apods os
resultados observados nos demais modelos, foi efetivo em todos os pardmetros avaliados
para artrite. Esta ¢ a primeira vez que o modelo de artrite aguda induzida por carragenina ¢
utilizado para avaliar o pontencial antiinflamatorio de um inibidor de ADK. O inibidor de
ADK ABT-702 (Boyle et al., 2001) e especialmente o agonista de receptor Az (CF101)
(Baharav et al., 2005), por outro lado, ja foram estudados nos modelos de artrite cronica.
Um estudo de fase clinica II em artrite reumatéide utilizando o CF101 foi recentemente
publicado com resultados promissores (Silverman et al., 2008); ao mesmo tempo, a
adenosina tem sido apontada como principal agente responsavel pela agdo do Methotrexate
(Montesinos et al., 2007), droga de escolha para iniciar o tratamento de artrite reumatoéide.
Dados como esses indicam que a modulacdo da adenosina em sitios inflamatorios tem

potencial terapéutico real.

Inumeros trabalhos investigaram os varios aspectos do processo de modulagao
da inflamagdo pela adenosina, sendo seus resultados contraditorios. Nao foi o proposito
deste trabalho explicar em detalhes todos os mecanismos de acdo do DMA na inflamagdo, e
consequentemente da adenosina, assunto por demasiado amplo e complexo. Dessa forma, o
segundo objetivo especifico deste trabalho foi uma tentativa inicial de investigar em
modelos de cultura celular o efeito do composto DMA sobre algumas reconhecidas vias

intracelulares de sinalizacdo do processo inflamatorio.

O estimulo dos receptores de adenosina, na maioria dos estudos in vitro e
in vivo, resulta em um fenotipo antiinflamatorio. Estd demonstrado que o efeito da
adenosina extracelular em neutréfilos depende da sua concentragdo, mas, de uma forma
geral, tende a promover um “feedback” negativo, prevenindo um excesso de recrutamento e
ativacdo dessas células. J4 em monodcitos/macréfagos estimulados por LPS, a ligagdo da
adenosina aos seus receptores diminui a producdo de varias citocinas pro-inflamatdrias
(TNFa, IL-12, MIP-1a), previne a expressao da 6xido nitrico sintase, liberagdo de o6xido
nitrico e suprime a expressdo de MHC-II. Em concordancia com esses efeitos, varios
estudos demonstraram que a adenosina diminui a ativacdo do fator de transcrigdo NF-«xB,

principalmente através do receptor Aya. (Hershfield, 2005).
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Os resultados do presente estudo demonstram que o DMA foi capaz de diminuir
a translocagdo induzida por LPS de p-65 para o nucleo em macréfagos de murinos e estdo
de acordo com os dados de Minguet et al. (2005) que mostraram que a adenosina bloqueou
a fosforilacdo de IKB em células B esplénicas primarias também estimuladas com LPS. J&
outros dois estudos que utilizam células de linhagem, RAW e U937, e estimulo com LPS,
sugerem que os efeitos antiinflamatorios da adenosina nestas células ndo se devem a
inibi¢do de NF-kB. Contudo, os niveis baixos de expressdo dos receptores Aja, nestas
linhagens de célula e o uso apenas de um agonista A;/A; em um deles permitem questionar
a validade desta informacao (Nemeth et al.,2003; Sajjadi et al., 1996). A fim de estabelecer
o papel dos receptores especificos de adenosina na regulagdo de NF-kB, camundongos
nocautes para os receptores de adenosina tém sido utilizados. Os camundongos A2A-/-, por
exemplo, sdo mais sensiveis que os seus controles, tanto ao choque séptico induzido por
LPS quanto a inflamacdo induzida por CpG DNA, ao mesmo tempo apresentam maior
ativacdo de NF-kB e producao de citocinas quando tratados com LPS (Lukashev e Ohta,
2004). Dessa forma, apesar de ndo haver um consenso, existe a idéia de que a regulagdo de
NF-kB pela adenosina se da preferencialmente através do receptor A4, mas nem todos os

passos dessa via intracelular estdo esclarecidos (Hershfield, 2005).

De acordo com os dados ja citados na introducao existem evidéncias recentes
de um sinergismo entre a adenosina e a sinaliza¢do entre os TLRs. Foi observado também
um aumento significativo da expressdo dos receptores A,a em macréfagos humanos e
murinos apos a ativagao de TLR4 por LPS (Murphree et al., 2005), o que sugere a presenca
de um mecanismo de interregulacdo. Resultados in vivo, do presente trabalho, no modelo
de peritonite asséptica demonstram que o DMA perde a sua habilidade de reduzir o
processo inflamatério em camundongos deficientes em TLR4 e pela primeira vez que a
adenosina ¢ o0 DMA em macréfagos, in vitro, diminuem a expressio de TLR4. Outro
resultado do nosso laboratério também aponta para essa mesma dire¢ao. Coracdes de
camundongos foram submetidos a analise através do método de microarranjos a fim de
comparar a expressdo génica induzida apds a administracdo da dose unica de DMA.
Observou-se uma tendéncia de repressio do TLR4 de duas vezes ap6s 48 horas do

tratamento (Deckmann, 2008). Estes resultados corroboram a hipétese de que a adenosina
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esta envolvida nesta via sinalizatéria dos TLRs, inclusive regulando a expressao do TLR4,

dado inédito e ainda ndo publicado.

Ainda investigando possiveis vias intracelulares de acdo do DMA buscou-se
avaliar se havia interagdo entre os receptores nucleares PPARs e adenosina. Utilizando o
método de EMSA, capaz de avaliar a ativacdo de fatores de transcri¢ao, observou-se que
tanto a adenosina como o0 DMA eram capazes de aumentar a ativacdo dos PPARs. A idéia
de explorar essa relacdo surgiu da observacdo de que muitas das acdes mediadas pela
adenosina eram compartilhadas pelos PPARs, como por exemplo o favorecimento de uma
resposta Th2 (humoral) em relagdo a Thl (celular). A adenosina reduz a produgdo de IL.-12
por células dendriticas maduras e aumenta de forma significativa a expressdo da membrana
de CD86, HLA-DR e moléculas MHC classe 1. As células dendriticas, quando em presenga
de adenosina, tém sua capacidade diminuida de promover a diferenciagdo de células T na
dire¢do Thl (Panther et al., 2003.). Ao mesmo tempo, tem sido demonstrado que os PPARs
sdo expressos nestas células e sua ativacdo parece inibir a producao de IL-12 e aumentar a
expressdo de CD80, CD86 e IL-4 (citocina Th2), favorecendo também uma resposta imune
Th2 (Faveeuw et al., 2000, Gosset et al., 2001; Lovett-Racke et al., 2004) Em modelo
experimental animal de miocardite auto-imune, a Pioglitazona, agonista de PPAR, reduziu
o processo inflamatério, diminuindo os niveis de expressio de genes de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1B3, IFN e aumentando a expressdo da citocina IL-4,
considerada parte da resposta Th2 (Hasegawa et al., 2005). Considerando estes dados,
questionou-se se a adenosina e os PPARs poderiam entdo, em alguns momentos, pertencer
a um mesmo sistema de regulacdo do processo inflamatorio. Nesse contexto, 0s
experimentos realizados mostraram ativacdo do PPAR pela adenosina e pelo DMA tanto
das células THP-1 na forma ndo diferenciada, como na forma diferenciada. A ativacdo
ficou evidente para adenosina a partir de concentragdes relativamente baixas como 1uM.
Em geral, estudos avaliando o estimulo adenosina, em cultura celular, utilizam doses em

torno de 100uM.

Os PPARSs sabidamente regulam negativamente a atividade de NF-«B, através
do mecanismo de transrepressdo (Glass e Ogawa, 2006); a adenosina também regula

negativamente o NF-kB, como ja discutido previamente. Na revisao de Hershfield (2005)
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sobre adenosina e NF-kB o autor sugere que dois mecanismos possam estar provavelmente
envolvidos: a adenosina evitaria a degradacdo de IkBa retendo e bloqueando as
subunidades de NF-kB no nucleo ou, através de mecanismo ainda desconhecido, inibiria a
atividade transcricional de NF-kB ja dentro do nucleo. Dentro desse cenario e tendo em
mente os resultados, sugere-se que talvez esse segundo mecanismo de inibi¢do da ativagao
de NF-kB se dé através dos PPARs. Estes resultados sdo ainda preliminares e foram
realizados em células de linhagem, mas podem indicar a existéncia de uma comunicagdo

entre a adenosina, PPAR e NF-kB ( Esquema 4).

Os resultados aqui demonstrados s3o consistentes com a hipotese, ja bem
explorada, de que agentes que aumentam a concentra¢do extracelular de adenosina sao
antiinflamatérios. Esta hipotese tém levado ao estudo de alguns compostos capazes de
aumentar a concentragdo ou a atuacdo da adenosina em sitios de “stress”. Entre eles temos
os agonistas de receptores de adenosina e os inibidores de adenosina quinase. Além disso, o
aumento da liberacdo de adenosina tem sido apontado como um dos mecanismos de varios
j& conhecidos agentes antiinflamatorios como: Methotrexate, Sulfassalazina

(Cronstein et al., 1999) e Salicilato de sddio (Croinstein, 1994).

O conceito de inflamagdo ndo mais se restringe a observagdo de um quadro
agudo, recorrente ou nao, e definido pelos sinais de dor, tumor, calor e rubor. Esse conceito
foi ampliado e, além dos processos agudos, identifica-se uma enorme variedade de doencgas
determinadas por exacerbagdo cronica do processo inflamatério. Ao mesmo tempo, o
conhecimento deixou de ser baseado apenas em observa¢des macroscopicas para ser
também consubstanciado por observagdes microscopicas e moleculares. Dentro desse
contexto, nas ultimas décadas o numero de doencgas qualificadas como inflamatérias
aumentou. Foram incluidas patologias de alta prevaléncia como aterosclerose, obesidade e
resisténcia a insulina que estdo associadas as doengas cardiovasculares, identificadas como
maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo ocidental. Como consequéncia, o
entendimento da modulacdo do sistema imune ¢ determinante para detectar possiveis alvos
de atuacdo no controle destas patologias. As opg¢des terapéuticas para lidar com a
inflamacdo, aguda ou cronica, s3o at¢é o momento limitadas, principalmente pelos efeitos

colaterais. Apesar de muito utilizados ainda nao existe uma classe de imunomoduladores
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(em geral designados como antiinflamatorios) que combine eficiéncia e seguranca. A
investigacdo de novos compostos ¢ mecanismos de acdo ¢ desejada e necessaria. Este
trabalho demonstrou as propriedades antiinflamatoérias do DMA, um composto inédito, e
alguns dos seus provaveis mecanismos de agdo. Novos estudos serdo realizados a partir
destes dados, visando futuramente avaliar um eventual potencial terapéutico para o DMA

em doencas inflamatdrias em seres humanos.
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Esquema 4- Esquema proposto para a agdo do DMA, através da adenosina, sobre as vias do TLR4, NF-kB e PPAR.
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que :

O composto DMA, um novo e potente inibidor de adenosina quinase, ¢ efetivo
em reduzir o processo inflamatorio em modelos experimentais em animais € em cultura de

células.

O DMA age em multiplos mecanismos do processo inflamatorio, diminui a
expressdao de TLR4, mas ndo o suprime; ativa 0 PPAR e diminui atividade de NF-kB. A sua
atuacdo em diversos pontos do sistema imune aumenta a possibilidade de ajustes e

contraregulagdes, o que poderia evitar efeitos colaterais indesejados.

A adenosina ¢ capaz de modular a ativacdo dos PPARs e possivelmente a
expressao dos TLR4, sugerindo assim novos mecanismos para regulacao exercida pela

adenosina no sistema imune.

Os dados apresentados sdo preliminares, mas promissores na investiga¢ao de
um novo composto ¢ seu eventual potencial terapéutico para doengas inflamatdrias em

seres humanos.
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