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RESUMO

O reposicionamento de farmacos € hoje uma das melhores estratégias de se procurar um novo
candidato a medicamento para ser testado na clinica. Reposicionar um farmaco ja usado na
clinica é vantajoso e menos custoso, pois ja se tem o conhecimento de sua farmacocinética e a
seguranca de um farmaco ja inserido no mercado. Esta estratégia inovadora pode-se aplicar ao
cancer, que se utiliza dos glicolipidios de membrana para sua instalagéo e progressdo. Através
disso, inibidores de glicosilacdo podem ser uma ferramenta estratégica no combate a essa
doenga, pois a inibicdo da sintese destas estruturas pode ajudar no controle da progressao
tumoral. Por ser um inibidor de glicosilceramida sintase, o Zavesca® Miglustato mostra-se um
forte candidato a esse propdsito, atuando na enzima que é o primeiro passo na sintese dos
glicolipidios, a glicocerebrosidade. Além da contribuicdo para a atividade antineoplasica, o
outro objetivo do trabalho ¢ identificar o seu efeito na imunomodulacéo, onde a diminuigdo da
expressdo de citocinas pro-inflamatdrias é interessante para o controle de doengas com o cunho
inflamatorio. Para avaliar a atividade imunoduladora, foi realizado ELISA de sobrenadante de
cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c tratados com miglustato. Para observar o
efeito antineoplasico e seletivo do composto foi realizado ensaio com brometo de tetrazolium
(MTT). O miglustato ndo se mostrou toxico em células normais mononucleadas de sangue
periférico e esplenocitos de BALB/c em concentragdes de até 100 pM. O efeito
imunomodulador do composto foi observado com a diminuicdo significativa da expressdo de
IFN-y (p = 0,0078) na dose de 100 uM e redugao significativa nos niveis de IL-17A nas doses
de 10uM (p = 0,0186) e 100uM (p = 0,0020). O miglustato ndo mostrou efeito citotdéxico nas
linhagens avaliadas, contudo apresentou efeito antimigratério frente a linhagem de
glioblastoma humano NG-97. Foi possivel observar também que ocasionou uma diferenca
significante no perfil das populacdes de células T nas doses de 10 uM (p = 0,0371) e na dose
de 100 uM (p = 0,002), induzindo uma alteracdo na proporgdo CD4/CD8. Foi observado
tambem que o miglustato conseguiu inibir significativamente a producdo de granzima B pelos
linfécitos TCD4 e TCDS nas doses de 10 uM (p =0,0098) e nade 100 uM (p = 0,0098). Assim,
0 miglustato mostrou-se efetivo em inibir citocinas pro-inflamatorias, inibir migracao, alterar

populagdes de células T e inibir a produgdo de granzima B pelos linfécitos TCD4+ e TCD8+.

Palavras-chave: Reposicionamento de farmaco, glicoesfingolipidios, inflamacéo, cancer, N-
butil-deoxinojirimicina.



ABSTRACT

The drug repurposing is now one of the best ways to look for a new candidate drug for testing
in the clinic, once the process of creation of a new drug is expensive and costly, knowing that
few compounds win the pre-clinical stages. Repositioning a drug already used in the clinic, it
is safer and less costly, for knowing its pharmacokinetics and safety of a drug already
commercialized in the market. Due this, that innovative technique could be apply to cancer,
once it uses the membrane glycolipids to onset, and progression. Therefore, glycosylation
inhibitors may be a new tool in the fight against this disease, because of inhibition of the
synthesis of these structures, it can help in controlling the progression of the disease. For being
an inhibitor of glucosylceramide synthase, Zavesca® Miglustat is shown to be a strong
candidate forthis purpose, acting on the enzyme that is the first step in the glycolipids synthesis.
In addition to the contribution to the neoplasic activity, another objective of the study is to
identify its effect on immunomodulation, where the reduction of proinflammatory cytokine
production is interesting for the controlling of inflammatory diseases. To assess the
immunomodulatory activity, was performed ELISA of culture splenocytes supernatant of
BALB/c treated with miglustat. To observe the antineoplasic and the selective effect of the
compound, was carried out the MTT assay. Miglustat was not shown to be toxic in normal
peripheral blood mononuclear cells and BALB/c splenocytes at concentrations up to 100 pM.
The immunomodulatory effect of the compound was observed with a significant decrease in
IFN-y production (p = 0.0078) at the dose of 100 uM and a significant reduction in IL-17A
levels at doses of 10 uM (p = 0.0186) and 100uM (p = 0.0020). Miglustat did not show
antineoplasic effect against tested cell lines. However, it caused a difference in the profile of T
cell populations, inducing a change in the CD4/ CD8 ratio. It was also observed that miglustat
was able to significantly inhibit the production of granzyme B by TCD4+ and TCD8+
lymphocytes at 10 uM (p = 0.0098) and 100 uM (p = 0.0098) doses. An anti-migratory activity
was assessed when the miglustat could stop the migration of glioma cells in 24 hour healing
wound assay. Thus, miglustat was shown to be effective in inhibiting proinflammatory
cytokines, altering T-cell populations and preventing migration of glioma cells. Thus, miglustat
proved to be effective in inhibiting pro-inflammatory cytokines, inhibiting migration, altering
T cell populations and inhibiting the granzyme B production by TCD4+ and TCD8+
lymphocytes.

Keywords: Drug repositioning, glycosphingolipids, inflammation, cancer, n-butyl-

deoxynojirimycin
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1 INTRODUCAO

Céncer, também denominado de neoplasia ou tumor maligno é uma doenca que pode
acometer virtualmente qualquer tecido. As transformacfes malignas levam ao crescimento e
proliferacdo celular, destruicdo das células dos tecidosadjacentes, invasdo, e possivel migragdo
e estabelecimento das células transformadas para diferentes tecidos do organismo que
caracteriza o processo de metastase. No Gltimo caso, podem levar o individuo ao 6bito (INCA,
2009). O tratamento do cancer € considerado complexo, pois exige a atuacdo de uma equipe
multidisciplinar, utilizando-se de varias modalidades terapéuticas tais como a cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e transplante de medula (FONTES et al., 2014).

A sintese de novas substancias a serem testadas na investigacdo de novos candidatosa
medicamentos é bastante dispendiosa, visto que pouquissimos compostos vencem as etapas pré-
clinicas e clinicas dos estudos farmacocineticos e toxicologicos (VIEGAS JR & BOLZANI,
2006). O tempo e o custo para inserir novas moléculas no mercado é muito alto, tornando-se
um paradigma no combate a doencasde rapido crescimento (CHONG & SULLIVAN JUNIOR,
2007).

Nesse contexto, a industria farmacéutica tem redirecionado seu foco para o
reposicionamento de farmacos ja inseridos no mercado. Reciclar a utilizacio de um
determinado medicamento para tratar outros tipos de doencas caracteriza uma abordagem
inovadora e original, buscando uma nova utilizacdo para uma molécula com seguranga e
farmacocinética ja conhecidos. (CHONG & SULLIVAN JUNIOR, 2007).

Zavesca® Miglustato, é um farmaco ja aprovado e utilizado na clinica da doenca de
Gaucher. Trata-se de um composto interessante para reposicionamento, pois € um inibidor de
glicosilceramida sintase, enzima responsavel pelo primeiro passo na sintese dos
glicoesfingilipidios (GSL). Os GSL encontram-se alterados e desempenham funcGes
primordiais no cancer, que vao desde adeséo celular, a angiogénese e migracao, tornando essas
estruturas alvos excelentes e promissores no combate a essa doenca (HELENIUS; AEBI, 2001,
SHRIVER etal., 2004).

Uma estratégia utilizada na terapia contra o cancer e contra doencas inflamatorias, é
com as citocinas. Citocinas pré-inflamatérias desempenham papeis fundamentais na defesa do
organismo contra infecgdes e na vigilancia e combate ao cancer, além de regular ciclo celular e

apoptose, ativar células importantes do sistema imune, e recrutar através de quimiocinas células
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efetoras como linfocitos TCD4* e TCD8* para sitios de inflamagdo, onde estes terdo a
capacidade especifica de destruir o alvo. E mostrado na literatura que algumas dessas citocinas
como o0 IFN-y ¢ a IL-17A possuem um papel dual, onde além de promover protecéo, elas
promovem evasao, instalacdo e progressdo de células neoplasicas, mostrando-se bons alvos
para pesquisas na tentativa de se buscar alternativas de tratamento a essa doenca (OSTRAND-
ROSENBERG et al., 2009; ZAIDI etal., 2011: SILVA-SANTOS et al., 2015).
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1.1 JUSTIFICATIVA

A busca por novos mecanismos de combate ao cancer tem levado os pesquisadores a
procurar por novos farmacos com maior efetividade e com menor grau de citotoxicidade para
as células normais, devido aos elevados efeitos colaterais que os medicamentos ja disponiveis
apresentam. Desde os anos 2000 a industria farmacéutica e a academia vém mostrando a
importancia do reposicionamento de farmacos. Trata-se de uma abordagem inovadora e
original, onde pode-se observar através dos efeitos colaterais das drogas, novas aplicacdes
terapéuticas para medicamentos clinicamente ja usados. Economicamente sabe-se que essa
estratégia no processo de inovacdo é bastante viavel e vantajosa, visto o conhecimento da
seguranca de um produto que ja foi inserido no mercado para indicacao do uso em clinica.

Os custos para o0 desenvolvimento de novos farmacos, o screening de moléculas
bioativas e a otimizacdo do prototipo séo etapas que custam em torno de 230 milhdes de dolares
por droga aprovada. Logo, nessa perspectiva de inovacdo farmacéutica, 0 tempo, 0 custo e a
seguranca sdo 0s principais motivos para a estratégia de reutilizacdo dos medicamentos ja
existentes.

Este trabalho visa elucidar os mecanismos imunomoduladores, citotoxicos e
antimigratorios do ja aprovado na clinica para doenca de gaucher Zavesca (Miglustato).
Encontrar novas estratégias no combate ao cancer e a doengas inflamatdrias sdo buscas
constantes e dispendiosas, e 0 reposicionamento de farmacos mostra-se uma ferramenta util e

de baixo custo para estas finalidades.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro a atividade antineoplasica e imunomudoladora do Zavesca® (Miglustato).

1.2.2 Objetivos especificos

a) Testar o efeito citotoxico do miglustato frente as linhagens normais de esplendcitos de
camundongos e células mononucleadas do sangue periférico (PMBC);

b) Investigar a atividade citotdxica do miglustato em diferentes linhagens neoplasicas;

c) Awvaliar os efeitos imunomoduladores do composto nas citocinas IFN-y, IL6 e IL-17A,;

d) Avaliar efeito antimigratorio do miglustato na linhagem neoplasica NG-97;

e) Identificar os efeitos do composto sob os fenotipos de linfocitos e células NK.
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3 REVISAODA LITERATURA

3.1 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS

Para o Food and Drug Administration (FDA) o reposicionamento de farmacos é uma
estratégia na qual drogas ja aprovadas para utilizacdo clinica com seus efeitos colaterais
conhecidos mostram potencial de sucesso no tratamento de outras doencas (HUANG et al.,
2016). Novas estratégias ao combate das neoplasias tém sido aplicadas as pesquisas no
desenvolvimento de futuros farmacos com propriedade anticancerigena. Todavia, a sintese de
novas substéncias a serem testadas na investigacdo por novos medicamentos, passou a ser
bastante dispendiosa, visto 0 pequeno nimero de novos compostos que vencem as etapas pre-
clinicas e clinicas do desenvolvimento dos farmacos (VIEGAS JR & BOLZANI, 2006).
Frequentemente, 0 tempo e 0 custo para a insercdo de uma nova molécula no mercado séo
extremamente altos, tornando-se um paradigma para combater doencas em rapido crescimento
(CHONG & SULLIVAN JR, 2007).

Neste contexto, a industria farmacéutica tem redirecionado novas pesquisas para
medicamentos existentes no mercado, com o objetivo deidentificar novos empregos, baseando-
se no fato de existirem o conhecimento dos perfis farmacocinéticos e de seguranca desses
farmacos. Ademais, o estudo dessas drogas utilizadas no tratamento de outras doencas, permite
a reducéo total de custo de aproximadamente 40%, eliminando grande parte das avaliagdes
toxicoldgicas e farmacocinéticas (CHONG & SULLIVAN JR, 2007).

Alguns farmacos ja reposicionados obtiveram sucesso na clinica, como o imatinib que é
originalmente usado para tratar Leucemia Mieloide Crdnica e revolucionou o tratamento de
tumores estromais gastrointestinais (SAPONARA et al., 2014). Também o Plerixafor usado
anteriormente para tratamento de HIV, é utilizado como mobilizador de células tronco
hematopoiéticas, para tratamento de mieloma mdaltiplo (MM). O Minalcipran foi desenvolvido
como antidepressivo e hoje é utilizado como tratamento para fibromialgia (SLEIGH e
BARTON, 2010). Bastante consumida nos Estados Unidos, a aspirina pode ser utilizada para
prevenir metastases distantes em alguns tipos de cancer (Rothwell et al., 2012). A tabela 1

mostra farmacos com o seu uso original e seu novo emprego, através do reposicionamento.



Tabela 1- FArmacos reposicionadosem uso em clinica e em testes pré-clinicos.
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Farmaco

Uso original

Novo Uso

Referéncia

Nitazoxanida

Aprepitant

Amiodarona

Dapoxetina
Milnacipran
Clorpromazina
Galantamina

Tamoxifeno

Trimetrexato

Finasterida
Raloxifeno
Riluzol

Sertralina

Itraconazol

Acrisorcina

Harmina

Acetofenazina

Infecgdes por C. parvum e

Giardia

Nausea: receptor
antagonista de neurocinina
1 (NK-1)

Antiarritmico classe 111
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Fonte: Ferreira (2014)
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Estudosin vitro com a metformina utilizada para diabetes tipo 2, mostra a eficacia no
combate ao cancer de ovario. Foi descoberto que o farmaco tem a capacidade de induzir
apoptose de forma independente de proteina cinase AMP ativada (AMPK), nas linhagens
OVCAR-3e OVCAR-4, provocando também arrasto no ciclo celular nas fases S e G2/M. A
metformina causa apoptose ativando as caspases 3/7, diminuindo a expressdo dos genes Bcl-2
e Bcl-xL que sdo genes que quando alterados no céncer, estdo envolvidos com a supressdo da
apoptose em células tumorais, deixando-as mais resistentes, e aumentou a expressao de Bax e
Bad, que sdo proteinas envolvidas nos processos de apoptose (Yasmeen etal., 2011).

Os receptores de membrana P2X7/P2X4 estdo envolvidos com desenvolvimento
tumoral e metéastase. O reposicionamento do anti-parasitario Ivermectin, modula de forma
alostérica os receptores P2X4, conseguindo mudar o balanco dosfatores pré tumorais, e funcdes
citotoxicas dasinalizagdo purinérgica das células de cancer de mama (Draganov et al., 2015).

As classes de drogas dos bifosfonatos sdo amplamente utilizadas na clinica para
osteoporose e doenca metastatica dos ossos (RUSSEL, 2011; WILSON et al., 2012). Stachnik
etal., (2014) mostraram que essa classe de drogas tem o receptor HER-1 como alvo, diminuindo
a viabilidade de células de cancer que se beneficiam deste receptor, como cancer de mama e
célon. Outros alvos de estudo para reposicionamento sdo a forma ativa da vitamina D, 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(0OH)2D], e seus analogos, por apresentarem efeitos antineoplasicos
in vitro como inibicdo de angiogénese, proliferacdo, migracdo e invasdo, além de promover
apoptose nas células tumorais (LEY SSENS et al, 2013).

Huang et al., (2015) mostraram que o farmaco usado para hipertensdo mibefradil, por
ser um inibidor de canal de Ca** tipo-T, foi eficiente na reducdo do desenvolvimento tumoral
decélulas deleucemia, através deum efeito dual; paradana fase G1/S e, reducgdo da fosforilagdo
de ERK1/2, devido a apoptose parcialmente dependente do Ca++ do reticulo endoplasmatico
em linhagem MOLT-4.

Pimozide, um agente neuroléptico foi capaz de inibir o desenvolvimento das células
tronco tumorais e tumorgenicidade do carcinoma hepatocelular. O agente inibiu a proliferagéo
e a formacdo de esferas em cultivo 3D induzindo o arrasto no ciclo celular na fase GO/G1,
inibindo também o efeito migratério. Natumorgenicidade, pimozide inibiu a formacdo das side
populations de células tronco tumorais, que sdo a principal fonte de manutencdo do carcinoma
hepatocelular (CHEN et al., 2015).

Disulfiram é uma droga bastante usada no controle de alcoolismo e mostrou eficacia no
tratamento de glioblastoma resistente ao farmaco padréo temozolomida. Através de ensaios de

crescimento de neuroesferas, que é uma forma de cultura 3d especifica para esse tipo de
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linhagem, foi observado inibicdo de 100% darenovacdo das esferas. O agente também inibiu a
auto-renovacao em linhagens de células primarias deglioblastoma BT74 e GMB4 (TRISCOTT,
et al., 2012).

Com a necessidade de se descobrir novos farmacos para serem implementados na
clinica, novas estratégias sdo utilizadas tentando otimizar o tempo, e 0 nimero de moléculas a
serem inseridas no mercado através do reposicionamento (CHONG & SULLIVAN JUNIOR,
2007). Reforcando essa ideia, Wittmann e colaboradores (2015), utilizaram o método in vivo
de indugdo quimica (Chln) em larvas de peixe zebra como ferramenta de triagem de moléculas
das farmacopeias mundiais para encontrar possiveis candidatos a imunomoduladores. O estudo
deu enfoque aos anti-inflamatérios, cuja necessidade atual é grande, devido aos atuais
possuirem efeitos colaterais indesejados quando usados a longo prazo como imunodeficiéncia,
osteoporose e hiperglicemia (SCHACKE et al., 2002).

No mesmo estudo, Wittmann e colaboradores (2015), encontram 70 candidatos a anti-
inflamatdrios, representando 13 classes diferentes de drogas de acordo com a fungédo e uso em
clinica, partindo de uma biblioteca de 1120 compostos. Os pesquisadores destacaram no estudo
o efeito pré-inflamatdrio do Oxido nitrico, que foi descrito como potencial agente atraente de
leucdcitos, onde ddo enfoque ao 3-Bromo-7-nitroindazol (3Br-7N1), que conseguiu inibir a
producdo do oOxido nitrico, mostrando efeito anti-inflamatério conseguindo bloquear o
recrutamento dos leucécitos no modelo in vivo utilizando as larvas de peixe zebra.

Outros estudos trazem drogas utilizadas para o tratamento de outras doencas, sendo
reposicionadas para inflamagc&o como mostra Pereira, etal., (2014). No seu estudo in vitro, ele
traz como forma de inovacdo o reposicionamento da sinvastatina, usada para tratamento de
dislipidemias. O composto conseguiu a inibicdo significativa, de forma dose dependente, de
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, IL-6 e IL-17A.

Seguindo os estudos de reposicionamento das estatinas para efeitos imunomoduladores,
Blaschke e colaboradores (2009), através de estudos in vitro mostram potencial efeito anti-
inflamatorio da atorvastatina. Eles obtiveram diminuicdo das concentrac@es da citocina IFN -y,
e de linfécitos TCD4+ no sobrenadante de culturas de células T de pacientes com artrite
reumatoide tratadas com este composto. Com 0 mesmo raciocinio, outros estudos mostram o
aumento das células T reguladoras, e de sua capacidade imunossupressora em cultura tratada
com a atorvastatina, diferente de cultura ndo tratada com o composto (Chalubinski et al., 2010;
Tang et al., 2011).

Na ideia de reposicionamento, os inibidores da enzima de histona desacetilase vem

surgindo como um forte candidato a anti-inflamatérios. No estudo in vivo, Rink-Jan Lohman et
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al., (2016) mostram a eficacia do vorinostato, utilizando modelo para artrite e colite, na
supressao dos mediadores inflamatorios 1L-6 e 1L-12p40, secretadas por macréfagos induzidos
por lipopolissacaridios (LPS).

Para tratamento de leishmaniose visceral foram reposicionados farmacos como a
pentamidina e anfotericina B, que antes eram usados para tratamento de infeccdes fungicas
(CROFT et al., 2006), e também da miltefosina, anteriormente utilizado para tratamento de
cancer de mama (SUNDAR et al., 2002).

Estudo recente mostra a eficacia, através do reposicionamento, da bromocriptina, usada
para o tratamento do mal de Parkinson, contra o virus da zika. O estudo in vitro mostra que o
farmaco é capaz de inibir a replicagdo viral e seus efeitos citopéticos, através da inibicdo de
proteases importantes para o desenvolvimento viral (CHAN., et al 2017). A implementacdo da
reposicao de farmacos em larga escala, mostra uma oportunidade de explorar as farmacopeias
existentes, dando inicio a uma situacdo que ira gerar beneficios para o setor publico, privado e
para a sociedade (PADHY & GUPTA, 2011).

3.2 IMUNOMODULACAO

Imunomodulacdo pode ser compreendida pela supressdo, ou potencializacdo de
elementos da resposta imunoldgica. Seguindo essa linha, estudos com citocinas e quimiocinas
sdo conduzidos na expectativa de que essas substancias possam auxiliar no tratamento de
doencas como céncer, e doencas inflamatorias (FISHER., et al 2008).

O IFN-y € conhecido por ser uma citocina envolvida na comunicacdo entre a imunidade
inata e adquirida, € produzida por celulas T, células natural killers (NK), e algumas células
apresentadoras de antigenos. Desempenha papel importante na defesa contra bactérias e virus,
e na vigilancia contra tumores (PESTKA et al., 2004). Outros papeis sdo descritos como
regulador do sistema imune, ciclo celular, apoptose e na inflama¢do. O mecanismo mais
elucidado de funcao desta citocina € na regulacdo positiva daexpressdo do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de classe |, e na apresentacdo de antigenos pelas células
apresentadoras antigenos profissionais (SCHRODER et al., 2004; SELIGER et al., 2008).

O IFN-y tem relagdo direta com a resposta do tipo Thl, estimulando ativacdo e
diferenciacdo de células T, e inibindo a resposta Th2, atuando também no desenvolvimento das

células T reguladoras (Treg) (AGNELLO et al., 2003). Esta citocina também promove o
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recrutamento dos macréfagos e induz a producdo de quimiocinas, que véo recrutar células
efetoras para o local dainflamagéo (HU et al., 2008).

Da mesma forma que esta citocina tem um carater inflamatério, na sua cascata de
sinalizacdo existe também um papel inverso, em que o IFN-y é capaz de recrutar células do
sistema imune como macrdéfagos, células NK e linfocitos T citotoxicos (CTLs) com a
capacidade de reparagdo e remodelacdo tecidual, dando uma protecdo para células adjacentes
ao sitio de inflamacdo (Figura 1). Esta capacidade anti-inflamatoria € discutidacomo um lado
pré-oncogénico destacitocina, uma vez que células neoplasicas podem se utilizar deste artificio

como maneira de escape a vigilancia tumoral (ZAIDI et al, 2011).

Figura 1- Papel antitumorale pro-tumoraldos linfécitos T e o efeito dualdascitocinas IFN-y e IL-17A.

Fonte: Adaptado de BRUNO SILVA-SANTOS etal, (2015)

As células NK e as células T sdo fundamentais para o escape da vigilancia tumoral. Ja
foi mostrado que sua inibi¢do, pode se dar por mecanismos imunossupressores, onde o IFN-y
pode desempenhar um papel importante (Figura 1). Esta citocina aumenta o desenvolvimento
de Tregs fazendo com que haja uma inibicdo dos CTLs pela inducdo da expressdo da

indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) em células de melanoma (KATZ et al., 2008;
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PRENDERGAST et al., 2008; BRODY et al., 2009). IFN-y também tem a capacidade de
atenuar a infiltracdo de neutrofilos e células mieldides no microambiente tumoral (IRMLER et
al., 2007). Células supressoras derivadas de linhagens monociticas e granulociticas sao
dependentes de ativacdo por IFN-y e sdo encontradas no microambiente neoplasico, fazendo
2009).

Da mesma maneira que o IFN-y, outra citocina importante fisiologicamente para
inflamacdo é a interleucina 17A (IL-17A). Antes pensava-se que era apenas produzida pelas
células T helpers 17 (Th17), mas atualmente sabe-se que outras células como macrofagos,
células dendriticas, células natural killers T (NKT), linfécitos TCD8*, células T reguladoras,
mastocitos entre outras também a produzem. Esta citocina participa tanto da resposta imune
inata, quanto na adquirida, além de participar de repostas a infeccdes virais e bacterianas,
doengas autoimunes e cancer (QIAN etal., 2015).

No cancer é conhecido seu efeito pr6 angiogénese, e colaborador para evasdo do tumor
as células imunes (Figura 1). Existe um efeito antitumoral desta citocina, onde ela estimula o
recrutamento de células NK, ativacdo de linfécitos T citotoxicos (CTLS), e recrutamento de
neutrofilos, NK, e células CD4* para o ambiente tumoral (QIAN et al., 2015).

Outra citocina que tem mostrado papel importante em diversos processos biolégicos é
a interleucina 6 (IL-6). Sabe-se do seu envolvimento em processos inflamatorios, anti-
inflamatdrios, de reparacdo e ainda em processos neurais (Scheller et al., 2011). Sua via de
sinalizagdo comega com a ligagdo com o receptor de membrana IL-6/IL-6R, onde
posteriormente formard um homodimero com a glicoproteina 130 (gp130) dando inicio a
sinalizagdo (MULLBERG et al., 2000).

Alguns autores mostram em seus estudos que a IL-6 participa de forma fundamental da
transicdo da imunidade inata, para a imunidade adquirida. Esta citocina ajuda a acdo das
guimiocinas que séo liberadas pelas células endoteliais, na sinalizacdo para os neutréfilos na
fase inicial da inflamacdo. Apoés a invasdo dos neutrofilos, mudangas no receptor da citocina
fazem com que a sinalizacdo mude nas células dos tecidos, fazendo com que ocorra uma
mudanc¢a no perfil da resposta, onde a expressdo de quimiocinas atraentes de neutrofilos
(CXCL1/Groa, CXCLS8/1L-8, CX3CL1/fractalcina) parem de ser produzidas, e quimiocinas
atraentes de monocitos (CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2),
comecem a ser liberadas para que ocorra essa mudanca do perfil de células no local de
inflamacdo (ROMANO et al., 1997; HURST et al., 2001; KAPLANSKI et al., 2003; S.A.
JONES, 2005).
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Foi descoberto que a citocina IL-6 pode inibir o processo de diferenciacdo da célula
TCD4* naive em Treg mediada por TGFp, inibindo autoimunidade, e protegendo contra danos
teciduais. Outro estudo mostrou que a combinacdo da IL-6 com TGF-B, induziu a diferenciacdo
de células T com o fen6tipo de células Th17, que sdo uma das responsaveis por liberar citocina
TH17, que esta relacionada com o recrutamento das células responsaveis pelas doencas
autoimunes (BETTELLI etal., 2006; MANGAN et al., 2006).

A resposta inflamatoria mediada por células T € um processo adaptativo onde essas
células desenvolvem antigenos especificos para combater infecgdes virais, bactérias, fungos e
células tumorais. A forma de ativacdo é via o receptor de células T (TCR), juntamente com 0s
co-receptores CD4 ou CD8, com os quais as células apresentadoras de antigenos (APCs)
interagem através de moléculas de MHC. As células T depois de ativadas rapidamente se
proliferam através de expansdo clonal, e migram para onde estdo os antigenos aos quais elas
foram apresentadas. (BROERE et al., 2011).

No local da inflamacéo, células T efetoras desempenham papeis diferentes. Através da
inducéo por IL-2,0 fen6tipo TCD8* possui uma caracteristica citotdxica, sendo bastante efetivo
na lise direta de células infectadas com o antigeno, ou contra células malignas. Através do
contanto com a célula, e do reconhecimento do antigeno, seus granulos de granzimas e
perforinas citoliticos sdo lancados para destruicdo da célula alvo (SILVA-SANTOS et al.,
2015).

Outro tipo de linfdcito T efetor € o TCD4*. Essa célula é caracterizada pelo tipo de
citocina que produz em dois fenotipos principais, a Thl, e Th2, tendo ainda outros tipos
celulares como Th17, Treg, Th9, Th22. O Thl é conhecido por liberar citocinas inflamatdrias
como principalmente 1FN-y, TNF-a e IL-2 (Figura 1). Esse efeito pro-inflamatério pode
acarretar hipersensibilidade, e melhora a resposta de células B em opsonizar isotipos de
anticorpos da classe 1gG. Células Th2 secretam citocinas IL-4, -5, -6, -10 e -13, promovendo
uma resposta imune ndo inflamatdria, mas essencial na ativacdo de células B para ativacdo de
anticorpos das classes 1gG, IgA e IgE (SALLUSTO et al., 2009).

Téo importante quanto as células T, as células NK sdo as principais células da resposta
inata, da protegdo contra virus e células neoplasicas. Comprometem cerca de 15% dos linfocitos
T circulantes e podem ser sub classificadas de acordo com a expressdo damolécula de adesdo
CD56 em CD56P1dt oy CD564M, Células NK CD56P" 9 estdo localizadas nos linfonodos, nao
possuem potencial citotdxico e produzem citocinas apés ativacdo, até se tornarem células
CD56% ™ maduras, onde ganham a corrente sanguinea e cerca de 90% se tornam citotoxicas.

Apdbs a maturagdo, essas celulas conseguem a habilidade de reconhecer e lisar antigenos como
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células tumorais, e participam da imunovigilancia, prevenindo a propagacdo destas células
(GOTTHARDT et al., 2017).

Com a importancia da imunomodulacéo para o estabelecimento e progressao do cancer,
o reposicionamento de farmacos que apresentam boa atividade imunomoduladora é de grande
valia. Em 2015, STOLARZ et al., faz testes com fenofibrato, que é amplamente utilizado para
controle de colesterol e triglicerideos. No estudo in vitro, eles mostram que o farmaco tem
potencial anti-inflamatdrio, quando eles cultivam células epiteliais humanas das vias aéreas, e
células brénquicas de fibrose cistica sob condicdes de doses desse farmaco estimuladas com a
citocina pro-inflamatéria IL-1p. Eles observaram reducdo na producdo de quimiocinas
inflamatdrias como: 1L-8, proteina de activacdo de neutrofilos epiteliais 78 (ENA-78), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator estimulante de colonias de macrofagos de granuldcitos
(GM-CSF) e fator estimulante de colénia dos granuldcitos (G-CSF).

3.3 GLICOESFINGOLIPIDIOS

Os GSL sdo estruturas bastante heterogéneas possuindo uma cadeia de ceramida
(hidrofébica), e uma cadeia de acucar (hidrofilica) (Figura 2A). Agrupam-se em grande
guantidade formando os microdominios na superficie da membrana plasmatica (lipid rafts),
onde estdo acoplados com moléculas transdutoras de sinais, como proteina G e cinases da
familia Src (Iwabuchi et al., 2015). J& foram caracterizadas mais de 60 bases esfingoides, que
sdo aminoalcoois alifaticos, e mais de 300 tipos de oligossacarideos, que combinados entre si,
geram milhares de tipos de GSL, como por exemplo a galactosilceramida (Figura 2B)
(KARLSSON, 1970). Os GSL s&o encontrados em todas as membranas de células dos
organismos, desde bacterias aos humanos, sdo 0s maiores constituintes dos glicanos do cerébro
dos vertebrados, com mais de 80% dos glicoconjugados na forma de glicolipidios (VARKI et
al., 2009).
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Figura 2 - Estrutura da porgcéo ceramida (A). Estrutura do glicoesfingolipidio galactosilceramida, onde a regido

apolarse liga aoagucargalactose (B).

A [0} Ceramida B Galactosilceramida
“eramids

Ceramida

Fonte: Adaptado de VARKI et al., (2009)

A interacdo dos glicoesfingolipidios com as proteinas da membrana celular e os
transdutores de sinal ¢ denominada de glicosinapse, que é o processo no qual ocorre a
comunicacdo via glicoesfingolipidios. No microambiente tumoral, esse processo, apos adesao
celular, é o mediador dos GSL com as células responsaveis pelo desenvolvimento e progressao
tumoral (HAKOMORI, 2003).

Os diferentes tipos de glicosilacdo em estruturas diferentes de ceramida dao a
especificidade dos GSL nas membranas celulares, que véo influenciar na composicédo desses
glicoesfingolipidios nos microdominios. Essa variada capacidade de composicdo, da os
diferentes tipos de funcdes, como mediador de adesdo celular, antigeno, e modulador de
transducao de sinal (HAKOMORI, 2003). O metabolismo e composicdo dos GSL estdo
especificamente alterados durante a fase de proliferagdo e diferenciacdo de inumeros tipos
celulares. Essa propriedade indica que essa diferenciacdo especifica nesses padrdes de GSL,
reflete na funcéo das células (HAKOMORI, 2003; SONNINO et al., 2006).

A fracdo ceramida tem papel fundamental na estabilizacdo e formacdo dos dominios
lipidicos, assim como tem papel importante nas atividades biolégicas mediadas pelos GSL.
Ceramida é composta por esfingosina e cadeias longas de &cido graxo. Atraves da hidrolise da
ceramida pela ceramidase, é gerada a esfingosina e &cido graxo livre. A esfingosina é entdo
fosforilada pela esfingosina quinase para esfingosina 1-fosfato, que esta envolvida em varios
processos celulares, como crescimento, diferenciagdo, sobrevivéncia, quimiotaxia, angiogénese
e embriogénse. Tais caracteristicas ddo uma propriedade importante tanto imunolégica, quanto,
principalmente, inflamatério a esfingosina. (IWABUCHI et al., 2010; SNIDER et al., 2010).
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Os carboidratos presentes nos glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipidios)
apresentam alto grau de complexidade e diversidade estrutural e encontram-se alterados no
cancer (HELENIUS; AEBI, 2001; SHRIVER et al., 2004). A glicosilacdo alterada tanto via O-
quanto N-glicosilacdo pode desempenhar importantes papéis, tais como, adesdo celular,
invasdo, metéastase e favorecimento do estabelecimento do microambiente tumoral inflamatorio
(VARKI, 2009; RAMBARUTH & DWEK, 2011). Um dos principais GSL, os gangliosidios,
sdo GSL acidos que carregam um ou mais residuos de acido sialico, e sdo mais abundantes no
sistema nervoso. Acredita-se que eles tém papel no controle do crescimento celular (VARKI et
al, 2009).

As células de melanoma expressam alta quantidade de gangliosidios na membrana,
assim como tumores gastrointestinais. Células tumorais tem a capacidade de produzir e liberar
grandes quantidades de gangliosidios com atividades imunosupressoras (VARKI et al., 2009).
Tumores neuroectodérmicos sdo caracterizados pela presenca de antigenos de GSL associados
a tumores, como os gangliosidios, que sdo estruturas, capazes de modificar fatores troficos,
como a cascata mitogénica que esses fatores geram (BIRKLE, et al., 2003).

Gangliosidios associados ao tumor desempenham papel crucial no desenvolvimento
invaséo, e metéstase tumoral, como consequéncia doinicio datransformagéo oncogénica, o que
justifica essas moléculas serem alvos importantes das atuais pesquisas sobre cancer. S&o
estruturas simples presentes em células normais, que através de estudos clinico-patoldgicos,
consegue-se ver o aumento de sua expressdo nos tumores (BIRKLE et al., 2003; YEH et al.,
2016).

NeuAc2-8NeuAc2-3Gall-4Glc-1-1Cer; CD60a (GD3) é um disialo gangliosidio,
marcador de células neuroectodermais imaturas. Estudos tem mostrado que GD3associado com
o receptor de fator de crescimento epidermal (EGF) é importante para a manutencdo da auto-
renovacgdo das células tronco neurais (GOLDMAN et al., 1984; WANG AND YU, 2013).

O GD3 ¢ o gangliosidio mais abundante no cérebro humano, e de células de melanoma
(PUKEL, et al., 1982). Células de tecidos primarios, como células do melanoma estabelecido,
possuem grandes quantidades de GD3 como maior componente de gangliosidio, em contraste
com os melandcitos que expressam quantidades minimas ou ndo expressam GD3 (CARUBIA,
et al., 1984; FURUKOWA et al., 1990). Células de melanoma com maior poder metastatico
possuem maior expressdo de gangliosidios, especialmente o GD3, do que células com menor
poder de metastase, sugerindo que GD3 possui papel crucial na transformacdo de melandcitos
em melanoma, e na manutencdo das caracteristicas malignas desta neoplasia
(RAVINDRANATH etal., 1991; BIRKLE et al., 2003).
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Gangliosidios podem ser liberados do tumor para o microambiente, onde na forma de
micelas, vesiculas e monémeros, podem se ligar e interagir com proteinas, incluindo moléculas
transdutoras de sinal do microambiente tumoral (Kong et al., 1998; Rusnati et al., 1999; Dolo
et al., 2000). Pelo fato dos gangliosidios poderem ser incorporados pela membrana de células
vizinhas, é possivel que eles possam modular a interacdo célula-célula favorecendo seu
desenvolvimento (LI etal., 1991; CHANG et al., 1997).

Estudo com inibidores de glicosiltransferases, enzimas que fazem parte da biossintese
dos glicolipidios, demonstrou atividade contra alguns tipos de cancer (GUERRERA et al.,
2003). CHATTERJEE et al (2013) mostraram em seu trabalho que é possivel diminuir a massa
tumoral do cancer de rim em camundongos usando o D- threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-
morpholino-1-propanol (D-PDMP), uma molécula inibidora de glicosiltransferase. Estes
autores acreditam que a reducdo tumoral esta ligada ao bloqueio da angiogénese, devido a
inibicdo dos glicoesfingolipidios.

Desta forma, a estratégia da utilizacdo de inibidores de glicosiltransferases pode
desempenhar um papel chave no combate ao cancer, assim como na imunomodulacdo devido
ao carater imunolégico e inflamatorio da esfingosina como foi descrito por IWABUCHI et al.,
(2010) e SNIDER et al (2010), uma vez que a inibicdo da glicosilceraminda pode causar

alteracGes em moléculas inflamatorias.

3.4 ZAVESCA-MIGLUSTATO®

Zavesca-Miglustato® (N-butil-deoxinojirimicina — NB-DNJ) (Figura 3) é um
iminoacucar atualmente usado na clinica para o tratamento da doenca de Gaucher, uma
esfingolipidiose caracterizada por uma deficiéncia especifica da enzima B-glucocerebrosidase,
que resulta no acimulo anormal de glicosilceramida no lisossomo (BRIAN et al., 2013). Este
acumulo anormal de glicosilceramida promove uma disfuncgéo celular com a observacdo de um
aumento no volume do figado e bago bem como anormalidades na medula espinhal, causando
neurodegeneracdo progressiva e morte ainda na infancia (MELO & CARVALHO, 2006). O
mecanismo de acdo do Zavesca-Miglustato® baseia-se na privagdo de substrato. Este
iminoacucar é analogo de D-glucose, e atua inibindo glicosilceramida sintase (ABE et al., 2001;
BUTTERS et al., 2005), enzima responsavel pelo primeiro passo na sintese damaioria dos GSL
(TIRELLI, 2005).
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Figura 3 - Estrutura quimica do miglustato.
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Fonte: O autor(2016)

O miglustato e seus derivados alquilados tem a capacidade de inibir o processamento
dos oligossacarideos N-ligados a enzimas a-glicosidases | e I1. Como sdo compostos analogos
da glicose, eles podem inibir tanto glicosidases quanto glicosiltransferases, resultando na
inibicdo da biossintese de todosos GSL que sdo baseados em glicosilceramida (PLATT etal.,
1994).

O miglustato possui baixo grau de toxicidade em células normais. Foi observado que
com IC-50 de 20uM para inibi¢do da sintese de glicosilceramida (GlcCer), ndo causa acumulo
de ceramida, ndo causa apoptose, e ndo possui citotoxicidade em concentracdes em mM
(PLATT et al., 1994; BIEBERICH et al, 1999). A UDP-glicose: N-acilesfingosina
glicosiltransferase € a transferase que tem um papel importante na geracdo da GlcCer, que é 0

precursor dos GSL e gangliosidios mais complexos (Figura 4) (KOLTER et al., 2002).
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Figura 4 - Processo de glicosilacdo pela UDP-Glicose, onde o acucarglicose é adicionado a porcédo hidrofilica da

ceramida.
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Adaptado de: Enzyme Database

Disponivel em: www.enzyme-database.org/query.php?ec=2.4.1.80

Em linhagem de melanoma, o miglustato tem a capacidade de diminuir a producgéo de
GlcCer, de depletar gangliosidios do tipo GM3 da superficie celular, e do microambiente
tumoral sem acumulo de ceramida, causando um atraso no desenvolvimento tumoral
(GUERRERA et al.,, 2003). Com auxilio de lipossomas para carrear 0 miglustato até o
citoplasma, foi observado uma diminuicao nos niveis de melanina produzida pelos melandcitos
(PARK et al., 2008). Em linhagens de células de neuroblastoma, o miglustato consegue a
deplecdo de aproximadamente 85% dos gangliosidios do tipo GML1 levando ao retardo no
desenvolvimento destas células (DIJKHUIS et al., 2006).

GM3 é umimportante GSL no que se diz respeito a maturacdo e diferenciacdao dealguns
precursores mieldides em macrofagos e monacitos (NOJIRI et al., 1986). Em funcdo de GM3,
o0s osteoclastos, que também vém de um precursor miel6ide, sofrem diferenciacdo e maturacao
em respostas ao receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) e macrophage colony
stimulating factor (M-CSF) (HORWOOD et al., 1998; IWAMOTO et al., 2001).

Os pacientes com mieloma maltiplo (MM) comumente desenvolvem doenga osteolitica
(EDWARDS et al., 2008), e o miglustato pode inibir o processo de formacao dos osteoclastos,
que sdo fundamentais na doenca dssea e manutencdo do MM, devido dainibicdo de RANKL,

que € um sinal de ativacdo dos osteoclastos (ERSEK et al., 2015).


http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=2.4.1.80
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Em linhagens de células de cancer cerebral, EPEN e CT-2A, o miglustato teve efeito
inibitério no crescimento celular, tanto in vitro, quanto in vivo. O farmaco reduziu 50% das
celulas em EPEN, e 48% em CT-2A in vitro, sem alterar a viabilidade de células normais. Ja o
efeito in vivo foi de 55% para EPEN e 72% para CT-2A. Miglustato também mostra efeito nos
gangliosidios das linhagens EPEN e CT-2A, diminuindo cerca de 56% e 39% respectivamente
(RANES et al., 2001).

Outros estudos com o miglustato existem devido sua capacidade de interferir nas N-
ligagBes dosoligossacarideos, como o virus HIV in vitro. Atravésda inibigdo das a-glicosidases
I e Il que alteram o processamento dos N-glicanos das glicoproteinas gpl160, gpl120, gp4l
prejudicando a replicagdo, formacao de sincicios e infecciosidade do virus HIV (KARLSSON
etal., 1993; FISCHER et al., 1995; VOLLENWEIDER et al., 1996). Estes resultados, mostram
que o miglustato pode obter sucesso com seu reposicionamento no tratamento de patologias

que envolvam glicosilacdo de estruturas, como o cancer.
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5 METODOLOGIA

5.1 CULTIVO DE CELULAS NEOPLASICAS

Foi realizado o cultivo de células das linhagens de carcinoma ductal de mama (T-47D),
glioma humano (NG-97), leucemia aguda promielocitica (HL-60), adenocarcinoma de mama
(MDA-MB), melanoma (SK-MEL) e leucemia mieldide cronica (K-562). Todas as células
foram obtidas através do banco de células do Rio de Janeiro, mantidas a 37°C contendo 5% de
CO2em meio RPMI 1640, exceto MDA-MB que utilizou meio L15/F12, ambas com 10% de
soro fetalbovino. A troca de meio foi realizada sempre que necessario para manter a viabilidade
das células.

5.2 OBTENCAO DE CELULAS PBMC PARA REALIZACAO DA CULTURA CELULAR

As células mononucleares (PBMC) foram separadas do sangue periférico por meio de
gradiente de densidade descontinua sobre Histopaque 1077 (Sigma Aldrich), dentro das
considerages éticas. O tubo contendo o Histopaque 1077 e o sangue, foi centrifugado a 300 x
g por 30 minutos a 21°C em centrifuga sem freio. Em seguida, foram aspiradas com pipeta
Pasteur, as camadas contendo as células mononucleares, sendo transferidas para outro tubo
Falcon. As células entdo foram lavadas colocando-se 8 ml de solucdo PBS 1X concentrado e
centrifugado a 400 x g por 5 minutos a 21°C, descartando-se o sobrenadante. Apos a lavagem,
as células PBMC foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI 1640 suplementado 0,5% de
penicilina (Sigma®) e 10% soro bovino fetal e foi realizada a contagem das células por meio
da camara de Neubauer. A viabilidade celular foi verificada pela utilizacdo de Trypan Blue
(SIGMA, St. Louis, MO). Apés a cultura, as células PBMC foram submetidas a estimulo de
PMA (do inglés, Phorbol 12-myristate 13-acetate), e ionomicina, e para 0 ensaio com granzima
B, estimuladas com IL-2 + PHA (do inglés Phytohaemagglutinin). As doses do miglustato que
foram escolhidas para tratar a cultura foram de 5 uM, 10 uM, 50 uM e de 100 uM, e 10 uM e

100 uM para 0 ensaio com granzima B.
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5.3 OBTENCAO DE CAMUNDONGOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA E PARA O TESTE DE CITOTOXIDADE EMESPLENOCITOS

Foram utilizados 11 camundongos albinos BALB/c (Mus musculus) fémeas, com faixa
etaria de 40 dias e peso variando entre 25 e 30 g provenientes do biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami — LIKA da Universidade Federal de Pernambuco. Os
procedimentos com animais foram iniciados ap6s aprovacio pelo Comité de Etica Animal —
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CCB-UFPE) sob

nmero de processo 0031/2017.

5.4 CULTURA DOS ESPLENOCITOS DE BALB/C

Ap6s sacrificio em camara de CO2 os camundongos tiveram seus bagos retirados e
transferidos para placa de Petri contendo Meio RPMI 1640 (Gibco). As células foram
desagregadas com o auxilio de uma ponteira e em seguida realizada filtracdo em Cell Strainer
40um (BD Bioscience) e centrifugacdo a 300 G durante 10 minutos, aceleracdo 6, freio 4.
Quando necessario, o precipitado de células foi tratado com solucdo RBC Lysis Buffer 1x
(eBioscience) para lisar os eritrocitos presentes. Os esplendcitos foram contados em Camara de
Neubauer utilizando Azul de Trypan para determinar a viabilidade, sendo usados apenas se a
viabilidade fosse superior a 95%, em seguida plaqueadas a 1x10° células/pogo para realizacdo
de cultura com o mitégeno concanavalina A (ConA) (5ug/mL), e o metilpredinisolona como
farmaco referencia (100ug/mL). Um pogo foi deixado apenas com células sem estimulo para
controle do ensaio, sendo cultivadas em estufa com 5% de COza 37°C. Apos 48 horas o
sobrenadante da cultura foi retirado e estocado a -30°C até a utilizacdo para dosagem de

citocinas.

5.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE EM CELULAS NAO TRANSFORMADAS E
CITOTOXICIDADE EM CELULAS TUMORAIS: MTT

Os ensaios foram realizados utilizando PBMC (n = 2 experimentos independentes),
esplendcitos de camundongos tipo BALB/c (n = 4 experimentos independentes) e as linhagens
de células tumorais (n = 2 experimentos independentes para cada linhagem) descritas no item

5.1. O metodo MTT é uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
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tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O miglustato foi
adicionado em diferentesconcentragdes 5 uM, 10 uM, 50 uM e 100 uM, em triplicata para cada
condicdo, e incubado por 48 horas para as PBMC e esplendcitos, e por 72 horas para as células
tumorais, em estufaa 5% de CO2a 37°C. Em seguida foram adicionados 20 pl dasolucéo de
MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 horas. Apo6s as 3 horas foi
adicionando 130 ul de dodecil sulfato de sédio (SDS), para completa lise das células. Apos 24
horas a absorbancia foi lida ap6s dissolugdo do precipitado com SDS em espectrofotémetro de
placa a 570 nm.

5.6 DETERMINACAO DE CITOCINAS

As citocinas presentes no sobrenadante da cultura dos esplendcitos foram quantificadas
por ELISA sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay), seguindo as informaces
recomendadas pelos fornecedores. As citocinas avaliadas foram: IFN-y (2000/ 15,62), e IL-6
(1000/ 7,81), IL-17A (500/ 3,90). Para amostras que ficaram abaixo do limite de detecgéo do

kit, foi utilizado o valor do ponto menos concentrado.

5.7 ENSAIO DE MIGRACAO

Para avaliar o potencial efeito antimigratério dos compostos, foi utilizado o ensaio de
cicatrizacdo de ferida. As células foram plaqueadas em uma densidade de 0.5x10* por poco
mantidas em estufaa 37° com 5% de CO2 por 24 horas. Apos isso, um risco foi feito no fundo
da placa com auxilio de uma ponteira de 10 uL estéril, para deixar um espaco aberto sem
células. O meio foi trocado para lavagem das células, e os compostos foram colocados nas
concentragdes de 10 uM e de 100 uM. Na sequéncia sob um microscépio acoplado a um sistema
de captura de imagens, fotos foram feitas no tempo inicial zero (imediatamente a adigdo do
farmaco) e subsequentemente a 12 e 24 horas. A analise de area ocupada dos resultados foi
realizada a partir do programa Image J.
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5.8 IMUNOFENOTIPAGEM DE CELULAS B

A imunofenotipagem de linfécitos B (CD20+), foi realizada por citometria de fluxo em
sangue periférico. O anticorpo monoclonal utilizado foi anti-CD20. A aquisi¢do foi realizada
utilizando o FACSVerse (BD Biosciences, CA) e os dados obtidos analisados com o programa

BD FACSuite™ (BD Biosciences, CA). Os valores foram expressos em percentuais.

5.9 MARCACAO INTRACELULARDE GRANZIMA B E CELULAS TE NK

Apobs
a cultura das PBMC, 2x10° de células foram utilizadas para o protocolo de marcacéo
intracelular para granzima B, linfécito TCD8 e células NK de acordo com o manual do
fabricante. Os anti-corpos monoclonais utilizados foram anti-granzima B, anti-CD3, anti-CD8
e anti-CD56. A aquisicdo foi realizada através do FACSVerse (BD Biosciences, CA) e 0s
resultados obtidos foram analisados com o programa BD FACSuite™ (BD Biosciences, CA).

Expressando os valores em percentuais.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando o software GraphPad
Prism® versdo 6. O teste estatistico utilizado nas andlises foi o0 teste t ndo-paramétrico de
Wilcoxon, como as variaveis nao seguem distribuicdo normal, os resultados sdo apresentados
em mediana, maxima e minimo, utilizando-se o teste com compara¢do pareada. Os resultados

foram considerados significativos quando p<0,05.

6 RESULTADOS

6.1 ENSAIO DE SELETIVIDADE EM CELULAS NORMAIS

O ensaio de seletividade foi realizado através do método de MTT em células normais
PBMC. O composto foi primeiramente testado nas concentragdes de 10, 50 e 100 uM. Como

esperado, o miglustato ndo demonstrou qualquer efeito citotéxico, sem comprometer a
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viabilidade das c€lulas, até mesmo na concentragdo mais alta de 100 uM como mostra a tabela

a sequir:

Tabela 2 - Viabilidade dos PBMC tratadoscom miglustato.

Concentragédo (uM) Viabilidade (%) Desvio Padréo

10 83,93835 8,565963
50 85,3433 10,943360
100 89,20326 10,822650

Fonte: O autor (2016)

6.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS TUMORAIS

O miglustato foi testado em concentragdes de 5 uM, 10 uM, e 50 uM para as linhagens
MDA-MB, T47-D e HL-60, e nas concentracdes de 10 uM, 50 uM, e 100 uM para as linhagens
k-562, SK-MEL e NG-97. O composto ndo se apresentou citotdxico nas linhagens tumorais

avaliadas.

6.3 AVALIACAODA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DO MIGLUSTATO
O miglustato posteriormente foi testado em células de esplendcitos de BALB/c nas

concentragdes de 10 uM, 50 uM, 100 uM, adicionando nesse ensaio uma dose superior de 500
uM afim de testar o efeito citotoxico em uma concentragcdo maior, uma vez que nas células de
PBMC na dose maior de 100 uM ndo houve efeito toxico. Através do ensaio de MTT foi
observado alto grau de citotoxicidade apenas na concentracao de 500 uM, onde foi visto a
redu¢do da viabilidade celular como mostra a (Tabela 3). Apos isso, a dose de 500 uM foi

excluida por ser toxica.

Tabela 3 - Tabela de viabilidade de esplendcitos de BALB/c tratadoscom miglustato.

Concentracio (nM) Viabilidade (%)  Desvio Padrao

10 100,0 5,625460
50 100,0 10,064770
100 93,960750 4,708688
500 68,809300 12,745060

Fonte: O autor(2016)
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Para tratar a cultura dos esplendcitos dos BALB/c para a dosagem de citocinas, foram
escolhidas as dosesde 5, 10, 50 e 100 M, uma vez que nao demonstraram citotoxicidade nos
ensaios com PBMC e com as células do bago dos BALB/c. A dose de 500 uM que demonstrou
alto grau toxico nas células dos esplenocitos foi excluida doensaio. Sendoassim a cultura destas
células seguiram com as doses citadas acima, para elucidar o efeito imunomodulador do
miglustato.

Apobs o tratamento com o miglustato foi avaliada a expressdo do interferon gama.
Podemos observar que a modulagdo do composto ndo segue um comportamento dose resposta.
A dosede 5 uM tem uma mediana [1965 pg/mL (86,3 - 4736,5)] menor que das dosesde 10 e
50, apesar de ndo significativo. Ja a dose de 100 uM [1698,0 pg/mL (1161,2 - 3530,8)] reduziu
significativamente (p = 0,0078) os niveis de IFN-y quando comparado com a celula estimulada
[2465,0 pg/mL (1920,4 - 4988,0)] (Figura 5A).

Foi dosadatambém a citocina IL-17A apds o tratamento com o miglustato. A modulagdo
do composto, assim como o IFN-y, ndo segue um comportamento dose resposta. Podemos
observar que a dose de 5 e de 50 uM embora tenham as medianas menores que a de célula
estimulada [612,4 pg/mL (204,1 - 1951,4)] ndo mostraram resultados significativos. Ja a dose
de 10 uM [374,2 pg/mL (126,6 - 1170,9)] e a dosede 100 uM [363,3 pg/mL (92,5 -1002,6)]
mostrou reducado significativa da citocina quando comparadas com a célula estimulada com
valores de (p = 0,0186) e (p = 0,0020) respectivamente (Figura 5B).

Outra citocina que foi dosada no sobrenadante de cultura dos esplendcitos dos BALB/c
foia IL-6. Apesar das medianas das doses de 10 e de 100 uM serem menores do que a mediana
dacélula estimulada, ndo houve significancia nos resultados. Curiosamente na dose de 50 uM
a mediana [185,1 pg/mL (121,3 - 260,1)] se mostraram maiores que a da célula estimulada
[150,4 pg/mL (85,6 - 239,6)] mostrando um possivel efeito pro-inflamatério do miglustato

frente a essa citocina na dose de 50 uM (Figura 6).
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Figura 5 - Niveis das citocinas IFN-y (A) e IL-17A (B) em sobrenadante de cultura de esplendcitos tratados com
miglustato (5, 10,50 e 100 uM) (n = 11). Nos graficos apresenta-se a comparacao do miglustato com os controles
(CNT = Controle ndo tratado, ConA = Concavalina A, MP = Metilprednisolona). A reducdo na expressdo das
citocinas foiavaliadaem comparacdocom a condicdo de estimulo (ConA) e o grau de significancia é apresentado

pelos asteriscos (*) e (**). As barras representam mediana, méaximo e minimo.
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Fonte: O autor (2016)

Figura 6- Niveis de expressdode IL-6 em sobrenadante de cultura de esplendcitos tratados com miglustato (5, 10,
50 ¢ 100 uM) (n = 5). A reducdo na expressdo das citocinas foi avaliada em comparacdo com a condigdo de
estimulo (ConA). As barrasrepresentam mediana, maximo e minimo.
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6.4 ENSAIO DE MIGRACAO COM O MIGLUSTATO

O ensaio de migracao foi realizado nas células tumorais de glioma (NG-97) utilizando
as concentragdes de 10 uM e de 100 uM. Na dose de 10 uM do miglustato, o controle néo
tratado (CNT) teve uma area livre de células maior, 38.8% contra 31.6% dadose de 10 uM no
tempo de 24 horas. Ja na dose de 100 uM, foi observada uma area livre de células maior do que

no controle ndo tratado, 61.3% contra 38.8% como mostram a (Figura 7).

Figura 7- Ensaio de migracdo com miglustato a 10 uM e 100 uM em célula tumoral NG-97.

0Oh 24 h

CNT
Ensaio de migracdo NG-97

1004
Bl 12 horas
~ 804 24 horas
2
10 uM g 60
3
@ 404
e
g 20
0- T T T
CNT 10 yM 100 yM
100 },lM Miglustato

Fonte: O autor(2016)

6.5 IMUNOFENOTIPAGEM DE CELULAS B

Para observar possiveis efeitos do miglustato sobre os linfocitos B, foi feita
imunofenotipagem apo6s a cultura de 24 horas de PMBC estimulados com PMA e ionomicina.
Duas doses do composto foram escolhidas para tratar a cultura, a dose de 10 uM, e a dose de
100 uM que obtiveram resultados significantes nas dosagens de citocinas, mas ndo mostraram

resultados significantes nas células B (Figura 8).
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Figura 8 - Porcentagem de células B CD20* adquiridasa partir de imunofenotipagem da cultura de PBMC (n =6)

tratada com miglustatoa 10e 100 uM.
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Fonte: O autor(2016)

6.6 MODIFICACAO DA RAZAO CD4/CD8

Diante da expressdo de CD8*, o miglustato ndo demonstrou resultados significativos.
Em adicdo, a relacdo CD4/CD8 também foi alterada nas células que foram tratadas com
miglustato, (Figura 9). Na (Figura 9) pode-se observar efeito significativo do miglustato nas
doses de 10 uM (0,0371) e 100 uM (p = 0,002) quando comparado a condigdo nao tratada,

modificando a razdo entre CD4 e CDS.

Figura 9 - Razdo entre células CD4 e CD8 em cultura de PBMC tratada com miglustato.
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6.7 EFEITO DO MIGLUSTATO NA POPULACAO DE CELULAS NK

A imunofenotipagem de células NK tratadas com o miglustato mostrou um efeito
inibitério significativo (p = 0,0195) na dose de 10 uM do composto quando comparado a
condicdo estimulada, mostrando uma possivel acdo inibitéria do miglustato nestas células

(Figura 10).

Figura 10 - Imunofenotipagem de células NK. Cultura de PBMC (n = 10) tratada com miglustatoa 10 uM e 100
UM no tempo de 24 horas. Aredugdo nosniveis da célula NK foiobservada através da comparacao entre a condigdo
estimulada (IL2+PHA) e a condicdo estimulada e com miglustato a 10 uM (IL2+PHA+10 puM). O grau de

significancia é dado pelo asterisco (*). As barrasrepresentam mediana, maximo e minimo.
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Fonte: O autor(2016)

6.8 EFEITO DO MIGLUSTATO NA PRODUCAO DE GRANZIMA B

Na cultura de PMBC tratada com miglustato (n = 10), podemos observar uma
diminuicdo significativa nos niveis granzima B produzidas, tanto por linfécitos TCD4, quanto

por linfécitos TCD8. A diminuigdo atribuida possivelmente ao miglustato nas doses de 10 uM
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para linfécitos TCD4 (p = 0,0098) (Figura 11A), e na dose de 100 uM para os linfocitos TCD8
(p = 0,0098) (Figura 11B).

Figura 11 - Imunofenotipagem paragranzima B de linfécitos TCD4* e TCD8*. Culturade PBMC (n = 10) tratada
com miglustato a 10 pM e 100 uM no tempo de 24 horas. A: A redugdonos niveis da granzima B foi observada
através da comparacdo entre a condicdo estimulada (IL2+PHA) e a condicao estimulada e com miglustato a 10
pM (IL2+PHA+10 uM) para TCD4. B: A redugdo nosniveis da granzima B foi observada através da comparacdo
entre a condi¢ao estimulada (IL2+PHA) e a condi¢do estimulada e com miglustatoa 100 uM (IL2+PHA+100 pM)

para TCD8. O grau de significAncia é dado pelos asteriscos (**). As barras representam mediana, maximo e

minimo.
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7 DISCUSSAO

Na procura por novos usos para farmacos antigos, estratégia adotada e conhecida como
reposicionamento de farmacos, o miglustato mostrou eficacia na inibicdo da migracdo celular
em linhagem neoplésica de NG-97, na inibicdo de forma significativa de citocinas pro-
inflamatdrias 1FN-y e IL-17A e diminuicdo de células importantes na patogénese de doencgas
inflamatdrias como LTCD8*, NK* e agentes citotoliticos essenciais como granzima B.

Na busca por drogas mais potentes e com menor 1C50, e apesar da concentracdo mais
alta de 100 uM, o miglustato ndo possui efeito citotoxico em células normais de PBMC e
esplendcitos de BALB/c (Tabela 2 e Tabela 3), fato importante no que se refere a novas
abordagens para tratamento de doencas.

O miglustato foi testado em algumas linhagens neoplasicas ndo mostrando efeito
citotdxico nas mesmas, podendo-se sugerir que o bloqueio da sintese de glicolipidios néo seja
tdo crucial para a sobrevivéncia da célula neoplasica, podendo ocorrer em outros eventos
celulares como por exemplo a migracdo. GUERRERA et al., (2003) mostram em seu estudo
gue o miglustato causa um retardo no desenvolvimento tumoral na linhagem de MM, fato esse
que ndo conseguimos mostrar em nosso estudo.

O miglustato ndo se mostrou toxico contra as células tumorais, mas como era esperado,
ele teve efeito positivo no ensaio de migracdo, onde o composto conseguiu inibir as células de
NG-97 migrassem no ensaio. O efeito era esperado pois as células tumorais utilizam dos
glicolipidios de membrana para estabelecimento do microambiente tumoral, adesdo, e para
migragdo com consequente metéstase (RAMBARUTH et al., 2011). Nossos resultados com
migracdo mostram uma capacidade interessante e promissora do miglustato para este fim,
cabendo mais estudos serem realizados para este tipo de reposicionamento.

Nossos resultados mostram efeito imunomodulador do miglustato frente as citocinas
IFN-y, e IL-17A. O efeito do miglustato sobre a expressdo de citocinas ja foi relatado
previamente por DECHECCHI, et al., (2008), onde eles afirmaram que o miglustato tem efeito
imunomodulador em fibrose cistica de células brénquicas por causa de P. aeruginosa, onde ha
reducdo dos niveis de mRNA da quimiocina 1L-8.

O IFN-y mostra-se ser uma citocina central no controle da inflamacéo. Participa de
eventos importantes da resposta imunoldgica como na comunicacdo entre a imunidade inata e
adquirida, defesa contra infeccGes virais e bacterianas, regulacdo do ciclo celular e apoptose,

ativacdo e maturacdo de células importantes como NKs, CTLs, participa na liberacdo de
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quimiocinas importantes para recrutamento de células efetoras para o local de inflamacéo,
dentre outras funcées (SCHRODER et al., 2004; SELIGER et al., 2008; HU et al., 2008). A
inibicdo desta citocina pode ser interessante para o tratamento de muitas patologias como por
exemplo a artrite reumatoide, psoriase, entre outras doencas inflamatérias (HIROTA et al.,
2018; CHANDRAKUMAR et al., 2015).

Seguindo um caminho inverso, 0 IFN-y pode ser uma ferramenta de uso pro-tumoral
por conta do efeito paralelo a inflamacdo que ele exerce. Acredita-se que através de sua
capacidade de estimular células Tregs, e CTLs e NKs com capacidade de reparacdo tecidual, e
modulacdo da resposta inflamatoria, o cancer pode-se utilizar desses artificios para escapar do
sistema imune e progredir (IRMLER et al., 2007; OSTRAND-ROSENBERG et al., 2009;
ZAIDl etal., 2011).

A IL-17A ao mesmo tempo participa ativamente de doencas inflamatérias e doengas
autoimunes, mostrando ser um bom alvo a ser explorado pela sua relevancia nessas doencas.
(QIAN et al., 2015). Esta citocina tem ganhado atencéo no cancer por estar encontrada em altas
concentragdes, sendo relacionada diretamente com a inibicdo do processo de apoptose das
células tumorais, blogueando respostas antitumorais, e promovendo angiogenese através da
liberacdo de fatores pré-angiogénicos, metéstase e invasdo (QIAN et al., 2015). O miglustato,
por inibir significicativamente esta citocina mostra-se uma boa estratégia a ser estudada para o
combate a doengas de cunho inflamatorio e autoimunes, onde esta citocina tem papel
importante.

A reducdo significativa dos niveis de IFN-y e de IL-17A se mostrou bastante
interessante. Na imunomodulacdo as reducdes destes niveis mostram uma promissora
alternativa para tratamento de doengas de cunho inflamatério, principalmente pela necessidade
de se descobrir alternativas para os anti-inflamatdrios existentes, que se mostram toxicos e com
efeitos colaterais adversos quando usados a longo prazo (WITTMANN et al., 2015).

Os linfdcitos sdo uma das principais células produtoras de granzima B, onde este tipo
de granulo é um dos principais mediadores de citotoxicidade destas células, responsavel pela
degradacdodamembrana doantigeno (GOLDBACH-MANSKY etal.,2004). Estudos mostram
que pacientes com doencas inflamatdrias como a artrite reumatoide, possuem altos niveis de
granzima B sérica, e no liquido sinovial, levando a acreditar que esse tipo de resposta
inflamatdria citotoxica, esta diretamente ligada a patogénese de doencas desse cunho (TAK et
al.,, 1999; GOLDBACH-MANSKY et al., 2004). Nossos resultados mostram reducéo

significativa dos niveis de granzima B produzida tanto por células TCD4* quanto por celulas
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TCD8*, sugerindo que o miglustato, atraves do reposicionamento, e de novos estudos, pode se
tornar uma ferramenta inovadora no combate a doengas desse tipo.

Na imunofenotipagem foi mostrada o aumento das celulas TCD4*, com a diminuicdo
das células TCD8* induzidas pelo miglustato. O aumento de células TCD4* induzido pelo
miglustato, pode ser uma estratégia eficiente em alguns tipos de doencas como por exemplo a
AIDS, onde nesta doenga ha um comprometimento deste tipo celular por conta infecgdo viral
(BALDAUFetal., 2017).

Muito se sabe sobre os papeis fundamentais das células NK, que véo desde a resposta
imune inata, até imunovigilancia e defesa contra células neoplasicas (GOTTHARDT et al.,
2017). Uma hip6tese acerca destetipo celular intriga os pesquisadores ha mais de 20 anos, onde
relacionam mulheres com altos niveis de células NK no sangue periférico a infertilidade, ou
falha na gestacdo (AOKI et al., 1995; ROUSSEYV et al., 1996). Estudo recente indica o uso de
terapias imunossupressoras para as mulheres que possuem altos niveis de NK no sangue
periférico (TEMPLER et al., 2016). Nossos resultados mostram que o miglustato tem a
capacidade de diminuir significativamente os niveis das células NK, podendo, através de mais
estudos para comprovar a eficacia, ser uma forma de reposicionamento para esse tipo de
problema.

Através de todos os dados mostrados, o reposicionamento do miglustato mostra-se
potencialmente promissor no tratamento de doencas inflamatérias, devido ao seu efeito
modulador sobre IFN-y e IL-17A, citocinas chave no processo inflamatorio. Os mecanismos
indutores do composto na diminuicdo da razéo entre CD4/ CD8 devem ser melhor estudados
para comprovar sua reprodutibilidade, assim como a capacidade de diminuir os niveis de células
NK. O miglustato mostrou-se eficaz também em inibir a migracdo em células neoplasicas de

glioma humano.
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8 CONCLUSOES

O miglustato ndo se mostrou toxico frente células PMBC e esplendcitos de BALBI/c,
onde também ndo apresentou toxicidade nas linhagens neoplésicas testadas.
Foi observado um efeito imunomodulador significante nas citocinas IFN-y e IL-17A, e nédo
significante na citocina IL-6, mostrando um possivel efeito imunomodulador do composto. O
miglustato mostrou atividade antimigratéria na linhagem neoplasica NG-97.

Foi observado uma mudanca na razdo entre as células CD4/CD8, induzida pelo
miglustato. O composto foi capaz também de reduzir os niveis de células NK, e reduzir o nivel
de granzima B produzidas por células TCD4 e TCD8.

Através dos resultados obtidos, podemos concluir o efeito imunomodulador e
antimigratorio do miglustato, mostrando ser uma ferramenta promissora na reposicao de

farmacos.
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