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RESUMO

A esclerose sistémica (ES) € uma doenga autoimune que tem como pilares
vasculopatia, autoimunidade e fibrose desregulada, sendo seu tratamento focado no
controle dos sintomas e prevencao de complicagcbes, pois ndao ha cura. As
tiazolidinedionas sdo uma classe de farmacos que ativam o receptor ativado por
proliferador de peroxissoma-gama (PPARy) e possuem acédo anti-inflamatdria,
antifibrotica e antioxidante, sendo possiveis agentes terapéuticos para a ES. O
trabalho possui 0 objetivo de avaliar as atividades imunomoduladora, antifibrética e
antioxidante dos derivados tiazolidinicos LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20, possiveis
agonistas do PPARy, com analise de suas propriedades farmacocinéticas. A analise
in silico das propriedades farmacocinéticas do LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 ocorreu pelo
SwissADME. A linhagem 3T3-L1 foi utilizada para os ensaios de citotoxicidade pelo
MTT, diferenciagdo adipogénica induzida por coquetel de estimulo (CE) com os
derivados para coloracao de lipideos pelo Oil Red O e avaliagdo de expressao génica
de PPARYy por RT-qPCR. Em cultura de células mononucleadas do sangue periférico
(PBMC) de voluntarios saudaveis estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) e tratados
com os derivados foi avaliado a atividade imunomoduladora por ELISA sanduiche.
Com fibroblastos de pele de um voluntario saudavel foram avaliados a atividade
antioxidante apos estimulagdo com peroxido de hidrogénio (H202), ent&o tratadas e
marcagado de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela sonda DHE, ja avaliagao
antifibrética pela marcacdo de COL1A2 e pSmad2/3 ocorreu apds estimulagdo com
TGF-B e tratamento in vitro. A analise in silico mostrou que os derivados LPSF/JB-3 e
LPSF/JB-20 possuem absorgao pelo trato gastrointestinal e ndo sofrem efluxo pela
glicoproteina-P. Pelo druglikeness mostrou que os derivados respeitam a regra de
Lipinski. A predi¢cao prevé que os derivados possuem probabilidade de ligagdo com
PPARy. Os derivados nao apresentaram atividade citotdxica nas concentragbes
testadas (10pM, 25uM e 50uM) na linhagem 3T3-L1. O tratamento com CE +
LPSF/JB-3 (10uM) (**p= 0,0076), CE + LPSF/JB-20 (10uM e 25uM) (**p= 0,0033 e
***p= 0,0003) apresentou maior conteudo lipidico (%) que o grupo CE. O grupo CE +
rosiglitazona (RSG - 10uM) comparada com CE + LPSF/JB-3 (10uM, 25uM e 50uM)
e CE + LPSF/JB-20 (10uM) nao diferiram significativamente no conteudo lipidico
relativo, mas CE + LPSF/JB-20 (25uM) (**p= 0,0069) acumulou mais lipideos que CE
+ RSG. Foi observado que células 3T3-L1 tratadas apenas com CE (*p= 0,0412)



tiveram maior expresséo, significativa, de RNA mensageiro de PPARy do que células
tratadas com CE + RSG, CE + LPSF/JB-3 (10uM, 25uM) e CE + LPSF/JB-20 (10uM,
25uM). O sobrenadante de PBMC tratado com LPSF/JB-20 (50uM) reduziu os niveis
de IFNy (**p= 0,0079) em comparagcdo com a PBMCs apenas estimuladas com PHA.
Porém, os derivados nao reduziram os niveis de IL-1B3, IL-6 e IL-13. Em fibroblastos
foi observado que o LPSF/JB-3 (25uM) reduziu significativamente a marcagéao de
pSmad2/3 (*p=0,0197) e COL1A2 (*p= 0,0212) e reduziu a marcagédo de ROS quando
comparado com grupo H202 (*p= 0,0463). Conforme os resultados, € sugerido que o
LPSF/JB-20, apresente atividade imunomoduladora, o LPSF/JB-3 possua atividade
antifibrética e antioxidante, e ambos derivados com potencial atividade de ligagédo com
PPARYy.

Palavras-chave: Esclerose sistémica; Tiazolidinedionas; PPAR; Citocina;
ROS.



ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease whose pillars are
vasculopathy, autoimmunity and dysregulated fibrosis, and its treatment is focused on
controlling symptoms and preventing complications, as there is no cure.
Thiazolidinediones are a class of drugs that activate the peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARy) and have anti-inflammatory, antifibrotic and
antioxidant action, being possible therapeutic agents for SSc. The objective of this
work is to evaluate the immunomodulatory, antifibrotic and antioxidant activities of
thiazolidine derivatives LPSF/JB-3 and LPSF/JB-20, possible PPARy agonists, with
analysis of their pharmacokinetic properties. In silico analysis of the pharmacokinetic
properties of LPSF/JB-3 and LPSF/JB-20 was performed by SwissADME. The 3T3-L1
cell line was used for cytotoxicity assays by MTT, adipogenic differentiation induced
by stimulus cocktail (SC) with derivatives for lipid staining by Oil Red O and evaluation
of PPARy gene expression by RT-qPCR. In culture of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from healthy volunteers stimulated with phytohemagglutinin (PHA) and
treated with the derivatives, the immunomodulatory activity was evaluated by sandwich
ELISA. With skin fibroblasts from a healthy volunteer, the antioxidant activity was
evaluated after stimulation with hydrogen peroxide (H202), then treated and marking
of reactive oxygen species (ROS) by the DHE probe, already antifibrotic evaluation by
the marking of COL1A2 and pSmad2/3 occurred after stimulation with TGF-$ and in
vitro treatment. The in silico analysis showed that the LPSF/JB-3 and LPSF/JB-20
derivatives are absorbed by the gastrointestinal tract and are not effluxed by P-
glycoprotein. By druglikeness it showed that derivatives respect Lipinski's rule. The
prediction predicts that the derivatives are likely to bind with PPARy. The derivatives
did not show cytotoxic activity at the tested concentrations (10uM, 25uM and 50uM) in
the 3T3-L1 strain. Treatment with SC + LPSF/JB-3 (10uM) (**p= 0.0076), SC +
LPSF/JB-20 (10uM and 25uM) (**p= 0.0033 and ***p= 0 .0003) had a higher lipid
content (%) than the SC group. The SC + rosiglitazone (RSG - 10uM) group compared
with SC + LPSF/JB-3 (10uM, 25uM and 50uM) and SC + LPSF/JB-20 (10uM) did not
differ significantly in relative lipid content, but SC + LPSF/ JB-20 (25uM) (**p= 0.0069)
accumulated more lipids than SC + RSG. It was observed that 3T3-L1 cells treated
only with SC (*p= 0.0412) had a significantly higher expression of PPARy messenger
RNA than cells treated with SC + RSG, SC + LPSF/JB-3 (10uM, 25uM ) and SC +



LPSF/JB-20 (10uM, 25uM). PBMC supernatant treated with LPSF/JB-20 (50uM)
reduced IFNy levels (**p= 0.0079) compared to PHA-only PBMCs. However, the
derivatives did not reduce the levels of IL-183, IL-6 and IL-13. In fibroblasts, it was
observed that LPSF/JB-3 (25uM) significantly reduced pSmad2/3 marking (*p=
0.0197) and COL1A2 (*p= 0.0212) and reduced ROS marking when compared to the
group H202 (*p=0.0463). According to the results, it is suggested that LPSF/JB-20 has
immunomodulatory activity, LPSF/JB-3 has antifibrotic and antioxidant activity, and

both derivatives have potential binding activity with PPARYy.

Keywords: Systemic sclerosis; thiazolidinediones; PPAR; Cytokine; ROS.
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1 INTRODUGAO

Algumas doengas reumaticas, tais como a esclerose sistémica (ES) séo
caracterizadas pela disfung¢ao do sistema imunoldégico e fibrose, adquirindo um carater
de doenca inflamatéria cronica. A fibrose ndo é uma doenga, mas o resultado da
reparagao de tecido que pode ser desregulada quando este € constantemente
lesionado. A fibrose patoldgica € decorrente do acumulo progressivo e irreversivel de
componentes da matriz extracelular (MEC), como colageno e fibronectina, que s&o
produzidos em maiores quantidades por miofibroblastos, causando ruptura da
arquitetura do tecido, disfungado de 6rgaos e pér fim a falha do funcionamento dos
orgaos com fibrose. Os mecanismos relacionados ao acumulo progressivo da MEC
estdo também associados com a produgao desregulada de citocinas inflamatérias
pelas células do sistema imunologico (HENDERSON; RIEDER; WYNN, 2020).

Os linfécitos T e os mondcitos/macrofagos atuam como importantes
reguladores no tecido fibrosado por influenciar na iniciagédo, manutencéao e reparo do
tecido lesionado. A regulagdo dessas células € mediada por meio da producdo de
citocinas inflamatorias por linfécitos T helper (Th) que possui diferentes perfis de
respostas no organismo, em destaque, os perfis Th1, Th2 e Th17. Os diferentes perfis
de citocinas atuam dificultando as abordagens terapéuticas que nao sao capazes de
regredir o quadro inflamatdrio influenciado por mais de uma citocina relacionada a
fisiopatologia da ES (CUTOLO; SOLDANO; SMITH, 2019)

O fator de crescimento beta (TGF-B, do inglés), é a mais importante citocina
pro-fibrotica, entre outras como IL-1, IL4, IL-13, IL-6, IL-17A e IL-22 que colaboraram
para o estado de retroalimentacdo da fibrose patolégica (HENDERSON; RIEDER,;
WYNN, 2020; WILSON et al., 2010). Além das citocinas, outro fator importante
envolvido na retroalimentacao da fibrose patoldgica envolvem as espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés). Em pacientes que desenvolvem fibrose pulmonar foi
observado que o peréxido de hidrogénio é capaz de induzir apoptose do epitélio
alveolar, ativacdo de fibroblastos e producdo de IL-1 e IL-6 em miofibroblastos
(FORMAN; ZHANG, 2021; VONA et al., 2018). A partir desse contexto, a busca por
novas abordagens terapéuticas que possam controlar inflamacao, fibrose e produgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) é essencial no tratamento de doengas como
a esclerose sistémica (ES), conhecida por sua fisiopatologia complexa que acomete
o tecido conjuntivo, possuindo a fibrose progressiva como principal fenotipo.
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Os compostos tiazolidinicos, também denominados tiazolidinedionas (TZDs)
sdo ligantes sintéticos do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma-gama
(PPARYy). Essas moléculas foram desenvolvidas na década de 1990 e foram
inicialmente concebidas como agentes antidiabéticos. As TZDs tém sido estudadas
como uma possivel opcao de tratamento para a ES devido ao seu potencial efeito
antifibrético e anti-inflamatério. Estudos tém demostrado que as TZDs podem reduzir
a producgao de citocinas inflamatorias, colageno e outras proteinas envolvidas na
fibrose (NHU et al., 2020; SANTOS; FUNDACAO OSWALDO CRUZ. INSTITUTO
AGGEU MAGALHAES. RECIFE, 2018).

Atualmente, n&do existe uma cura para a ES e o tratamento é geralmente
baseado no controle dos sintomas e na prevencédo de suas complicagcdes. Isso se
deve a auséncia de agentes farmacologicos que possuam atividade direta no bloqueio
da fibrose, a manifestagcdo mais importante da ES (DENTON, 2016). Na perspectiva
da ES, é fundamental a implementacdo de estudos com novas moléculas que

possuam potencial atividade terapéutica no controle e progressao da doencga.

2 JUSTIFICATIVA

A ES é uma doenga autoimune que afeta o tecido conjuntivo e pode causar
danos aos vasos sanguineos, pele, 6rgaos internos e sistema musculoesquelético. A
patogénese dessa doenga envolve uma resposta imunoldgica desregulada que resulta
em uma inflamacdo crbonica e deposito de proteinas de matriz extracelular.
Atualmente, ndo ha cura para a ES e o tratamento é focado apenas em aliviar os
sintomas e retardar a progressao da doencga. Sao mais utilizados na rotina médica os
imunossupressores, glicocorticoides, vasodilatadores como antagonistas da
endotelina e bloqueadores dos canais de calcio, antagonistas alfa-adrenérgicos,
inibidores da fosfodiesterase, inibidores da enzima conversora de angiotensina e
bloqueadores do receptor da angiotensina Il.

A escolha do tratamento depende do quadro clinico e do grau de acometimento
dos orgaos, além de levar em consideragdo se a doenga esta ativa e reversivel,
caracterizada por vasoconstricdo e inflamagédo, ou se ja apresenta estagios
irreversiveis, como fibrose ou necrose. Apesar dos avangos recentes no tratamento
da ES, muitos pacientes ndo respondem satisfatoriamente aos tratamentos existentes
ou experimentam efeitos colaterais significativos. Além disso, a ES é uma doenga

progressiva e potencialmente fatal em alguns casos.
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Diante do exposto , a pesquisa com potenciais agentes terapéuticos na
perspectiva da ES é uma necessidade clinica importante e a experimentacgao in silico
e in vitro € uma etapa critica nesse processo, pois permite avaliar sua eficacia e

segurancga antes de testa-los em animais e humanos.

3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar as atividades imunomoduladora, antifibrética, antioxidante e
propriedades farmacocinéticas dos derivados tiazolidinicos LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20

como potenciais moléculas no tratamento para esclerose sistémica

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analisar in silico farmacocinética, druglikeness e predicdo do alvo
terapéutico;
e Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro dos derivados tiazolidinicos;
e Avaliar a atividade agonista do PPARYy in vitro dos derivados tiazolidinicos;
e Avaliar a atividade antifibrética in vitro dos derivados tiazolidinicos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos compostos tiazolidinicos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

1.1. ESCLEROSE SISTEMICA

A ES é uma doenga reumatoldgica autoimune que afeta o tecido conjuntivo, e
afeta 6rgaos vitais, como pulmdes, coragao, rins e o trato gastrointestinal (TGI). A
partir da extensao e localizagdo do acometimento cutaneo, a ES pode ser classificada
nas formas clinicas: cutédnea limitada (ESI) e cutanea difusa (ESd) (ZUO et al., 2017).
O diagnéstico, caracterizagado dos subtipos da doenga e prognostico dos pacientes
seguem os critérios do Colégio Americano de Reumatologia e a Liga Europeia Contra
o Reumatismo (ACR/EULAR, siglas em inglés), que determina que o espessamento
da pele dos dedos estendendo-se proximalmente as  articulagcbes
metacarpofalangicas. Na auséncia desse achado, sete outros achados devem ser
identificados e pontuados: espessamento da pele dos dedos, lesdes nas pontas dos
dedos, telangiectasias (pequenas veias que se desenvolvem logo abaixo da pele),
capilares anormais, doenga pulmonar intersticial ou hipertensédo arterial pulmonar,
Fenbémeno de Raynaud (Fry — constricdo das pequenas artérias faz com que os
dedos fiquem palidos ou azulados, dormentes e com formigamento) e autoanticorpos
relacionados a ES (HUGHES; HERRICK, 2019).

As manifestagbes em orgéos internos envolvem a fibrose pulmonar, faléncia
renal (acompanhada de quadros de hipertensdo e micro angiopatia trombdtica)
complicagdes gastricas, que estdo vinculadas as altas taxas de mortalidade da doenca
(DENTON; KHANNA, 2017; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013). E bastante comum
no estagio inicial da doenga a presenga do FRy e refluxo gastresofagico, mas sao
considerados sintomas comuns encontrados na populagado em geral, entdo € bastante
importante considerar todas as caracteristicas possiveis ao contexto clinico por ser
uma doenca com fendtipo heterogéneo. A identificagdo de autoanticorpos é
importante, pois na ES eles podem ser usados para diagnosticar, classificar a doenga
e definir prognostico do paciente. A ESI é bastante associada com anticorpos anti-
centrémero (anti-CENP), enquanto a ESd é mais comumente relacionada com
anticorpos anti-topoisomerase | (anti-Scl70) ou anti-RNA polimerase (anti-RNAP) Il
(ALLANORE et al., 2015; STEEN, 2005). O prognostico do paciente & determinado

por meio das manifestacdes clinicas predominantes, em destaque aquelas envolvidas
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com o0s orgaos internos, acompanhado do diagnédstico laboratorial. (DENTON;
KHANNA, 2017; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013).

1.1.1. Epidemiologia

Como em uma doencga rara, a ES tem taxas de incidéncia e prevaléncia que
variam conforme as diferentes regides do mundo (HORIMOTO et al., 2017;
INGEGNOLI; UGHI; MIHAI, 2018).

Mundialmente, uma entre 10.000 pessoas pode ser afetada pela ES (BOSSINI-
CASTILLO et al., 2015). A ES é uma doengaom poucos estudos epidemioldgicos, o
que se deve a grande variabilidade na prevaléncia e incidéncia. Esse fato € causado,
principalmente, pelas manifestagdes clinicas relativamente incomuns na maioria da
populagao e pelas diferentes proteinas que podem ser identificadas, assim como na
evolugdo dos critérios de classificagdo da ES ao longo do tempo. Estudos
epidemioldgicos, a partir de 2010, tém sido conduzidos ao redor do pelo mundo ,
apresentando as taxas de prevaléncia e incidéncia da ES com o uso de critérios
diagnésticos distintos a incidéncia global varia de 8 a 56 novos casos/milhdo/ano. E
importante salientar que as atuais medidas terapéuticas atenuar a situagao clinica
dos pacientes e aumentaram a expectativa de vida, o que impacta na prevaléncia da
ES ao longo dos anos (ANAGNOSTOPOULOS et al., 2010; BAJRAKTARI et al., 2013;
EL ADSSI et al., 2013; FURST et al., 2012; GOTTSCHALK et al., 2014; HOFFMANN-
VOLD et al., 2012; KANECKI et al., 2017; KUO et al., 2011; MEYER et al., 2016;
RADIC et al., 2010; ROSA et al., 2011).

No Brasil, um estudo realizado na capital do estado de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, foi relatado taxas de incidéncia de 11,9 por milhdo/habitantes e a
prevaléncia de 105,6 por milhdo/habitantes, taxas menores comparadas a paises
americanos e europeus (HORIMOTO et al., 2017; INGEGNOLI; UGHI; MIHAI, 2018).
No estado de Pernambuco, um estudo desenvolvido por Ferreira e colaboradores em
111 pacientes com ES no servico de referéncia estadual, o ambulatério de
reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE), foi observado que 94% dos pacientes atendidos sao mulheres com média
de idade de 49 anos, a maioria dos pacientes foram acometidos com a ESI (61%) e
que vivem em regido urbana (92%) (FERREIRA; LIMA, 2022).
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1.1.2. Etiopatogénese

Apesar de nao estar determinado qual é o principal gatilho para o
desenvolvimento da ES, tem sido observado que um individuo com uma base genética
permissiva desencadeia uma série de interacdes complexas. Isso inclui diferentes
estruturas que que estdo envolvidos nos aspectos funcionais e moleculares bem
estabelecidos que participam em um processo retroalimentacdo, como as células
endoteliais, plaquetas, células estruturais (principalmente fibroblastos e
miofibroblastos), células do sistema imune, citocinas, fatores de crescimento,
autoanticorpos, estresse oxidativo e além de tantas outras moléculas biologicamente
ativas, levando ao acumulo de matriz e culminando em fibrose progressiva.
(ALLANORE et al., 2015; BHATTACHARYYA; WEI; VARGA, 2011; FEGHALI-
BOSTWICK; VARGA, 2017; KATSUMOTO; WHITFIELD; CONNOLLY, 2011).

A iniciativa dos estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS, sigla em
inglés) tém analisado como diferentes /oci estao relacionados com a susceptibilidade
a doenga, assim como nas manifestagdes clinicas (ALLANORE et al., 2015). Por
exemplo, em genes da regido do complexo de histocompatibilidade (MHC)
apresentam maiores indicios de associagdo com ES, devido a essa regido agrupar
importantes genes para o bom funcionamento do sistema imune (JIN et al., 2014;
NAVARRO; BUSTOS, 2006; STICHERLING, 2012). O grau parentesco também pode
estar associado ao surgimento da doenga, os parentes de primeiro grau aparentam
ter maior predisposicdo em desenvolver a ES em relagdo a populagdo em geral
(MAYES; TROJANOWSKA, 2007; STICHERLING, 2012).

Além disso, as viroses e agentes infecciosos sdo importantes candidatos a
gatilhos ocasionados pelo ambiente que os pacientes vivem, isso se deve ao fato de
ter sido encontrado em pacientes com ES anticorpos do citomegalovirus humano,
deteccdo de material genético de Eritrovirus B19 e Epstain-Barr virus em fibroblastos
e miofibroblastos de regiao fibrosada (FARINA et al., 2014; LUNARDI et al., 2005)

1.1.3. Fisiopatologia

A ES é uma doenga autoimune caracterizada pela combinacdo de fatores
genéticos e eventos ambientais que acionam gatilhos moleculares em um individuo
susceptivel (pacientes que tiveram contato com amianto, silica, solventes organicos e
virus) desencadeiam a ativagao persistente do sistema imunologico e perda de pontos

de checagem. Isso leva os pacientes a desenvolverem os principais mecanismos da
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ES: alteracbes vasculares (1), autoimunidade (2) e fibrose (3), que funcionam em um
mecanismo complexo e retroalimentativo com participacdo de diferentes tipos
celulares (células endoteliais, células dendriticas, macrdfagos, linfécitos T e B,
fibroblastos e miofibroblastos), citocinas inflamatérias (TGF-3, IFNa, IL-6 e IL-13) e
producao de espécies reativas do oxigénio (ROS), ilustrado na figura 1 (ALLANORE
et al.,, 2015; BENFAREMO et al., 2022; DENTON; KHANNA, 2017; KATSUMOTO;
WHITFIELD; CONNOLLY, 2011).

Figura 1 — Fisiopatologia da esclerose sistémica. (MEC = matriz extracelular; PDGF = Fator de
crescimento derivado de plaqueta; TLR4 = receptores toll-like 4; Th2 = Linfécitos T helper ativados do
tipo 2; ERO = espécies reativas de oxigénio; TGF-f3 = fator do crescimento beta; IFN-a = interferon alfa;
IL = Interleucina; FP4 = fator plaquetario 4).
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1.1.3.1. Disfuncgao do endotélio vascular
Os danos a pequenos vasos e a ativagao endotelial sdo conhecidos como os
provaveis eventos iniciais na ES (ALLANORE et al., 2015; TROJANOWSKA, 2010). A
progressao da disfungdo vascular costuma provocar a diminuicdo do numero de
capilares, espessamento da tunica intima e média em vasos sanguineos e

estreitamento da microvasculatura do lumen intestinal, que cursa a quadros de hipdxia
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e estresse oxidativo (ALLANORE et al., 2015; TROJANOWSKA, 2010). As células
endoteliais secretam diferentes mediadores inflamatérios, principalmente pela
expressao das moléculas de adeséo intracitoplasmatica (ICAM), molécula de adesé&o
celular-vascular 1 (VCAM-1) e selectina-E, e a secregao dessas moléculas que resulta
no mecanismo de diapedese e no recrutamento de células inflamatdrias. Elas também
expressam outros mediadores pro-inflamatorios e pré-fibroticos, como a endotelina-1
e o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) (ALLANORE et al., 2015;
TROJANOWSKA, 2010). Em pacientes que desenvolveram HAP foi observado a
reducao da expressao de PPAR-y, a relagao do receptor com a vasculatura pode ser
descrita por estudo in vivo com camundongos com gene PPARYy inativo em células
lisas do musculo ou em células endoteliais, nas quais ambos o0s modelos

desenvolveram problemas hipertensao vascular (TROJANOWSKA, 2010).

1.1.3.2. Alteragao do sistema imunolégico
Na ES, a resposta imune e celular encontram-se desreguladas. Na imunidade
humoral, a autoimunidade € mediada principalmente por autoanticorpos, enquanto a
imunidade celular com atividade de células inflamatérias e citocinas presente em
orgaos, como a pele e os pulmbes, caracterizando as formas clinicas da doencga
(ALLANORE et al., 2015).

Na imunidade celular, o linfocito T € responsavel pela producédo de diversas
citocinas que controlam multiplas tarefas simultaneamente pelo organismo com o
objetivo da manuteng¢ao da homeostase (KUMAR; CONNORS; FARBER, 2018). Em
algumas doencas autoimunes como a ES, o linfécito T exerce um importante papel na
fisiopatologia da doenga por impactar no acumulo de MEC e nas vasculopatias
(BREMBILLA; CHIZZOLINI, 2012). As células Th2 caracterizam-se pela produgao de
interleucinas (IL) como IL-4, IL-5, IL-13 e IL-21 que influenciam no metabolismo dos
fibroblastos e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em oposicdo a atividade de
interferon-a (IFN-a) de células de perfil de resposta Th1, potentes inibidores da sintese
de colageno (BREMBILLA; CHIZZOLINI, 2012a; CHIZZOLINI et al., 2003). Além
disso, tem sido relatado que em células do sangue periférico de pacientes com ES
possuem uma expressao elevada de IFN-y, citocina de perfil Th1 que aparentar ter
atividade antifibrotica. Por outro lado, um estudo desenvolvido por Scala e
colaboradores, foi observado niveis reduzidos de IFN-y em pacientes com ES em

comparagao aos controles saudaveis. Em contraste, o estudo realizado por
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Needleman e colaboradores nao reportaram diferengas entre os grupos avaliados
(DANTAS et al., 2015; NEEDLEMAN; WIGLEY; STAIR, 1992; SCALA et al., 2004).
Em um estudo realizado por Radstake e colaboradores observou-se que a
combinagdo de IL-17, IFN-y e TGF-B permitiu distinguir os subtipos da ES
(RADSTAKE et al., 2009).

Na autoimunidade, a alta atividade dos linfocitos B provoca a produgao de
autoanticorpos que interferem na regulagdo da atividade inflamatéria. Ainda ndo se
sabe como essas células progridem e regulam as manifestagdes especificas da ES
(YOSHIZAKI, 2018). A presenga de autoanticorpos circulantes tem sido usada no
diagndstico de individuos afetados pela ES. A presenga de autoanticorpos é uma
caracteristica central na ativacdo da imunidade em pacientes com ES, mas sua
influéncia na patogénese nao esta esclarecida (ALLANORE et al., 2015; YOSHIZAKI,
2018). Vale salientar que a maioria dos anticorpos se ligam diretamente a antigenos
nucleares, sao os anticorpos antinucleares. Os principais ANA associados com a ES,
que sdo especificos ao diagndstico, sdo anti-Scl70, anti-CENP, anti-RNAP | e lll e o
antifibrilarina, e esses quatro diferentes autoanticorpos representam até 80% dos ANA
detectados na ES (MEHRA et al.,, 2013). No entanto, ha anticorpos que podem
interagir contra receptores de membrana celular, antigenos extracelulares, incluindo
fibrilina-1, metaloproteinase de matriz 1 (MMP, sigla em inglés) e MMP3 (GUN et al.,
2009).

1.1.3.3. Fibrose

A fibrose é a principal caracteristica da patologia da ES, e é resultado do
acumulo progressivo de proteinas da MEC, como colageno, elastina,
glicosaminoglicano e fibronectina, além de enzimas que impulsionam as produgdes
cruzadas do colageno, isso resulta em cicatrizagcdo permanente e substituicdo da
arquitetura normal do tecido por outro mecanicamente rigido e estressado
(ALLANORE et al., 2015; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013). A extensao da fibrose
cutanea esta associada a mortalidade pela ES, tudo isso se deve a uma interagao
complexa entre células do sistema imune, citocinas, quimiocinas e moléculas de
sinalizagao intracelular. (ALLANORE et al., 2015; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013).
E visto que os pacientes apresentam cicatrizagdo permanente com o tecido
mecanicamente rigido e estressado, a extens&do da fibrose cutédnea é associada a
mortalidade pela ES (ALLANORE et al., 2015; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013).
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Em condi¢cdes normais, os fibroblastos sdo células responsaveis pela producéo
e remodelacao da MEC. Na ES, o fibroblasto permanece em estado permanente de
hiperatividade, com expressédo alterada de genes que determinam a produgao
abundante de MEC. A medula 6ssea é uma grande contribuidora para o crescimento
populacional de fibroblastos com liberacado de células pluripotentes como os fibrdocitos
para pele e pulmao (KAHALEH, 2004).

Os diferentes fatores pré-fibroticos envolvidos, como TGF-j3, IL-4, IL-13, IL-8,
IL-6, CTGF, PDGF, MCP-1, IFN-a, que sinergicamente se ocupam em promover o
quadro inflamatério e favorecem o depdsito de MEC no tecido conjuntivo. Os
miofibroblastos sao fibroblastos ativos, que também podem ser originados de
adipdcitos, mondcitos, fibrocitos e células endoteliais, sdo caracterizados pela
expresséao de alfa actina de musculo liso (a-SMA), o que garante fungdes contrateis e
sdo produtores de proteinas da MEC como colageno do tipo |, colageno do tipo Ill e
fibronectinas, representado na figura 2 (ALLANORE et al., 2015; CHIZZOLINI et al.,
2011; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013).

Figura 2 — Interagao do miofibroblasto no microambiente com citocinas pré-fibréticas, expresséo de
a-SMA e formacgao dos componentes da MEC. a-SMA= alfa actina de musculo liso; TGF-B= Fator de
crescimento beta; CTGF= Fator de crescimento do tecido conjuntivo.

Miofibroblasto

Citocinas
TGF-p
VEGF
CTGF
IL-1,-6,-8

Componentes da MEC
Colageno tipo |
Colageno tipo 11|
Fibronectina

Y . /\ N\
Celula - Celula %Q
Jungées aderentes

Ciduta - Matriz |
Adesdo local

Fonte: Modificado de VAN CAAM (2018).




29

O TGF-B é o principal indutor da fibrose em condi¢des fisiolégicas e na
fisiopatologia da ES. Essa citocina multifuncional pertence a uma familia de proteinas
que participa de diferentes processos fisiologicos, como desenvolvimento
embrionario, homeostase, cicatrizacdo de feridas, quimiotaxia e controle do ciclo
celular. Entre os membros dessa familia, ha trés principais isoformas descritas em
mamiferos, TGF-BI, TGF-BIl e TGF-BIll. O TGF-B é produzido principalmente por
fibroblastos, miofibroblastos, linfécitos T, mondcitos e plaquetas, liberado, a principio,
como um complexo latente precursor (LTGF-B). O LTGF-B estar ligado nao-
covalentemente ao peptideo associado a laténcia (LAP, sigla em inglés), sua ativagéao,
incluem a participagao de proteases MMP-2 e MMP-9 que interagem com LAP, enfim
ativando TGF-B (FENG; DERYNCK, 2005; VERRECCHIA; MAUVIEL; FARGE, 2006).

ApOs a ativagdo, TGF-B exerce suas fungbes nas ceélulas ao se ligar aos
receptores do tipo | e tipo Il em superficies celulares. A sinalizagcdo tem inicio somente
quando o TGF-f3 se liga ao TGF-BR do tipo Il, essa ligagao promove a fosforilagdo dos
receptores de proteina quinase do TGF-BR do tipo | (também conhecido como ALKS),
resultando na fosforilacdo de proteinas Smad e na transdugao de sinais até o nucleo.
Os dois tipos de TGF-BR sao incapazes de funcionar independente um do outro, e é
fundamental a interagao entre os dois tipos de receptores (ALLANORE et al., 2015;
IHN, 2008; VERRECCHIA; MAUVIEL; FARGE, 2006)

A sinalizagdo do TGF-R do tipo | até o nucleo tem inicio pelo reconhecimento
e fosforilagdo dos seus mediadores, proteinas Smad, que previamente a fosforilagao
sdo ancorados a proteina de ancoragem SARA localizados no lado interno da
membrana plasmatica. A figura 3 ilustra como ocorre a sinalizagao intracelular, as
principais proteinas Smad sdo Smad2 e Smad3 que entédo fosforiladas formam um
complexo com o cofator Smad4 que se desloca ao nucleo, onde se liga ao DNA e atua
como fator de transcricdo para regulacdo de genes pré-fibréticos. Existem outras
proteinas da familia Smad que atuam como controle negativo da fibrose, Smad6 e
Smad7 que bloqueiam a sinalizagdo via Smad por prevenir a fosforilacdo de proteinas
R-Smad. Ja a Smad7 se destaca por promover bloqueio do receptor nuclear NR4A1,
que tem um papel na degradagao de Smad7 e modula a sinalizagdo do TGF-(3, na ES
€ descrito niveis baixos de Smad7 (ALLANORE et al., 2015; IHN, 2008; JIN et al.,
2014; VERRECCHIA; MAUVIEL; FARGE, 2006).
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Figura 3 — Via de sinalizagdo TGF-p/Smad. O TGF-f se liga ao seu receptor ativando proteinas Smad
que formam um complexo que se direcionam ao nucleo da célula permitindo a transcrigdo de genes
fibréticos. O PPARy atua como regulador da sinalizagdo ndo permitindo hiperatividade do receptor e
transcrigdo continua de genes fibroticos. TGF-B= Fator de crescimento beta; PPARy= receptores
ativados por proliferador de peroxissoma gama; PTEN= Fosfatase homodloga a tensina; COL1A1=
colageno alfa-1 tipo I; COL1A2= colageno alfa-2 tipo I; a-SMA= alfa actina de musculo liso; CTGF=
Fator de crescimento do tecido conjuntivo.
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Fonte: Adaptado de Dantas (2015).

Outras sinalizacdes intracelulares mediadas pelo TGF-B implicados na ES,
como proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK, sigla em inglés), p38, WNT,
fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K), AKT e TGF-B-activated kinase 1 (TAK1). Essa
variedade de mediadores na sinalizacdo de TGF-B pode permitir a selecdo de
potenciais alvos terapéuticos (ALLANORE et al., 2015; VARGA; PASCHE, 2009).

1.1.3.4. Estresse oxidativo
A principal hipétese de inicio do desenvolvimento de fibrose na ES se da por
meio do dano vascular que ocasiona reperfusao isquémica, acompanhado pela
producdo excessiva da enzima NADPH oxidase (NOX) em células endoteliais,
permitindo assim a produ¢do de ROS como o radical superoxido, poderoso agente
oxidante (ALLANORE et al., 2015; PENDYALA et al., 2009). A atividade de ROS na

fisiopatologia da ES esta relacionada com a ativagao de fibroblastos e producéo de
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citocinas inflamatérias como IL-13 que é capaz de modular atividade das ROS e
induzir atividade de TGF- (LUM; ROEBUCK, 2001; NAIK; DIXIT, 2011; XU; MU; WEI,
2019). A ativagéo cronica e diferenciagao de fibroblastos € medida por TGF-B que
permite a producgao de proteinas da MEC e das citocinas IL-1(3 e IL-13 que estimulam
a produgao de colageno em pacientes com ES via ativacdo de células endoteliais,
linfécitos T e fibroblastos (BARAUT et al., 2015; MIDGLEY et al., 2013; XU; MU; WEI,
2019). Apesar dos niveis de TGF-f variar entre os pacientes, é notavel sua atividade
na produgcdo de ERO por prejudicar fungdo da mitocondria com o aumento do

consumo de oxigénio e indugao pela enzima NOX (ABE et al., 2013; LIU et al., 2012).

1.1.4. Manifestagoes clinicas

Os pacientes com ES sao classificados em grupos conforme o grau de
extensao do comprometimento de pele. Primeiramente, o fendtipo cutaneo limitado
(ESI) esta associado a evolugao mais lenta, com problemas pulmonares, presenga do
anticorpo centrdbmero e manifestagcbes denominadas como CREST (calcinose, Fry,
doenga esofagica, esclerodactilia — fibrose limitada aos dedos e telangiectasias),
representado na figura 4 (ZUO et al., 2017). Em pacientes com a forma difusa (ESd)
também apresentam envolvimento vascular, como o FRy que costuma preceder as
outras manifestacbes da doenca de meses a anos, frequentemente associado a
ulceras digitais, a fibrose nesses pacientes € observada na pele das regides do tronco
e extremidades (DENTON, 2006). Do ponto de vista sistémico a forma difusa esta
relacionada a acometimentos em érgéos internos com fibrose pulmonar, crise renal e
doenca gastrointestinal difusa que podem desencadear a morte de pacientes (ZUO et
al., 2017). Outras manifestagdes incluem dismotilidade esofagica, refluxos
gastrointestinais e a telangiectasia como importante indicativo para a ES (DENTON,
2006). Adicionalmente a isso, pacientes com o fendtipo ESd apresentam em estagios
iniciais caracteristicas como espessamento da pele, coceira, inchago em membros
inferiores e fadiga muscular (ALLANORE et al., 2015).

As alteragdes na pele sdo uma causa recorrente de morbidade em pacientes e
nao estda sempre associada geralmente a mortalidade (RACINE et al., 2016). No
entanto, os pacientes com o fenétipo ESd sao descritos com rapido crescimento da
fiborose na pele que acaba sendo associado ao alto risco de mortalidade e
consequentes danos a 6rgéos viscerais (DENTON; KHANNA, 2017). A partir disso, foi

desenvolvido escore de Rodnan que visa quantificar a extensao da fibrose na pele, na
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qual delimita espessamento na pele em 17 regiées do corpo com escala de 0 (normal)
a 3 (severo) com pontuagado maxima de 51 (SAMPAIO-BARROS, 2013).

Figura 4 — Acometimentos de diferentes 6rgdos na esclerose sistémica. A lesdo aos 6rgaos é

ocasionada pela fibrose descontrolada que leva complicagdes severas aos pacientes e a resposta a
tratamentos
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Fonte: Modificado de Allanore (2015).

N&o sendo exclusivo da ES, o FRy é uma manifestagdo comum que afeta
pequenos vasos sanguineos em extremidades como mé&o e pés, atribuindo a

aparéncia palida, seguida de cianose e eritema, que pode preceder outras
manifestagdes clinicas da doenga (ALLANORE et al., 2015; DENTON; KHANNA,
2017). Outra manifestacdo que atinge as extremidades s&o as ulceras digitais, que
possibilitam a infec¢gdes bacterianas, gangrenas, osteomielite e amputagao (STEEN
et al., 2009). A calcinose em tecidos nao-articulares é encontrado com frequéncia em
maos, joelhos e quadris que acompanha com dores constantes, que pode variar de

acordo tamanho e morfologia da deposi¢ao de calcio (BARTOLI et al., 2016).
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A fibrose pulmonar ou doenga pulmonar intersticial (DPI) e a hipertensao
arterial pulmonar (HAP) desencadeiam o comprometimento das fun¢des pulmonares,
tornando em uma das grandes preocupacdes da doenga por ser causa de 50% da
mortalidade da doencga, podendo apresentar sintomas, como tosse seca e dispneia ou
ser silenciosa (ALLANORE et al., 2015). As consequéncias da DPI estdo presentes
em 80% dos pacientes, estdo mais relacionados ao fenétipo da ESd, mas em
pacientes ESI € comummente associada ao FRy e outras manifestagdes vasculares
(BONHOMME et al., 2019). As principais ferramentas de screening para DPI sdo o
teste de funcdo pulmonar e a tomografia computadorizada (TC), ja para o HAP é
ecocardiograma (ALLANORE et al., 2015; DENTON; KHANNA, 2017b).

Os sintomas intestinais ocorrem nos dois subtipos da ES, logo provavelmente
a severidade cutanea nao deve estar relacionada com as manifestagdes relacionados
ao TGI (SAVARINO et al., 2014; SZAMOSI; SZEKANECZ; SZUCS, 2006). Pacientes
com ES sao acometidos com a dismotilidade gastrointestinal, sendo a causa de
diferentes sinais clinicos como o refluxo gastroesofagico, disfagia, dor ardente no
térax, nauseas e perda de peso (SAVARINO et al.,, 2014). Acometimentos
musculares-esqueléticos se fazem presentes nos dois subtipos da ES, causando
mialgia, artralgia, encurtamento das digitais e dores nos tenddes, sdo um dos
principais fatores da reducdo de qualidade de vida dos pacientes (LORAND;
CZIRJAK; MINIER, 2014).

Na ES, os problemas renais estdo acompanhados de hipertenséo, insuficiéncia
renal progressiva, dores de cabeca, edema pulmonar, proteinuria e microangiopatia
(BRUNI et al., 2018). O evento inicial provavelmente é o espessamento anormal da
camada intima dos vasos sanguineos, facilitando agregacédo plaquetaria, adeséo,
langamento de fatores de coagulagcdo e formagdo de ROS s&o acontecimentos
importantes para producao e depésito de proteinas da MEC (BRUNI et al., 2018).
Historicamente, a mortalidade entre os pacientes com crise renal é bastante alta, mas
a introducao dos inibidores da enzima conversora de angiotensina tem reduzido essa
estimativa durante anos. Mesmo com o progresso, a crise renal exige rapida
identificacdo e tratamento agressivo para manutengdo das fungbes renais.
(ALLANORE et al., 2015; DENTON et al., 2009).
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1.1.5. Diagnéstico

O diagndstico da ES passou por diversas mudangas ao longo das décadas por
iniciativas de profissionais da saude e pesquisadores com finalidade de diagnosticar
precocemente e avaliar possiveis opg¢oes de tratamento aos sintomas. Primeiramente,
em 1980, o atual ACR publicou os critérios preliminares para o diagnostico da ES,
incluiam a presenca de fibrose simétrica da pele proximal, as metacarpofalangeanas
(MCF) ou metatarsofalangeanas (MTF) como critério maior e esclerodactilia,
ulceracao polpas digitais e fibrose nas bases pulmonares como critérios menores
(HUDSON; FRITZLER, 2014; SAMPAIO-BARROS, 2013).

Em 2001, LeRoy e Medsger propuseram novos critérios com o objetivo de
diagnosticar a ES em estagio inicial, ou seja, sem o aparecimento das manifestagdes
viscerais e comprometimento cutaneo. Esses critérios englobam o FRy observada
pelo médico com microangiopatia através da capiloroscopia periungueal (CPU) ou
anticorpos especificos (anticentrémero, antitopoisomerase |, antifibrilarina, anti-PM-
Scl, anti-RNA polimerase | ou lll). Esse método foi validado por estudo prospectivo no
qual observou que 80% dos pacientes com FRy com anticorpos especificos e padréo
SD na CPU desenvolveram ES (KOENIG et al., 2008).

Em 2013, com propdsito de desenvolver critérios mais sensiveis que
considerassem também a utilizacdo de diagndsticos mais modernos, a EULAR em
conjunto com a ACR incluiu os exames laboratoriais e CPU, que ainda n&o haviam
sido validados. Em um escore com pontuacdo maxima de 19 pontos, o caso é
classificado como ES se preencher 9 pontos ou mais. Os novos critérios abrangem o
espessamento bilateral da pele dos dedos, a esclerodactilia, as lesdes isquémicas nas
pontas do dedo (ulceras ou micro cicatrizes), as telangiectasias, a CPU alterada, a
DPI e/ou HAP, FRy e a detecgédo de anticorpos especificos (HUDSON; FRITZLER,
2014; VAN DEN HOOGEN et al., 2013). A partir disso, se o paciente tem sinais de
FRy e edema de dedos com teste de anticorpo antinuclear (ANA) reagente, é
solicitado a deteccao de anticorpos especificos e CPU para confirmagdo do
diagnostico precoce para ES (SAMPAIO-BARROS, 2013). Na presencga desses sinais,
0 paciente € encaminhado para avaliagdo com especialista, essa estratégia é
corroborada por estudo posterior que grande numero dos pacientes que apresentam
os trés sinais apresentara anticorpos especificos para ES ou padrdo SD na CPU,
atendendo os critérios para diagnostico precoce (MINIER et al., 2014). A inclusdo dos
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novos critérios permitiu a estabilizagdo dos trés principais pilares da ES, vasculopatia,
autoimunidade e fibrose (VAN DEN HOOGEN et al., 2013).

1.1.6. Modalidades terapéuticas

A conduta terapéutica ndo é padronizada na ES devido a baixa prevaléncia e
curso clinico variavel, a condugao de ensaios clinicos randomizados é desafiadora. O
tratamento depende do quadro clinico e do acometimento visceral, assim como se a
doenca esta ativa e reversivel (vasoconstrigdo e inflamagéo) ou irreversivel (fibrose
ou necrose) (ALLANORE et al., 2015).

Os medicamentos que ja se encontram disponiveis no mercado buscam
atenuar os sintomas, se compde em imunossupressores, glicocorticoides (GC) e
vasodilatadores (antagonistas da endotelina, bloqueadores dos canais de calcio
(BCC)), antagonistas alfas adrenérgicos, inibidores da fosfodiesterase, inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA), e os bloqueadores do receptor da
angiotensina Il (BRA)) (SAMPAIO-BARROS, 2013).

Ciclofosfamida oral sobressaiu-se em estudo duplo-cego, no qual os pacientes
com ES apresentaram como desfecho primario significativo dos escores de Rodnan
em tratamento realizado no periodo de 12 e 24 meses quando comparados ao grupo
placebo e tal melhora desapareceu quando a medicagao foi suspensa (TASHKIN et
al., 2006). Com suspensdo da medicagdo, as melhoras relacionadas ao
espessamento da pele, decorrente de fibrose, desapareciam. No entanto, foi revelado
que o medicamento € uma droga toxica ao coragao, gerando sobrecarga ao coragao.
Caso o paciente com ES tenha pré-disposi¢cao de problemas cardiacos aumenta o
risco de vida desse tipo de tratamento (BURT et al., 2013).

O metotrexato é outro imunossupressor indicado para o espessamento cutaneo
progressivo que apresenta a curto prazo melhora da pele (SAMPAIO-BARROS,
2013). Porém, sao pouco eficazes a longo prazo com a progressao da doencga e entre
os principais efeitos adversos como leucopenia, plaquetopenia e aumento da
sensibilidade da pele (“PORTARIA CONJUNTA No 9 - Imprensa Nacional”, 2017).
Para a fibrose pulmonar ¢é utilizado a azatioprina que consegue reduzir o acumulo de
MEC no érgéo, mas possui efeitos adversos que podem diminuir a qualidade de vida
como hepatopatias, queda de cabelo, leucopenia, vomitos e etc.

Nintedanib, inibidor de tirosina quinase, cujos os alvos s&o receptores do fator

de crescimento de fibroblasto, receptor de PDGF e receptor do fator de crescimento
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vascular, foi aprovado pela FDA e EMA para uso de pacientes com DPI, apds
resultados de estudos de fase lll. Nesse estudo foi observado em 663 pacientes com
ES que a capacidade de forca vital, exame de fungdo pulmonar, com avaliacdo de
fibrose por tomografia computacional sugerem beneficios na capacidade pulmonar,
mas a eficacia a longo prazo da Nintedanib ainda precisa ser avaliada (BENFAREMO
et al., 2022)

Na ES, os GC tém sido frequentemente usados para manifestagdes
musculoesqueléticas e da DPl em associagdo com os imunossupressores (IUDICI et
al., 2014). No entanto, os GC devem ser usados em baixasdoses
no tratamento, tendo em vista que o uso cronico desse tipo de medicamento pode ser
um fator de risco ao surgimento da crise renal em pacientes com ES (PORTARIA
CONJUNTA No 9 - Imprensa Nacional”, 2017) O desbalanceamento dos componentes
vasodilatadores e vasoconstrictores esta entre os gatilhos iniciais que promovem a
ES, logo, os vasodilatadores sao bastante importantes contra essas manifestagoes.
No tratamento da FRy as opgbes farmacoldgicas disponiveis sdo os BBC,
antagonistas da endotelina e antagonistas alfas adrenérgicos, inibidores da
fosfodiesterase (SAMPAIO-BARROS, [s.d.]) Em pacientes com crise renal, é indicado
o uso de IECA com intencao de diminuir hipertensao arterial na prevencao de lesdes
irreversiveis em vasos renais. Aos pacientes que nido responderem bem ao tratamento
de IECA o uso de BBC pode ser empregado (DENTON et al., 2009).

Novas moléculas com potencial atividade anti-inflamatorias e antifibrética estao
sendo avaliadas como possiveis alvos terapéuticos em ensaios clinicos de fase Ill. O
canabinoide Lenabasum demonstrou eficacia promissora em modelos pré-clinicos de
inflamacao e fibrose. Estudos pré-clinicos e clinicos em humanos demonstraram que
o Lenabasum tem segurancga, tolerabilidade e perfil farmacocinético favoraveis. No
nivel clinico, a droga demonstrou beneficio significativo em um estudo de fase Il em
ESd, mantendo as melhorias nos escores de pele e varios resultados relatados pelo
paciente no estudo de extensdo aberto de longo prazo (MEISSNER et al., 2019;
SPIERA et al., 2018). Um estudo de fase lll de administracdo de Lenabasum em
pacientes com ES difusa foi concluido em dezembro de 2020 (NCT03398837).

Pirfenidona € um agente antifibrético com propriedades anti-inflamataérias,
incluindo inibigado de citocinas pro-inflamatorias e inibicdo da proliferacdo de células
inflamatorias (IYER; HYDE; GIRI, 2000). A pirfenidona foi aprovada para o tratamento

de pacientes com fibrose pulmonar idiopatica (FPI), uma doencga cronica, progressiva,
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que pode ser fatal (KING et al., 2014; NOBLE et al., 2011). Apesar das diferengas em
sua apresentacdo clinica, FPI e ES-DPI compartiham alguns mecanismos
patogénicos sobrepostos, incluindo lesdo de ceélulas estruturais, ativagdo de
fibroblastos, acumulo de miofibroblastos, expressdo de citocinas proé-fibroticas e
fatores de crescimento e DPI progressiva. A pirfenidona é geralmente bem tolerada
em pacientes com FPl e, em comparacdo com o placebo, a pirfenidona reduz
significativamente a progressao da doencga e aumenta a sobrevida livre de progresséo.
A pirfenidona também reduz significativamente o risco de mortalidade em pacientes
com FPI em comparagao com o placebo (KHANNA et al., 2016).

Evidéncias de modelos experimentais de fibrose indicam que a expressao de
IL-17 e de seu receptor € regulada positivamente na fibrose pulmonar, com expressao
aumentada de TGF-B (Ml et al., 2011). O uso de agentes bioldgicos que tém como
alvo a IL-17 é, portanto, uma estratégia potencial promissora na ES. Um ensaio clinico
de fase lll de brodalumab, um antagonista do receptor de IL-17, estda em andamento
(NCT03957681).

1.1.6.1. Processo de desenvolvimento de novos farmacos

A iniciativa para o desenvolvimento de novos modalidades terapéuticas inicia
na pesquisa basica com a fase pré-clinica que possui etapas, como o embasamento
cientifico da problematica médica, a selecdo de um alvo terapéutico, o
desenvolvimento de estratégias de avaliagdo, os estudos in silico, a sintese e a
caracterizacdo de novos compostos, e 0s ensaios in vitro e in vivo (PANTALEAO et
al., 2022).

Em ensaios in vitro, € esperado que o principio ativo do composto desenvolvido
resulte agcao terapéutica in vivo, por conta disso € fundamental que continuar ativo por
um determinado periodo na vizinhangca do alvo terapéutico. Para que isso se torne
factivel, necessitam-se de pesquisas sobre os percursos possiveis que o0 principio
ativo pode fazer desde a administragao até alcancar a circulagao sistémica, para que
possa exercer a atividade biologica esperada. Isso é permitido por meio de estudos
da farmacocinética, que contempla os processos de absorgédo (A), distribuicdo (D),
metabolismo (M) e excrecéo (E). Paralelamente ao processo ADME, é requerido um
equilibrio da dosagem do composto para os niveis de concentracdo na faixa
terapéutica desejada sem alterar eficacia do tratamento e sem levar a toxidez
(PANTALEAO et al., 2022)
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O método in silico que estabeleceu limites para avaliagcdo da absorcao e
permeabilidade de farmacos foi desenvolvido por Lipinski e colaboradores, conhecida
como ‘regra dos 5”. Segundo a regra, ha grande probabilidade de compostos
candidatos a farmacos possuir absorcéo e permeabilidade adequadas se respeitarem
0s seguintes parametros: peso molecular (g/mol) < 500 g/mol; valor de Log P< 5;
possuir até 5 grupos doadores de ligagao de hidrogénio; 10 aceptores de ligagdes de
hidrogénio (LIPINSKI et al., 2001). Novas propriedades moleculares foram
implementadas, como a area total de superficie polar (A°) que também deve ser
considerado na analise de permeabilidade (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Em compostos candidatos a farmacos onde o objetivo ndo esteja atuar no
sistema nervoso central (SNC) € necessario considerar sua capacidade de transpor a
barreira hematoencefalica (BHE), assim minimizando possiveis efeitos colaterais. A
BHE é formada por endotélio capilar cujo objetivo é proteger o cérebro de substancias
quimicas presentes no sangue. Sua complexa rede de capilares torna o cérebro
restrito a substancias apolares. Em compostos com area total da superficie polar < 90
A° e massa molecular < 450 g/mol possuem maior probabilidade ultrapassar a BHE
(CECCHELLI et al., 2007).

As propriedades ADME de compostos que podem se tornar medicamentos
também consideram as proteinas transportadoras, sobretudo a glicoproteina-P (gp-
P). Essa € uma proteina transportadora que depende de ATP para funcionar e atua
como uma bomba de efluxo, retirando substancias do organismo para o meio externo
com o objetivo de protegé-lo de compostos que possam ser prejudiciais. Um eventual
efluxo pela gp-P interfere nas propriedades ADME, resultando em dificuldades de
absorcao gastrointestinal, até a permeabilidade da BHE, se o objetivo do composto
candidato seja atingir o SNC (WANG et al., 2018).

1.1.6.2. Receptores PPAR como alvos terapéuticos
A fisiopatologia da ES tem como caracteristica a desregulagado imunoldégica,
aumento da atividade do fibroblasto, pois € capaz de se diferenciar em miofibroblasto,
perda da camada de adipdcitos da pele, expressao continua de proteinas da MEC
como colagenos (COL1A1 e COL1A2) e fibronectinas através da via candnica TGF-
B/Smad e outras vias ndo candnicas que direcionam ao endurecimento da pele
(DANTAS et al., 2015; LIU et al., 2020; RUZEHAJI et al., 2016). Esse contexto

proporcionou estudos que tiverem a iniciativa de compreender os mecanismos do
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sistema imunoldgico e fibrogénese da doenca, foi observado que o PPARa e PPARYy
estdo envolvidos no controle da fibrose quando ativados (LIU et al., 2020; RUZEHAJI
et al., 2016).

O PPARYy é expresso em diferentes células do sistema imune como macréfagos
e linfécitos assim como em fibroblastos no tecido conjuntivo (DANTAS et al., 2015;
KLOTZ et al., 2005). Em linfécitos T, mondcitos e macrofagos, PPARYy por derivado
tiazolidinico possui atividades antiproliferativas e anti-inflamatorias, isso foi observado
em monacitos e macréfagos que tiveram a expressao de mediadores pro-inflamatorios
inibidos e estresse oxidativo inibidos, bem como a inibicdo da secrecao interferon
gama (IFNy) em linfécitos T (CUNARD et al., 2004; FORMAN et al., 1995; JIANG;
TING; SEED, 1998; KNETHEN; BRUNE, 2002; LEHMANN et al., 1997; RICOTE et al.,
1998). Em células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) de pessoas
saudaveis quando estimulas com fitohemaglutinina (PHA) e tratadas com pioglitazona,
um tiazolidinico, houve redugao da secrecao de IFNy, citocina que se destaca na
resposta imune adaptativa (KLOTZ et al., 2005).

Também houve iniciativa de compreender os mecanismos da fibrogénese da
doenca através dos PPARs, foi observado que o PPARa e PPARYy estao envolvidos
no controle da fibrose quando ativados (LIU et al., 2020; RUZEHAJI et al., 2016). Em
estudos que avaliaram pan-agonismo apresentaram que todas as isoformas de PPAR
estavam reduzidas em camundongos com fibrose ou em bidpsias de pacientes com
ES (AVOUAC et al., 2017; DERRETT-SMITH et al., 2021). Inicialmente, o PPARYy se
destacou por apresentar relacéo inversa com a sinalizacdo aumentada de TGF-f em
tecido lesionados, mas contrasta com estudo publicado por Zétkiewicz que apresentou
pacientes com ES que possuem niveis elevados de PPARYy. O papel dos PPARs na
fisiopatologia da doenga ainda ndo esta bem esclarecido, a literatura menciona
apenas suas propriedades antifibréticas apds tratamento (DANTAS et al., 2015;
DERRETT-SMITH et al., 2021; KORMAN et al., 2018; ZOLKIEWICZ et al., 2020).

A identificagdo dos principais fatores que levam a fibrose é de interesse da
terapia clinica, nenhum medicamento foi aprovado como antifibrético capaz de
prevenir definitivamente a progressao ou reverter a fibrose. Os ligantes de PPARYy da
familia tiazolidinediona, incluindo rosiglitazona, pioglitazona e troglitazona ja foram
apontados como potenciais farmacos para controle da fibrose e agir como controle
negativo das proteinas Smad2 e Smad3 e de vias ndo candnicas ativadas pelo TGF-

B, mas estdo associados ao risco de morte por doengas cardiovasculares. (DANTAS
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et al., 2015b; LIU et al., 2020). Baseado nisso, ha estudos pioneiros da literatura que
desbravam pela busca de um pan-agonista de PPAR, se trata de estudos promissores
com intuito de potencializar a atividade antifibrotica de pele e pulmdo em ensaios in
vitro, se destacam o IVA337 e lanifibranor (AVOUAC et al., 2017; DERRETT-SMITH
et al., 2021; RUZEHAJI et al., 2016).

Em trabalho publicado por Derrett-Smith e equipe foi utilizado um modelo
transgénico esclerodérmico de camundongo que possui elevada atividade da
sinalizacdo TGF-B com objetivo de averiguar atividade do lanifibranor como pan-
agonista na via de sinalizagdo de PPAR, os dados apresentados pela publicagao
direcionam, que o medicamento possui atividade antifibrética in vivo e que os niveis
das isoformas de PPAR estéo reduzidas em camundongos com ES em comparagéo
aos tipos selvagens (DERRETT-SMITH et al., 2021).

O IVA337 possui dois estudos promissores, o primeiro de autoria de Ruzehaiji,
que assim como Derrett-Smith e equipe, utilizou modelo animal, com diferenca que
para induzir a fibrose dermal nesses animais foi utilizado a bleomicina para avaliar
atividade antifibrética, paralelamente com estudos da pele de pacientes com ES que
avaliou a presenga dos PPARs e marcadores de fibrose. Os primeiros resultados
apresentam em cortes histolégicos como PPAR-a e PPAR-y estavam reduzidos na
biopsia de pele de pacientes com ES em comparacao os controles saudaveis com
elevada expressado de a-SMA, importante marcador de fibrose, PPAR /6 nao foi
detectado em pele de pacientes e nem em controles saudaveis, pouco discrepante
observado por Derrett-Smith que ainda detectou essa isoforma em camundongos com
fibrose (DERRETT-SMITH et al., 2021; RUZEHAJI et al., 2016).

Os resultados de Derrett-Smith em modelo in vivo apds indugdo com
bleomicina, foi observado a reducdo da fibrose em pele de camundongos apds
tratamento com IVA337 em doses diferentes. Para ratificar a evidéncia da atividade
do medicamento foi necessario identificar os efeitos inibitérios na via canénica TGF-
B/Smad, os ensaios envolvidos utilizaram cultura primaria de fibroblastos de pacientes
com ES. Através da técnica de imunofluorescéncia foi observado que a diferenciagao
de fibroblastos em miofibroblastos foi reduzida via menor marcacao de a-SMA, para
confirmar a participacao das isoformas de PPAR foram performados experimentos de
expressao génica e proteica que apresentou resultados por PCR (reagdo em cadeia
da polimerase) e western blot que em células estimuladas com TGF-f3 e tratadas com

IVA337 teve reducéo significativa dos genes e proteinas colageno tipo | e a-SMA.
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Também foi descrito que, o tratamento com IVA337 em culturas primarias de
fibroblastos de pacientes com ES a reduziu as atividades das proteinas Smad2/3 e
das proteinas quinases ativadas por mitbgenos p38. Apesar dos resultados
antifibroticos promissores, o farmaco apresentou atividades semelhantes a agonistas
seletivos de PPARY in vitro e que nao conseguia interferir na cicatrizagao de feridas.
No entanto, os resultados indicam interacdo simultdnea com as isoformas de PPAR,
direcionando o caminho para estudos posteriores (RUZEHAJI et al., 2016).

Em 2017 é publicado outro estudo com o IVA337 apresentando sua eficacia em
combate a fibrose pulmonar e consequentemente a hipertensédo pulmonar. Assim com
o estudo anterior, Avouac e equipe utilizaram modelos animais induzidos por
bleomicina e Fra-2 transgénico com tratamento em duas doses (30 mg/kg ou 100
mg/kg) ou com veiculo de administragc&o oral. Os resultados demostram que em dose
de 100 mg/kg foi indicativo de protegcao para o desenvolvimento de fibrose pulmonar
em ambos 0s modelos de camundongos em comparagao com a dose de 30 mg/kg ou
com veiculo de administragcdo oral com reducdo de marcadores de fibrose. Com
cultura primaria de fibroblastos primaria é relatado inibicado por dose-dependéncia da
diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos induzidos por TGF-3 e reducido da
proliferacao de fibroblastos quando estimulados pelo fator de crescimento derivado de
plaquetas (AVOUAC et al., 2017).

A reducao da atividade da diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos e
reducdo de importantes marcadores de fibrose sao indicativos da atividade da
proteina Smad7 como controle negativo a sinalizacdo TGF-3, em pacientes com ES

foi observado reducéo da atividade dessa proteina (DANTAS et al., 2015).

1.1.6.3. Tiazolidinedionas como alternativa terapéutica na esclerose
sistémica

Desde entdo novas modalidades terapéuticas estdo em estudo em busca de

alvos terapéuticos que consigam combater a fibrose, o principal fenotipo da ES

(ALLANORE et al., 2015). Uma classe de compostos como os derivados tiazolidinicos

ou tiazolidinedionas sao ligantes sintéticos ao PPARYy, que vém sendo interesse de

pesquisas pelo seu grande potencial antifibrético e anti-inflamatério na fibrose de pele

(DANTAS et al.,, 2015; GHOSH; ASISH GHOSH, 2021). Apresentam, como

caracteristica de sua estrutura quimica, o anel tiazolidina (“2,4-thiazolidinedione -
Wikidata”, [s.d.]; DE BRITO GOMES, 2006) (figura 5).
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Figura 5 — Anel de tiazolidina.
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Fonte: Brito Gomes (2006).

Esta classe de moléculas é conhecida pela sua atividade antiglicémica e
apresenta na sua estrutura quimica um anel pentamérico heterociclico com um
enxofre na posicdo 1 e um nitrogénio na posi¢cédo 3, podendo conter carbonilas na
posicdo 2 e/ou 4 (Figura 6). Os derivados tiazolidinicos disponiveis no mercado
(Roziglitazona e Pioglitazona) sao TZDs, ou seja, apresentam carbonilas nas posi¢des
2 e 4 do anel (BRANCO JUNIOR, 2017).

Figura 6 — Estrutura quimica da Roziglitazona e Pioglitazona com os derivados tiazolidinicos
(LPSF/JBs).
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Fonte: Branco Junior (2017).

Em um estudo envolvendo modelo animal, Kohno e colaboradores, induziram
a ES em camundongos através da administragdo de bleomicina, e conseguiram
reduzir a inflamacdo e a fibrose através da rosiglitazona. (KOHNO et al., 2006).
Enquanto a reducdo da expressdo de PPARy aumenta a suscetibilidade ao
desenvolvimento de fibrose em camundongos tratados com bleomicina (KAPOOR et

al.,, 2009). Ja em fibroblastos de pacientes com ES, Shin-wen e colaboradores
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apresentaram que em células tratadas com RSG houve um aumento da sintese de
PPARy com a redug¢ao de marcadores fibréticos, como o CTGF, a a-SMA e o colageno
tipo | (SHI-WEN et al., 2010). Em fibroblastos da derme saudaveis, em estudo de
Antonelli e colaboradores foi observado que células tratadas com RSG reduziu os
niveis de citocinas inflamatérias, como o IFNy, sugerindo papel das TZD no controle
inflamatdria na derme (ANTONELLI et al., 2013).

Observou-se no estudo de Régo e colaboradores a potencial atividade anti-
inflamatodria em novo derivado tiazolidinico, o LPSF/CR-35, ao reduzir os niveis de
citocinas IL-6, IL-17A, IL-22 e IFNy em PBMC de criangas com asma e em modelo
animal (REGO et al., 2018). Além disso, foi descrito por Silva que o derivado
LPSF/GQ-16 reduziu os niveis de IFNy e TNFa em PBMC de voluntarios saudaveis
(SILVA, 2018). O papel de modulador de PPARY a nivel génico foi descrito com os
derivados LPSF/GQ-16 que aumentou a expressao de PPARy em comparagéo a
PBMCs nao estimuladas e LPSF/GQ-147 que aumentou a expressao génica em
comparagédo com a rosiglitazona (BRAYNER CAVALCANTI et al., 2021; REGO et al.,
2018)

O efeito dos agonistas do PPARYy na proliferagdo de fibroblastos também foi
investigado em outras doencgas. O RSG inibiu de maneira dose-dependente a
proliferagdo de fibroblastos cardiacos em pacientes com fibrose miocardica (LI; LIU;
WEI, 2008). Consistentemente, Mughal e colaboradores confirmaram in vitro o papel
das ciglitazona, rosiglitazona e troglitazona, mas por meio de um mecanismo
independente de PPARy (MUGHAL et al., 2009). Também os fibroblastos pulmonares
humanos cultivados foram inibidos por RSG no que diz respeito a sua migragao,
proliferagao e diferenciagao fenotipica (LIN et al., 2010).

Apesar dos resultados promissores de modelos de ES in vitro e in vivo, as TZDs
disponiveis comercialmente levam ao risco de doengas cardiovasculares, fragilidade
O0ssea e aumento de peso, as interagdes realizadas dos ligantes em seus respectivos
alvos sao unicos para cada molécula. Como alternativa, o desenvolvimento e
avaliacdo dos derivados tiazolidinicos LPSF/JBs com menor potencial atividade
agonista do PPARYy e uso de outras vias metabdlicas, possibilita sugerir cenarios que,
pacientes com doencas inflamatdrias tenham menos efeitos adversos (BRANCO
JUNIOR, 2017). Além disso, caracteristica estrutural dos derivados tiazolidinicos
indicam potencial atividade anti-inflamatoria através do PPARYy e vias alternativas,
sugerindo maior efetividade (CESAR et al., 2015).
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O cenario de desenvolvimento e avaliagdo dos LPSF/JBs com potencial
atividade terapéutica pode representar novas alternativas de tratamento para

pacientes com ES, de forma que possa ser eficaz e segura aos pacientes.

1.1.6.4. Rotas de sintese dos LPSF/JBs

A sintese do LPSF/JB-3 foi descrito em trabalho de Branco Junior, que foram
realizadas em 4 etapas. (1) Sintese do anel de tiazolidina: Ciclizagdo entre acido
monocloroacetico e tioureia; (2) Substituigdo nucleofilica da TZD pelo brometo de 3,5-
dimetilbenzila para formar o intermediario 3-(3,5-dimetilbenzil) tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/JB-1); (3) Formacgéao do éster de Cope: Condensacgao de Konevenagel entre o
cianoacetato de etila e os aldeidos aromaticos; (4) Adicdo entre o LPSF/JB-1 e os
ésteres de Cope. Em relacdo ao LPSF/JB-20 foi necessario fazer uma reagao
alternativa de Condensacdao de Konevenagel (32 etapa alternativa) utilizando os
respectivos aldeidos aromaticos e o intermediario LPSF/JB-1, representado todo o
esquema de sintese do LPSF/JBs na figura 7 (BRANCO JUNIOR, 2017).
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Figura 7 — Rota de sintese dos derivados tiazolidinicos LPSF/JBs
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Fonte: Branco Junior (2017).

Para formacéo do LPSF/JB-3 teve a adigao do radical 4-OH, na posicéo R1, e
LPSF/JB-20 foi adicionado radical 5-Br-1H-indol, também na posicdo R1, moléculas
com radicais que contém indol se destacam por potencial atividade farmacolégica
(KUMAR; RITIKA, 2020).
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Seguindo a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, o uso de

amostras foi iniciado apos a submissao ética do presente trabalho e sua autorizacao.
Parecer consubstanciado HC/CCS/UFPE (CAAE: 55556222.7.0000.5208; n° do
aparecer: 5.628.483).

5.2.

Delineamento experimental do estudo

— Andlise in silico

LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20

SwissADME

Avaliagio de possivel atividade
L agonista ao PPARy

(Linhagem 3T3-L1)

Avaliacdo citotdxica pela redugio

do MTT

Diferenciagdo adipogénica

T Avaliacdo da atividade
| imunomoduladora

(PBMC)

ELISA sanduiche de
sobrenadante de PBMC para

IFNy, IL-1B, IL-6 e IL-13

Reagdo de amplificagdo
em tempo real (qPCR) de mRNA
de PPARy

Avaliacao da atividade
- antioxidante

(Fibroblastos primarios)

Fluorescéncia por dihidroetidio

Avaliagdo da atividade

5.3.

antifibrotica
(Fibroblastos primarios)

Imunofluorescéncia de pSmad2/3!

e COL1A2

Os derivados

Derivados tiazodilinicos

tiazolidinicos
hidroxibenzilideno)tiazolidina-2,4-diona)

Fonte: O autor (2023).

LPSF/JB-3
e LPSF/JB-20

(3-(3,5-dimetilbenzil)-5-(4-
(5-((5-bromo-1H-indol-3-

il)metileno)-3-(3,5-dimetilbenzil)tiazolidina-2,4-diona) foram gentilmente cedidos pelo
Laboratdrio de Planejamento e Sintese de Farmacos da UFPE (LPSF/UFPE) para os
ensaios (Figura 8).
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Figura 8 — Derivados tiazolidinicos LPSF/JB-3 (A) e LPSF/JB-20 (B)
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Fonte: Branco Junior (2017).

5.4. Analise in silico dos derivados tiazodilinicos

Baseando-se na predigao por métodos estatisticos os derivados tiazolidinicos
foram avaliados quanto as suas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
relativas a farmacocinética e druglikeness utilizando a plataforma SwissADME
(http://lwww.swissadme.ch/). Na avaliagdo como potenciais farmacos de via oral os
derivados foram submetidos a regra de Lipinski na qual as moléculas devem
apresentar peso molecular (g/mol)s 500 g/mol, valor de LogP< 5 ao possuir até 5
grupos doadores de ligacao de hidrogénio e até 10 aceptores de ligacbes de
hidrogénio (LIPINSKI et al., 2001). Também foi avaliado area total de superficie polar
(A®), os valores precisam estar entre 20 e 130, ja para solubilidade foi avaliado pelo
LogS que ndo deve ser maior que 6 (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). A predi¢cao
de descobrir potenciais alvos terapéuticos dos compostos LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20
foi realizado através da ferramenta Swiss Target Prediction, que avalia a probabilidade

de interacdo com alvo a partir de escore de 0 a 1 (GFELLER et al., 2014).

5.5. Critérios de inclusao e exclusao para coleta de amostras de sangue
total
Foram inclusos cinco individuos saudaveis (n=5) para coleta de sangue total
com no minimo 18 anos de idade que aceitaram participar voluntariamente do estudo.
Por outro lado, foram critérios de exclusao individuos que recursaram assinar termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice G), uso continuo de

medicamentos imunossupressores ou anti-inflamatorios, portadores de doenca
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autoimune ou imunodeficiéncia, gestantes e pacientes com cancer. O sangue foi

coletado em 3 tubos de heparina por voluntario, cada tubo com volume de 9-10mL.

5.6. Coleta de fragmento de pele

Com objetivo em obter fibroblastos, foi disponibilizado fragmento remanescente
de tecido através da autorizagao de um voluntario saudavel (n=1) submetido a cirurgia
no bloco de cirurgia plastica do HC/UFPE por meio de explanagdo do projeto de
pesquisa e assinatura de TCLE (Apéndice F) para realizagdo do estudo.

Para inclusdao da amostra no estudo foi necessario que o fragmento de pele
fosse de origem de procedimentos de mamoplastia ou abdominoplastia, voluntario ter
mais de 18 anos e plena assinatura do TCLE. Para exclusdo de amostra no estudo o
fragmento de pele ser de origem de procedimento estético que ndo seja mamoplastia
ou abdominoplastia, possuir necrose, cicatrizagao ou qualquer forma de dano e recusa

da assinatura do TCLE pelo paciente do servigo de cirurgia plastica do HC/UFPE.

5.7. Isolamento de fibroblastos primarios

O fragmento do tecido foi transportado ao laboratério dentro de um tubo Falcon
imerso em solugdo de lavagem (Tampao fosfato-salino (PBS) com 200 U/mL
Penicilina/Estreptomicina e 1% de anfotericina B) em caixa de isopor com bateria de
gelo congelada. Em cabine de fluxo laminar o fragmento de tecido foi submetido a
solugao de lavagem, remogao de tecido adiposo e pelos para que apenas a pele esteja
disponivel, o fragmento foi cortado em pedagos menores e novamente lavado com
alcool etilico 70%. E adicionado nos fragmentos de pele, solugdo de desagregacéo
enzimatica com 50 mg/mL Collagenase/Dispase® (MERCK), essa etapa foi repetida
trés vezes onde cada etapa é intercalada com incubacgdo a 37°C por 20 minutos,
centrifugagdo em 1.500 RPM por 7 minutos e descarte de sobrenadante. Ao final foi
adicionado PBS 1x suplementado com caélcio a 10uM, todo o volume com os
fragmentos de tecido foi transferido a frasco de cultura celular com DMEM High
glucose (Gibco®), 10% de soro fetal bovino (Lonza®), 200 U/mL de
Penicilina/Estreptomicina (Gibco®) e 1% de anfotericina B (Gibco®) em incubadora
de CO2 5% a 37°C.

Entéo o frasco foi monitorado por 7 dias para conferir adesao dos fibroblastos
e possivel contaminagdes de microrganismos. Apds esse periodo os fragmentos s&o

removidos, o sobrenadante do frasco de cultura é centrifugado a 1.500 RPM por 7
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minutos, pellet ressuspendido com DMEM High glucose e 10% de soro fetal bovino e

devolvido ao frasco, em 72 horas foi observado os primeiros fibroblastos aderidos.

5.8. Linhagem imortalizada
A linhagem utilizada foi 3T3-L1 (ATCC®) com fendtipo de fibroblastos. A 3T3-
L1 tem o organismo de origem mus musculus de tecido embrionario, célula com
propriedade de crescimento aderente. As células foram cultivadas em DMEM Low
Glucose (Gibco®) com 10% de soro fetal bovino (Gibco®).

5.9. Avaliagao de atividade citotoxica na linhagem 3T3-L1 em tratamento
com derivados tiazolidinicos

Para avaliar a atividade citotoxica dos derivados tiazolidinicos foram realizados
testes de redugcdo do MTT ou brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazélio em fibroblastos 3T3-L1 que foram plaqueadas em placas de 96 pogos (5x10*
células/pogo) com o meio DMEM (Gibco®) suplementado com suplementado com 10%
de Soro Bovino Fetal (Lonza®), 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco®) e 1%
de antifingico (Gibco®) em incubadora de CO2 5% a 37°C. O ensaio possui trés
condigdes: Células nao tratadas, DMSO 0,1%, e os derivados LPSF/JBs (10uM, 25uM
e 50uM).

ApoOs tratamento com os derivados tiazolidinicos as células foram incubadas
durante 48 horas em estufa a 37° C e 5% de COa2. Posteriormente foi adicionado 20
ML da solugdo de MTT-sal tetrazolium (0,5 mg/ml) e as placas voltaram a estufa por 3
horas. Em seguida, foi adicionado 130 pL de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) 20%
para dissolugcdo do precipitado. Apdés 24 horas, a absorbancia foi lida em um
espectrofotdbmetro accuSkan FC (Fisher Scientific) com comprimento de onda de
570nm apods a dissolugdo completa do precipitado. Os compostos foram diluidos em
DMSO, concentragao foi considerada téxica aqueles com viabilidade celular abaixo
de 75% através de viabilidade calculada a partir dos pogos tratados apenas com
DMSO 0,1% (BRANCO JUNIOR, 2017).

Ja citotoxicidade em PBMC de voluntarios saudaveis foi realizada em trabalho
de Branco Junior, em que concentragédo de LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 atingiram 98%
e 78% de viabilidade, respectivamente. (BRANCO JUNIOR, 2017)
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5.10. Efeitos dos derivados tiazolidinicos na diferenciagao adipogénica em
3T3-L1

A linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1 foi plaqueada em placa de 12 pogos
(1x10* células/pogo) e entdo cultivadas nas seguintes condigdes: meio de cultura
DMEN Low glucose (Gibco®), 10% de soro fetal bovino (Lonza®), 200 U/mL de
Penicilina/Estreptomicina (Gibco®) e 1% de anfotericina B (Gibco®) em incubadora
de CO2 5% a 37°C. As condi¢des para o ensaio foram: Células nao tratadas, Coquetel
de estimulo (CE), CE + Rosiglitazona, CE + LPSF/JBs.

Ap6s 48 horas do plagueamento, no dia 0 as células foram estimuladas com
coquetel de estimulo de diferenciacdo adipogénica, composto de insulina 10ug/mL
(Sigma-Aldrich), dexametasona 1uM (Sigma-Aldrich) e 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX) 500uM (Sigma-Aldrich), por 72 horas (ZHAO et al., 2019). Os grupos com CE
tiveram adi¢cao dos derivados LPSF/JB-3 (10uM, 25uM e 50uM), LPSF/JB20 (10uM e
25uM) e como controle positivo a rosiglitazona 10uM (Sigma-Aldrich). No dia 3, o meio
com estimulos e compostos foram retirados para adigdo de meio de cultura
suplementado com insulina 10ug/mL, no dia 5 ao dia 7 foi realizada nova manutengéo
com troca de meio suplementado com insulina 10ug/mL. No dia 9, foi realizada a
coloragédo das células com Oil Red O (Sigma-Aldrich) com o objetivo de corar os

lipidios e entdo quantificar o conteudo lipidico presentes em cada condigao (figura 9).

Figura 9 — Diferenciacao adipogénica com linhagem 3T3-L1. IBMX= 3-isobutil-1-metilxantina; TZDs=
Tiazolinedionas.
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Fonte: O autor (2023).

As células foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com formaldeido 4%
(NEON) por 15 minutos em temperatura ambiente e seguida cada pogo com células é
lavado duas vezes com agua destilada. Em seguida foi adicionado solugao de trabalho
Oil Red O por 30 minutos (diluigao 3:2 com Oil Red O e agua destilada), da solugao
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estoque de 0.2g do corante em 40mL de alcool isopropilico 99% (Quimica Moderna).
Nova lavagem é feita com agua destilada por trés vezes e entdo os adipdcitos
maduros foram observados em microscépio Nikon Eclipse na objetiva de 20x. Apés
observacao no microscépio, em cada condicéo de tratamento foi adicionado 0.5mL de
alcool isopropilico 99% e a placa foi submetida para um agitador mecanico por 20
minutos para completa diluicdo do corante.

Com a finalidade de se obter a quantificacdo do acumulo de corante nas
diferentes condi¢des, foram coletados 100uL por condigao em triplicata em uma placa
de 96 pocos e levado para o espectrofotdmetro accuSkan FC (Fisher Scientific) na
absorbancia de 570nm. O conteudo lipidico relativo (%) foi calculada a partir da
percentagem dos pogos de células n&o tratadas, que depois foi gerado uma média de

leituras de trés experimentos independentes.

5.11. Avaliagao da atividade agonista ao PPARy dos derivados
tiazolidinicos por qPCR em 3T3-L1

A linhagem 3T3-L1 foi plaqueada em placa de 6 pogos (1x10° células/pogo) e
entado cultivadas nas seguintes condi¢des: meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®), 10%
de soro fetal bovino (Lonza®), 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco®) e 1%
de anfotericina B (Gibco®) em incubadora de CO2 5% a 37°C. Apds plaqueamento,
foi designado as condi¢des de tratamento: Células ndo tratadas; Coquetel de estimulo
(CE), CE + LPSF/JB-3 (10uM e 25uM); CE + LPSF/JB-20 (10uM e 25uM) por 72h.
Apos submetidas em diferentes condicdes, as células tiveram seu RNA extraido
através de TRI reagente (Sigma), para posterior sintese de cDNA e reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR) com objetivo de avaliar a expressao relativa do
MRNA de PPARy (Mm00440940_m1) (TagMan® ThermoFischer).

Apos preparacao e transferéncia das amostras para a microplaca, esta foi
levada ao equipamento QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific Inc.), onde foi corrida a reag&o. O primeiro processo a ser realizado é a
desnaturacao da fita dupla do cDNA por aquecimento a uma temperatura de 95°C,
tornando todo material em fita simples. Por conseguinte, um par de primers
(iniciadores) complementam as fitas opostas do segmento especifico do DNA. Este
anelamento ocorre a 60°C. A terceira etapa, que ocorre a 72°C, consiste na extensao
do molde, complementada pela enzima Taq DNA polimerase, que acrescenta as

dNTPs correspondentes (presentes no Master Mix), formando, assim, um DNA de fita
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dupla. Como controle enddégeno foi utilizado 45s RNA pré-ribossémico (Rn45s,
Mm03928990_g1) (TagMan® ThermoFischer).

5.12. Atividade imunomoduladora dos derivados tiazolidinicos em PBMC

As células mononucleadas de sangue periférico (PBMC, sigla em inglés) foram
isoladas do sangue coletado com anticoagulante heparina de voluntarios sadios (n=5),
através da centrifugagdo com Ficoll Paque™ Plus (GE HealthcareBio-Sciences). As
células isoladas foram entdo cultivadas em placas de 24 pogcos em meio RPMI 1640
(Gibco®), suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal (Lonza®), 200
U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco®) e 1% de antifungico (Gibco®) em
incubadora de CO2 5% a 37°C. As PBMC foram plaqueadas em placas de 24 pocos
(1x10° células/pogo) em condigdes experimentais com e sem adigdo dos derivados
tiazolidinicos LPSF/JB3 e LPSF/JB20 a 37°C com CO2 em 5% por 48h. As PBMC
foram estimuladas com fitohemaglutunina 5uM (Gibco®) e tratadas ou nédo com os
derivados tiazolidinicos na concentracao de 50uM, concentracao definida baseado em
ensaio de citotoxicidade por estudo de Branco Junior (BRANCO JUNIOR, 2017). A
metilprednisolona (Mp) foi usada como controle positivo na concentragcéo padrao de
100uM. Apds 48 horas, as placas foram centrifugadas a 1.500 rpm por 7 minutos para
coleta e armazenamento do sobrenadante a —80°C para posterior dosagem das
citocinas inflamatdrias relacionadas com a patogénese da ES (HENDERSON;
RIEDER; WYNN, 2020).

5.13. Dosagem de citocinas inflamatérias por ELISA em sobrenadante de
cultura de PBMC

A avaliagdo da atividade imunomoduladora dos compostos LPSF/JB-3 e
LPSF/JB-20 foi realizada através da dosagem das citocinas IFNy [limite de detecc¢ao:
250pg/mL - 1,95pg/mL] (Cat. N° 5655142 - BD®), IL-1pB [limite de detecgéo: 250pg/mL
- 1,95pg/mL] (Cat. N° 557953 - BD®), IL-6 [limite de detec¢do: 600pg/mL - 4,68pg/mL]
(Cat. N° 555220 - BD®) presentes no sobrenadante dos cultivos de PBMC, por meio
da técnica de ELISA sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay), seguindo as
recomendacgdes dos fabricantes. O ensaio foi iniciado com a adigdo dos anticorpos de
captura nos pogos da placa de ELISA com incubagao noturna (overnight) para maior

sensibilizagdo dos anticorpos. No dia seguinte, o excesso de anticorpos foi retirado
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com o tampéo de lavagem (PBS 1x com Tween-20 a 0.05%) para proceder com a
saturacéo da placa com o diluente de ensaio (BSA 1% com PBS 1x) com 2 horas de
incubacdo a temperatura ambiente. Sequencialmente, a placa foi novamente
submetida a lavagem com o tamp&o de lavagem. Assim, as amostras, bem como, o
padrdo e o branco foram adicionados e incubados por 2 horas a temperatura
ambiente. Por conseguinte, a placa foi novamente lavada com o tampé&o de lavagem
e entdo foi adicionado o anticorpo de detecgdo. Depois de 2 horas de incubacao a
temperatura ambiente e a remogao do excesso de anticorpo pelo tampao de lavagem,
foi adicionado em cada pogo da placa a enzima conjugada streptavidin-HRP
(Streptavidin-Horseradish Peroxidase) em solugédo com o diluente de ensaio com
incubagdo sequencial de 20 minutos a temperatura ambiente em local escuro.
Passados os 20 minutos, a placa foi lavada com o tampéao de lavagem para a adi¢ao
de 50uL do substrato (Tetramethylbenzide TMB 1x). Ao adiciona-lo, esperou-se 20
minutos para que a enzima pudesse converter o substrato adicionado e
subsequentemente, a reag&o foi parada com 25uL da solugdo de parada (H2SO4 2N).
Foram utilizadas 5 amostras de sobrenadante de PBMC de voluntarios saudaveis para
0s ensaios, amostras que extrapolaram o limite de deteccao dos kits foram excluidas

das analises.

5.14. Avaliagao de atividade antioxidante dos derivados tiazolidinicos em
fibroblastos primarios

A deteccdo de ROS foi realizado através do dihidroetidio (DHE), que ao ser
oxidado pelo radical superoxido produzido pelos grupos de tratamento, se intercala no
DNA da célula, marcando seu nucleo com um vermelho fluorescente brilhante. Os
fibroblastos primarios foram plaqueados em placa de 12 pogos (1x10° células/pogo) e
entdo cultivadas nas seguintes condigdes: meio de cultura DMEM High glucose
(Gibco®), 10% de soro fetal bovino (Lonza®), 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina
(Gibco®) e 1% de anfotericina B (Gibco®) em incubadora de CO2 5% a 37°C. Apds
aderéncia a placa, as células foram pré-tratadas por 48h com LPSF/JB-3 e LPSF/JB-
20 nas concentracdes de 10uM e 25uM. Apds 48h, as células foram tratadas ou nao
pbr 1 hora com peréxido de hidrogénio a 100uM em novo meio de cultura, em seguida
foi adicionado DHE por 30 minutos e os fibroblastos foram lavados em PBS 1x. As
microfotografias foram realizadas imediatamente ao fim do ensaio em Nikon Eclipse

na objetiva de 20x.
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A quantificacado da fluorescéncia vermelha pelo software Imaged se inicia com
a conversao da imagem em tons de cinza em 8-bit, as regides de interesse (ROls,
original em inglés) s&o denominadas de acordo com a morfologia celular e
descartando células que nao estejam completas na imagem, para facilitar a
visualizacdo dos valores em cinza € selecionado o filtro 3-3-2 RGB e foram
selecionados trés campos com seis células por campo (“Determining Fluorescence
Intensity and Signal — Keith R. Porter Imaging Facility - UMBC”, [s.d.]). Os parametros
selecionados para mensuragéao foram area, integrated density e mean gray value, para
que entao seja usando a formula para calcular a fluorescéncia celular total corrigida
(CTCF, sigla em inglés), com a seguinte férmula:

Corrected total cell fluorescence (CTCF) = Integrated Density — (Area of

Selected Cell x Mean Fluorescence of Background readings)

5.15. Avaliacao da atividade antifibrética dos derivados tiazolidinicos em
fibroblastos primarios

Os fibroblastos primarios foram plaqueadas em placas de 24 pogos na
densidade de 1x10* células/pogo. Apds aderéncia e avaliagao de confluéncia em 70%
as células foram incubadas em condicdes experimentais com o TGF- por 24h. No
dia seguinte, foi removido meio de cultura com TGF-$ para adi¢do dos derivados
tiazolidinicos LPSF/JB-3 25uM e LPSF/JB-20 25uM a 37°C em 5% de CO:2 por 24h
(HINZ; LAGARES, 2021). Logo apos a incubacéo, as células foram lavadas com
tampao fosfato-salino (PBS) 1X, fixadas com acetona e metanol na propor¢ao 1:1 por
10 minutos na temperatura de -20°C. Logo depois desses procedimentos, as células
foram incubadas overnight com os anticorpos primarios anti-pSmad2/3 (Invitrogen;
Cat. PA5-3602) e anti-COL1A2 (Santa Cruz Biotechnology; Cat. Sc-8788). Em
seguida a incubagado, as células foram lavadas com solugdo tampao fosfato-
salino/albumina de soro bovino (PBS/BSA) 0,5% e incubadas com os anticorpos
secundario green-FITC (Sigma-Aldrich) e Cy3 red (Jackson ImmunoResearch), que
estabelecem ligacdo com os anticorpos primarios anti-pSmad2/3 e anti-COL1A2,
respectivamente. Posteriormente os fibroblastos foram submetidos a lavagem e
incubados com o marcador nuclear DAPI (4’6-diamidino-2-fenilindol). Em seguida as
células foram submetidas a lavagem para subsequente analise das laminulas no

microscopio optico de fluorescéncia. As imagens foram analisadas utilizando o
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software TS Il Eclispe (Nikon™). Todas as imagens de imunofluorescéncia foram
observadas nas objetivas de 20x.

A quantificagao da fluorescéncia verde (COL1A2) e vermelho (pSmad2/3) pelo
software Imaged se inicia com a conversdo da imagem em tons de cinza em 8-bit, as
ROI sdo denominadas de acordo com a morfologia celular e descartando células que
nao estejam completas na imagem, para facilitar a visualizagéo dos valores em cinza
€ selecionado o filtro 3-3-2 RGB e foram selecionadas seis células por campo para
quantificacdo (“Determining Fluorescence Intensity and Signal — Keith R. Porter
Imaging Facility - UMBC?”, [s.d.]). Os parametros selecionados para mensuragao foram
area, integrated density e mean gray value, para que entdo seja usando a formula
para calcular a fluorescéncia celular total corrigida (CTCF, sigla em inglés), com a
seqguinte férmula:

Corrected total cell fluorescence (CTCF) = Integrated Density — (Area of

Selected Cell x Mean Fluorescence of Background readings)

5.16. Analise dos resultados

A expressao dos resultados das variaveis continuas foi feita pelas
médias/desvios-padrdo ou mediana/variagao interquartil. Comparagao entre grupos
foi realizada pelo teste t de student de amostras ndo pareadas em dados que nao
seguem distribuicdo normal. Para validagdo de controles e demais grupos foi utilizado
ANOVA com pos-Tukey.

Analise da expressao génica foi realizada pelos diferentes grupos através do
método de 2-AACt com adigdo dos valores de cycle threshold (Ct). A expressao
génica relativa geralmente é definida como 1 para amostras de referéncia porque
AACT éigual a 0 e, portanto, 20 € igual a 1. O método 2—AACt assume uma eficiéncia
de amplificacdo de PCR uniforme de 100% em todas as amostras (AROCHO et al.,
2006). Valores de p<0,05 serdo considerados significantes. Todos os testes

estatisticos foram realizados no programa GraphPadPrism, versao 8.0.
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6 RESULTADOS
6.1. Dados in silico de LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20
Através do grafico de boiled-egg, baseado na A°/WLogP, foi possivel ilustrar a
analise farmacocinética pela plataforma SwissADME, mostrou que LPSF/JB-3 e
LPSF/JB-20 possuem absorgao pelo trato gastrointestinal e ndo sofrem efluxo pela

glicoproteina P (gp-P), semelhante a outra TZD, a rosiglitazona (Figura 10).

Figura 10 — Grafico boiled-egg para farmacocinética de LPSF/JB-3, LPSF/JB-20 e Rosiglitazona.
Circunferéncia em amarelo representa faixa de absorg¢édo pela barreira hematoencefalica e elipse
branca representa faixa de absorgéo pelo trato gastrointestinal. Ponto em vermelho representa que os
derivados n&o sao substratos da glicoproteina-P.

o
LPSF/JB-20

o
LPSF/JB-3

o
Rosiglitazona

Fonte: O autor (2023).

Ja o druglikeness revelou que o LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20, assim como a
rosiglitazona, respeitam a regra de Lipinski ao exibirem massa molecular (g/mol)< 500,
doadores de ligacdo de hidrogénio< 5, aceptores de ligagdo de hidrogénios 5 e
MLOGP estimado de 2,36 e 3,25, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparagéao entre os derivados tiazolidinicos com rosiglitazona apds analise in silico pelo
SwissADME.

| Propriedades fisico-quimicas dos derivados tiazolidinicos |

Peso Num.de Areatotalde LogP Log S Respeita as
siae Doadores de Aceptores de . £ 2
Codigo molecular g E : 2 ligagoes superficie regras de
hnoly TR ligachoH.  Ceveic.  polE(AT] Lipinski?
g P (MLOGP) (ESOL) PR
LPSF/JB-3 339 41 1 3 3 82 91 2,36 479 Sim
LPSF/JB-20 441,34 1 2 3 78 .47 3,25 6,29 Sim
Rosiglitazona 357,43 1 4 7 96,83 1,64 -4 81 Sim

Fonte: O autor (2023).

Além disso, com o objetivo de predizer os potenciais alvos moleculares dos
compostos foi utilizado o Swiss Target Prediction. A ferramenta apresentou o escore
de predicdo ao PPARYy para o LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 de 0,11. O escore para

rosiglitazona teve valor de 1 (tabela 2).

Tabela 2 — Predigdo ao PPARy de LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 em comparagédo com rosiglitazona pelo
Swiss Target Prediction.

Codigo do Probabilidade de Escore de

Potencial alvo Classe do alvo ligagdo a classe previsdo
composto
do alvo {(0-1)
L PSF/JB3 Receptor_atwado por proliferador Receptor 6,7% 0,11
de peroxissoma gama (PPARY) nuclear
LPSF/JB-20 Receptor_atwado por proliferador Receptor 6.7% 0.11
de peroxissoma gama (PPARY) nuclear
Rosiglitazona Receptor ativado por proliferador Receptor 26 7% 1

de peroxissoma gama (PPARY) nuclear

Fonte: O autor (2023).
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6.2. Avaliagao de atividade citotéxica na linhagem 3T3-L1 em tratamento
com os derivados tiazolidinicos

Na avaliagdo de atividade citotoxica em comparagdo ao grupo tratado com

DMSO 0,1% [97,33% % 1,94], o LPSF/JB-3 entre as concentra¢gdes de 10uM [97,67%

+ 2,99], 25uM [92,87% * 6,646] e 50uM [86,99% * 18,55] apresentou viabilidade

similar ao grupo DMSO 0,1% (Figura 11A). Assim como o LPSF/JB-20, que em 10uM

[86,03% + 12,83], 25uM [93,09% = 8,63], 50uM [88,25% =+ 10,42] também
apresentaram viabilidade similar ao grupo DMSO 0,1% (figura 11B).

Figura 11 — Viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 em ensaio de MTT. (A) Viabilidade de 3T3-L1 em
tratamento com LPSF/JB-3; (B) Viabilidade de 3T3-L1 em tratamento com LPSF/JB-20. NT= N&o
tratado, DMSO= Controle de veiculo em DMSO 0,1%.
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Fonte: O autor (2023).
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6.3. Efeito dos derivados tiazolidinicos no acumulo de lipidios em
linhagem 3T3-L1

Primeiramente foi necessario avaliar se o coquetel de estimulo (CE) de
diferenciacao exclusivamente era responsavel pelo acumulo de lipideos em
comparagao ao grupo NT. Foi observado que o grupo que apenas recebeu o CE teve
conteudo lipidico significativamente maior em comparagdo quando comparado ao
grupo NT (***p= 0,0001).

Em seguida avaliou-se se a diferenciagdo de adipocitos, estava sendo
influenciada pela presencga dos derivados tiazolidinicos, quando comparado ao grupo
que recebeu somente CE. Através da quantificagcao do corante Oil Red O, LPSF/JB-
3 10uM [112,5% £ 10,04 **p=0,0076] apresentou conteudo lipidico relativo
significativamente maior em comparacgéo ao grupo somente CE [89,08% + 12,65]. No
entanto, ndo houve diferenga significativa no conteudo lipidico relativo do LPSF/JB-3
25uM [132,8% + 29,72; p= 0,0529] e LPSF/JB-3 50uM [132,4% + 33,62; p= 0,0832]
comparado ao grupo CE (figura 12A). Ao comparar LPSF/JB-3 10uM (p= 0,1664),
25uM (p= 0,4985) e 50uM (p= 0,5864) com rosiglitazona 10uM [112,5% + 10,04] n&do
foi observado diferenga significativa (figura 12C).

Quanto ao LPSF/JB-20 10uM [146,1% + 20,97; **p=0,0033] e 25uM [149,3%
£10,47; ***p= 0,0003] comparado ao grupo que somente recebeu CE, foi demostrado
que ambas as concentragdes possuem maior conteudo lipidico relativo, com diferenca
significativa (figura 12B). Quando comparados com rosiglitazona [112,5% + 10,04], o
LPSF/JB-20 10uM (p= 0,0574) apresentaram conteudo lipidico relativo semelhante,
sem diferenca estatistica, mas na concentragdo de 25uM (**p= 0,0069) foi
demonstrado que esse grupo acumulou mais lipideos que o grupo tratado com
rosiglitazona (figura 12C). As microfotografias revelaram que o LPSF/JB-3 e LPSF/JB-
20 diferenciaram a linhagem 3T3-L1 em adipdcitos pelo acumulo de lipidios corados

de vermelho (figura 13).
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Figura 12 — Grafico de comparag¢do do conteudo lipidico relativo (%) entre os grupos controles e
diferentes concentragdes dos derivados tiazolidinicos. (A e B) Grupo NT vs. Estimulo com diferencga
significativa (***p= 0,0001); (A) CE vs. LPSF/JB-3, com diferenga significativa do derivado na
concentragdo de 10uM (**p= 0,0076); (B) CE vs. LPSF/JB-20, nas concentragbes de 10uM e 25 uyM
com diferenga significativa (**p= 0,0033 e ***p= 0,0003, respectivamente); (C) RSG vs. LPSF/JBs,
LPSF/JB-20 25uM houve diferenga significativa (**p= 0,0069). Dados distribuidos em média e desvio
padrdo. NT= Nao tratado; CE= Coquetel de estimulo. Teste estatistico: ANOVA pos-turkey.
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Figura 13 — Microfotografias da diferenciacdo adipogénica apds adicdo de CE e derivados tiazolidinicos em diferentes concentragdes. O grupo NT nao
recebeu estimulo algum. O grupo CE foi tratado apenas com coquetel de estimulo para diferenciagdo adipogénica (dexametasona 1uM, insulina 10mg/mL e
IBMX 500uM). Os outros grupos foram condicionados com CE combinado a um tratamento. NT= Nao tratado; CE= Coquetel de estimulo; RSG= Rosiglitazona.
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Fonte: O autor (2023).
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6.4. Expressao de mRNA de PPARy apés tratamento com derivados
tiazolidinicos na linhagem 3T3-L1
Os resultados preliminares demostraram que o grupo tratado apenas com CE
teve maior expressédo de PPARYy [1,00 + 0; *p= 0,0412] em comparagéo com as células
tratadas com rosiglitazona [0,51Ct + 0,20] (figura 14). Os derivados LPSF/JB-3 10uM
[0,72Ct £ 0,18; p= 0,3099] e LPSF/JB-20 10uM [0,66Ct * 0,16; p= 0,1558]
apresentaram expressao de PPARYy similar ao grupo CE (figura 14).
Na concentracao de 25uM, LPSF/JB-3 [0,17Ct £ 0,01; **p= 0,0061] e LPSF/JB-
20 [0,11Ct = 0,009; **p= 0,0033] apresentaram expressao de PPARy menor em
comparagao ao grupo CE [1,0Ct + 0] (figura 14A e 14B). Ao comparar a expressao do
PPARy nas diferentes concentragdes dos derivados tiazolidinicos, foi possivel
observar que LPSF/JB-3 10uM houve expressao significativamente maior de PPARy
do que na concentragao de 25uM (*p= 0,0330) (Figura 14A). De forma semelhante, o
LPSF/JB-20 10uM expressou significativamente mais PPARy do que na concentragao
de 25uM (*p= 0,0253) (figura 14B).
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Figura 14 — Expressdo génica de PPARy em tratamento de 3T3-L1 com LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20.
(A) CE vs. RSG (*p= 0,0412); CE vs. LPSF/JB-3 10uM (p= 0,3099); CE vs. LPSF/JB-3 25uM (**p=
0,0061); LPSF/JB-3 10uM vs. LPSF/JB-3 25uM (*p= 0,0330). (B) CE vs. LPSF/JB-20 10uM (p= 0,1558);
CE vs. LPSF/JB-20 25uM (**p= 0,0033); LPSF/JB-20 10uM vs. LPSF/JB-20 25uM (*p= 0,0253). NT=
Nao tratado; CE= Coquetel de estimulo; RSG= Rosiglitazona. Teste estatistico: ANOVA po6s-Tukey.
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Fonte: O autor (2023).

6.5. Imunomodulagao de citocinas em sobrenadante de PBMC de
voluntarios sadios tratadas com os derivados tiazolidinicos

Para deteccdo de citocinas apos ensaio de atividade imunomoduladora dos
derivados LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 foi realizado o ensaio de ELISA sanduiche para
citocinas inflamatérias IFNy, IL-1B, IL-6 e IL-13. As PBMC foram tratadas com os dois
compostos na mesma concentragéo de 50uM.

E possivel observar na figura 15A, que o LPSF/JB-20 reduziu
significativamente os niveis de IFNy [1082 * 460,4pg/mL; **p= 0,0079], mas o
LPSF/JB-3 ndo promoveu reducédo significativa [4893 + 3706pg/mL; p= 0,7460] em
sobrenadante de cultura de PBMC, quando comparados ao controle PHA [3690 *
2165pg/mL] (n=5).

Para IL-18, em comparacédo com PHA [9352 + 7365pg/mL], o LPSF/JB-3
[11454 + 13616pg/mL; p= 0,7951] e LPSF/JB-20 [28654 + 10379pg/mL; p= 0,977] ndo
reduziram os niveis da citocina (n=4) (figura 15B).
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Para IL-6, em comparagao com PHA [14739 + 5138pg/mL], o LPSF/JB-3
[21522 + 16025pg/mL; p= 0,5236] e LPSF/JB-20 [20696 + 4421pg/mL; p= 0,7974] ndo
reduziram os niveis da citocina (n=3) (figura 15C).

Com IL-13, em comparagdo com PHA [943,4 + 592,9pg/mL], o LPSF/JB-3
[1563 £ 1247pg/mL; p= 0,4044] e LPSF/JB-20 [1541 + 2500pg/mL; p= 0,6583] nado

reduziram os niveis da citocina (n=4) (figura 15D).

Figura 15 — Avaliagdo de imunomodulagéo de IFNy, IL-1f3, IL-6 e IL-13 com derivado tiazolidinico
LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20. O grupo PHA 5uM representa as PBMC estimuladas na produgdo de
citocinas inflamatérias no sobrenadante; O grupo Mp representa sobrenadantes de PBMC estimuladas
com PHA e tratadas com anti-inflamatério metilprednisolona 100uM. NT= N&o tratado; PHA=
Fitohemaglutinina; Mp= Metilprednisolona. IFNy: (n= 5); IL-1B (n= 4); IL-6 (n= 3); IL-13 (n= 4). Teste
estatistico: Teste t ndo pareado.
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6.6. Avaliacao da atividade antioxidante dos derivados tiazolidinicos em
fibroblastos primarios

O grupo néo tratado [3,05 = 1,47] teve intensidade de fluorescéncia menor
significativamente que o grupo H202 [14,39 £ 3,39; **p= 0,0061]. Ao comparar grupo
de células que foram tratadas apenas com H202 [14,39 + 3,39], o grupo H202 +
LPSF/JB-3 10uM [10,32 £ 2,77; p= 0,1835] nao teve diferenga significativa entre os
grupos. O H202 + LPSF/JB-3 25uM [8,636 = 0,8053; *p= 0,0463] houve reducéo
significativa de fluorescéncia celular (figura 16A). Em comparag¢ao ao grupo de células
que foram tratadas apenas com H202, o grupo H202 + LPSF/JB-20 nas concentragdes
de 10uM [10,14 + 2,92; p= 0,1761] e 25uM [11,23 + 3,183; p= 0,3053] nao tiveram
reducao significativa da fluorescéncia celular (figura 16B). As microfotografias revelam
a detecgao de ROS pelo DHE, marcando os fibroblastos com vermelho fluorescente
brilhante (figura 17).

A H202+ metilprednisolona [7,25 + 2,34; *p= 0,0404] foi utilizada como controle
positivo, reduziu fluorescéncia celular em comparagdo com o grupo H202 (figura 16).
Também foi observado que LPSF/JB-3 (25uM) apresentou atividade semelhante ao
Mp (p= 0,3910).

Figura 16 — Fluorescéncia celular total corrigida de DHE em fibroblastos primarios pré-tratados com
derivados tiazolidinicos (48h) e posterior adi¢ao de H20:2 (1h). (A e B) H202 vs NT (**p= 0,006) e H202 vs
H202+ Mp (*p= 0,0404). (A) H202vs. LPSF/JB-3 25uM (*p= 0,0463). NT= N&o tratado; H-0.= Peréxido de
hidrogénio; Mp= Metilprednisolona. Teste estatistico: Teste t ndo pareado.
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Fonte: O autor (2023).
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Figura 17 — Microfotografias de fluorescéncia de DHE em fibroblastos primarios pré-tratados com derivados tiazolidinicos (48h) e posterior adicdo de H202
(1h). O grupo NT séo fibroblastos que ndo foram pré-tratados com nenhum medicamento ou derivado e nao teve tratamento com H202; O grupo H202nao foi
pré-tratado com algum medicamento ou composto e foi adicionado H202100uM; O grupo Mp foi pré-tratado com o anti-inflamatério por 48h e posterior tratamento
com H202100uM; O grupo experimental com LPSF/JBs + H20.nas concentracdes de 10uM e 25uM foi adicionado os derivados como pré-tratamento por 48h
com posterior adicdo de H20.100uM. Microfotografias registradas com objetiva no aumento de 20x. NT= N&o tratado; H20-= Perdxido de hidrogénio.

H202 + JB-3 10uM H202 + 1B-20 10puM

H202 + JB-3 25uM H202 + JB-20 25uM
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Fonte: O autor (2023).
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6.7. Avaliagao da atividade antifribrética dos derivados tiazolidinicos em
fibroblastos primarios
Na avaliacado da possivel atividade antifibrotica dos derivados tiazolidinicos, a
expressao da pSmad2/3 e COL1A2 foi avaliada por imunofluorescéncia. Na marcagéao
de pSmad2/3 observou que os fibroblastos tratados com LPSF/JB-3 25uM [2,95 %
2,28; *p= 0,0197] apresentaram a fluorescéncia celular menor que o grupo de
fibroblastos tratados apenas com TGF-§ [6,657 + 1,37] (figura 18A). Por outro lado, o
grupo tratado com LPSF/JB-20 25uM [6,47 + 2,24; p= 0,8794] apresentou
fluorescéncia celular semelhante ao grupo tratado apenas com TGF-( (figura 18B).
Ja a avaliagéo da fluorescéncia de COL1A2, o grupo tratado com LPSF/JB-3
25uM [5,01 £ 2,59; *p= 0,0212] foi observado a reducio da fluorescéncia celular em
comparagado com o grupo apenas tratado com TGF-3 [8,53 + 1,37]. O LPSF/JB-20
25uM [7,45 £ 2,83; p=0,6960] ndo demostrou reducao na fluorescéncia celular em
comparagao ao grupo tratado apenas com TGF-B (figura 18). As microfotografias
revelam marcagao de pSmad2/3 e COL1A2 entre diferentes grupos tratados com os

derivados tiazolidinicos ou ndo, apds adigéo prévia de TGF-f3 (figura 19).

Figura 18 — Fluorescéncia celular total corrigida de fibroblastos primarios estimulados com TGF-3 com
tratamento com derivados tiazolidinicos. Avaliagdo de pSmad2/3, fibroblastos estimulados com TGF-
vs. NT (*p= 0,0214), TGF-B vs. TGF-B + LPSF/JB-3 (*p= 0,0197) e TGF-3 vs. TGF-3 + LPSF/JB-20 (p=
0,8794). Avaliagdo de COL1A2 TGF-B vs. NT (**p=0,0034), TGF-B vs. TGF-B + LPSF/JB-3 (*p= 0,0212)
e TGF-B vs. TGF-B + LPSF/JB-20 (p= 0,6960). NT= Nao tratado; TGF-B= Fator de crescimento beta.
Teste estatistico: Mdltiplos teste t.
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Figura 19 — Microfotografias de imunofluorescéncia de pSmad2/3 e COL1A2 em fibroblastos primarios estimulados com TGF-8 com posterior tratamento com
LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20. NT = Nao tratado; COL1A2 = Colageno, tipo |, alfa 2.

NT COL1A2 NT pSMAD2/3 NT DAPI NT Merged

TGF-p COL1A2 TGF-p pSmad2/3 TGF-p DAPI TGF-B Merged

TGF-g + JB-3 COL1A2 TGF-g + JB-3 pSmad2/3 TGF-B +JB-3 DAPI TGF-p + JB-3 Merged

TGF-B + JB-20 COL1A2 TGF-B + JB-20 pSmad2/3 TGF-B + JB-20 DAPI TGF-B + JB-20 Merged

Fonte: O autor (2023)
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7 DISCUSSAO

As TZDs pretence a uma classe de drogas usadas principalmente como
agentes hipoglicemiantes para tratar a diabete mellitus tipo 2. Pesquisas sugerem que
esses medicamentos também podem ser uteis no tratamento de outras doencas,
como a ES, com potencial atividade terapéutica. Logo, o desenvolvimento e a
avaliacdo de novos derivados tiazolidinicos despertam o interesse da comunidade
cientifica. Nosso estudo avaliou as atividades dos derivados tiazolidinicos LPSF/JB-3
e LPSF/JB-20 como possiveis agentes imunomoduladores, antifibréticos e
antioxidantes, com possivel ligacdo ao PPARy e propriedades farmacocinéticas na
perspectiva de tratamento para a ES.

Foi observado que in silico os derivados, possivelmente, ndo sofrerdo efluxo via
gp-P ao serem absorvidos pelo trato gastrointestinal. Além disso, as analises
demosntraram que os derivados avaliados n&o ultrapassam a BHE, indicando que
estas moléculas ndo estariam relacionadas a resisténcia a farmacos, e por nao
interagir com o SNC, na perspectiva de ensaios in vivo e se apresentam como seguros
para o tratamento com pacientes (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010). Além disso,
respeitam os critérios moleculares da regra de Lipinski, indicando atividade bioldgica,
e que estas moléculas sao boas candidatas a farmacos por via oral, facilitando assim
a atividade de multiplas enzimas metabdlicas, principios aceitos pela industria
farmacéutica (BENET et al., 2016). A predicgéao in silico dos alvos terapéuticos também
demonstrou a possibilidade do LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 de serem ligantes da classe
de receptores nucleares, em especial ao PPARYy, a simulagdo que os derivados nao
teriam ligagdo com as isoformas PPARa e PPARB pode ser baseado em estudos
clinicos da ES que sugerem que a atividade de candidatos pan-agonistas as outras
isoformas de PPAR nao seja tao eficiente de como seria a um agonista seletivo ao
PPARy (DENTON; YEE; ONG, 2020). O valor do PPARYy na fisiopatologia da ES
sugere um potencial alvo terapéutico, pois em estudo de associagdo gendmica indica
que a variante no gene do PPARYy pode estar associada a suscetibilidade aos dois
subtipos da ES, que leva reducgao do receptor e sua atividade em células relacionadas
aos processos inflamatérios e fibroticos, e o uso de ligantes sintéticos podem
amenizar esse quadro (MARANGONI et al., 2015).

Foi observado o aumento do acumulo de lipideos promovido pelos derivados

LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20, assim como agirem similarmente a rosiglitazona, sugere
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que eles sejam potenciais ligantes de PPARYy, induzindo sua ativagao e atividade (PU;
VEIGA-LOPEZ, 2017). No entanto, € importante lembrar que o acumulo de lipideos
nao € o unico critério para avaliar o efeito de um derivado na pesquisa de novos
ligantes a PPARy, pois outras biomoléculas podem estardo envolvidas no
metabolismo lipidico, incluindo a proteina adipogénica 2 (aP2), CCAAT/proteina de
ligacdo ao intensificador alfa (cCEBPa) e a proteina de ligagdo a acidos graxos
(MASUMI et al., 2020). Outro importante fator a ser considerado € que as células
tratadas com o derivado LPSF/JB-20 (25uM) demonstrou ter mais conteudo lipidico
do que o grupo de células tratadas com rosiglitazona. Isso sugere um efeito adverso
LPSF/JB-20, dose dependente semelhante a rosiglitazona, que precisou ser removida
do quadro de medicamentos pela Food and Drugs Association (FDA) devido ao
aumento de depdsitos de gordura subcutanea em pacientes medicados nos Estados
Unidos (“FDA Drug Safety Communication: Updated Risk Evaluation and Mitigation
Strategy (REMS) to Restrict Access to Rosiglitazone-containing Medicines including
Avandia, Avandamet, and Avandaryl | FDA”, [s.d.]). Também & importante considerar
que o LPSF/JB-20 pode estar agindo em outras vias metabdlicas, que ndo s&o
afetadas pela rosiglitazona, resultando em um acumulo de lipidios diferente.

Os dados preliminares de expressao génica de PPARy apontam outro caminho
sobre a metodologia de diferenciagao adipogénica. A linhagem celular 3T3-L1 com o
uso de TZDs, como a rosiglitazona e o LPSF/JBs, apesar de ter efeito com coquetel
de estimulo para diferenciar as células em adipécitos maduros, ndo conseguiram,
isoladamente, aumentar a expressdo de PPARYy tao bem quanto células que tratadas
exclusivamente com coquetel de estimulo, sugerindo que a diferenciagao adipogénica
tenha ocorrido também por influéncia de outros genes, como o cEBPa e aP2, como
mostrado em um estudo com 3T3-L1 de Masumi e colaboradores (CAMP; Wo
HITTON; TAFURI, 1999; MASUMI et al., 2020). Os dados que os LPSF/JBs nao terem
aumento significativo da expressdao de mRNA de PPARy contrastam resultados
observados por Rocha Junior e colaboradores. Nesse estudo, os autores analisaram
a acao dessas moléculas em PBMC de pacientes com artrite reumatoide e
constataram que o derivado tiazolidinico TM-17 aumentou os niveis de mRNA de
PPARYy, e esses resultados sugerem que os derivados tiazolidinicos possam regular
o PPARy em doengas autoimunes (DA ROCHA JUNIOR et al., 2013).

O derivado tiazolidinico LPSF/JB-20 conseguiu reduzir os niveis da citocina

inflamatdria de perfil Th1, IFNy, que é associada a hipertensao pulmonar na ES e
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reducdo da expressdo de PPARy (BALANESCU et al., 2015; DANTAS et al., 2015).
Os mecanismos da atividade da IFNy na autoimunidade ainda n&o foram
estabelecidos. No entanto, em um estudo com um modelo animal, foi possivel
observar que essa citocina € capaz de diferenciar linfécitos T e alterar a classe de
imunoglobulinas IgG para autoanticorpos patogénicos, ativando regides Fc e de
proteinas do complemento, o que se relaciona a severidade da autoimunidade (HU;
IVASHKIV, 2009; POLLARD et al., 2013). Também foi observado que os niveis IFNy
sdo mais elevados em cultura de PBMC de pacientes com doengas autoimunes que
desenvolveram FRy, um sinal clinico importante na investigacéo clinica da ES
(WILLEKE et al., 2009). O papel de imunomodulador da metilprednisolona também
pode ser influenciado por potencializar a atividade de PPARy para o controle de
citocinas inflamatérias. Isso foi sugerido em um estudo de Palma e colaboradores que
observaram que o medicamento aumentou a expressdao de mRNA de PPARy em
PBMC de voluntarios sadios, mas pacientes com ES o uso nao é recomendado devido
ao aumento da incidéncia de crise renal (PALMA et al., 2012; WYETH INDUSTRIA
FARMACEUTICA, 2020).

No entanto, foi demonstrado que LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 ndo reduziram os
niveis de citocinas proé-inflamatérias IL-13, IL-6 e IL-13 no sobrenadante de PBMC de
voluntarios saudaveis. E importante ressaltar que o reduzido nimero de amostras
para analise estatistica com essas citocinas influenciou o resultado, uma vez que a
variagdo interindividual pode ser significativa e o poder estatistico ser limitado. Para
uma melhor compreensdo do possivel papel imunomodulador dos derivados é
necessario numero maior de amostras de voluntarios saudaveis assim como de
pacientes com ES e estudos in vivo com modelos animais da doenga. Também deve
ser possivel que esses derivados nao tenham efeitos diretos sobre a produgao dessas
citocinas, sugerindo que seu mecanismo de agao seja especifico para a regulagéo da
fibrose.

Nosso trabalho demonstrou que fibroblastos primarios de pele pré-tratados com
LPSF/JB-3 (25uM) reduziu significativamente a fluorescéncia induzida pelo DHE,
sugerindo papel protetor ao radical superdxido (O27), ratificando o papel antioxidante
de moléculas com o anel de tiazolidina (SAMEEH et al., 2022; SHAHNAZ; KANNU
BHAI; BHAI, 2013). Em um estudo realizado por Blaquicett e colaboradores foi
observado que estresse o oxidativo estimulado através do H202 é capaz de atenuar a

transcricao de PPARYy in vitro, existindo a possibilidade de que o tratamento com
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LPSF/JB-3 possa aumentar a transcrigao do receptor (BLANQUICETT et al., 2010).
O O2™ é um potente agente de deprotonagdo de compostos organicos, como DNA e
proteinas. A potencial atividade do LPSF/JB-3 como agente antioxidante sugere que
o derivado doe elétrons para a estabilizacdo do Oz~ e posteriormente o DMSO utilizado
como solvente do derivado atue como doador de prétons para estabilizagdo do 0272
que na forma de H202 tem um periodo de meia vida curto em seres vivos
(BERCZYNSKI et al., 2013; KUMAR et al., 2022).

No entanto, isso n&o foi observado com o derivado LPSF/JB-20 (10uM e 25uM),
a possivel explicacdo para isso pode ser pela incapacidade do derivado em doar
elétrons para o O27, logo ndo reduzindo o sinal de fluorescéncia do DHE. Esse achado
pode ser devido a varios fatores, como a falta de grupos funcionais que possam doar
elétrons ou a incompatibilidade do composto com o ambiente em que as ROS estao
presentes. E importante ressaltar que muitos fatores que podem influenciar a eficacia
de um derivado antioxidante, incluindo a concentracdo, biodisponibilidade,
capacidade de penetrar em tecidos e células especificos e afinidade por ROS
especificas (PIZZINO et al., 2017; SIES, 2017).

O trabalho também sugere que o LPSF/JB-3 reduziu a ativagdo do TGF- em
fibroblastos primarios de individuos saudaveis, resultando na diminuigdo da marcagao
de pSmad2/3 e COL1A2, empregados como marcadores da fibrose. Esses dados séo
promissores, uma vez que a fibrose é um dos principais aspectos patologicos da ES,
sugerindo que o LPSF/JB-3 ao ativar PPARYy, o transloca para o nucleo da célula,
suprime a atividade fibroblasto primario induzido por TGF-B e anula a sintese de
colageno, a inibicdo do TGF- tem sido apontada como uma estratégia terapéutica
promissora para o tratamento da fibrose na ES (GHOSH; ASISH GHOSH, 2021;
MAKINO et al., 2013). Além disso, a transcricdo de PPARy pode participar da
regulagao e do controle da fibrogénese, enquanto a disfungdo do PPARYy parece estar
associada as fibroses patoldgicas, como observado na ES (DANTAS et al., 2015). O
uso do LPSF/JB-3 como potencial agonista de PPARy aponta um possivel papel
antifibrotico desse derivado. A ativagdo de PPARy tém sido sugerida como papel-
chave na inibicdo do recrutamento do coativador p300 em sitios de ligacdo de Smad,
como demonstrado no estudo de Ghosh e colaboradores com modelos animais da ES
(DISTLER et al., 2017; GHOSH et al., 2009). Assim, o derivado LPSF/JB-3 pode ter

potencial em reduzir os marcadores de fibrose. No entanto estudos s&o necessarios
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para avaliar sua eficacia em fibroblastos de pacientes com ES e in vivo com modelos
animais da doenca.

Contudo, o LPSF/JB-20 ndo diminuiu a atividade e expressédo de pSmad2/3 e
COL1A2, e isso sugere que o derivado n&o consiga afetar diretamente a via de
sinalizacdo do TGF-B em fibroblastos primarios. Outra possibilidade é que a
concentragéao utilizada do LPSF/JB-20 (25uM) néo tenha sido suficiente para produzir
um efeito antifibrético, sendo necessario mais estudos. E importante ser mencionado
o papel que derivados tiazolidinicos possa ter como agentes antifibroticos na ES, um
estudo de Bogatkevich e colaboradores demonstrou que fibroblastos de pulméo
oriundos de pacientes com ES tratados com rosiglitazona reduziu a expressao de
colageno tipo | in vitro (BOGATKEVICH et al., 2012). Resultados similares foram
observados em um trabalho de Pardo-Jiménzes e colaboradores que demostrou
que a sintese e avaliacdo de derivados com o anel de tiazolidina em sua estrutura
quimica tém sido importantes no desenvolvimento de possiveis agentes antifibroticos,
ao observar a redugéo da expresséo de procolageno do tipo | e a-SMA, marcador de
miofibroblasto (PARDO-JIMENEZ; NAVARRETE-ENCINA; DIAZ-ARAYA, 2019).

8 CONCLUSOES

e Os derivados LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 ao serem absorvidos pelo TGl,
provavelmente, ndo sofrerdo resisténcia e nao violam as regras de Linpiski,
tornando-os possiveis candidatos a farmacos de via oral;

e Os derivados LPSF/JB-3 e LPSF/JB-20 se apresentam, até o momento, como
potenciais agonistas sintéticos ao PPARYy;

e O LPSF/JB-20 apresentou atividade imunomoduladora em IFNy no
sobrenadante de PBMC de voluntarios saudaveis;

e O LPSF/JB-3 apresentou potencial atividade antioxidante em fibroblastos
primarios;

e O LPSF/JB-3 apresentou potencial atividade antifibrética em fibroblastos

primarios.
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APENDICE D — MICROFOTOGRAFIAS DE FLUORESCENCIA DE DHE EM
FIBROBLASTOS PRIMARIOS EM 8-BIT (3-3-2 RGB)

NT (3-3-2 RGB) H202 (3-3-2 RGB)

Mp (3-3-2 RGB) IB-3 10uM (3-3-2 RGB)

JB-3 10uM (3-3-2 RGB) JB-2E 1BuM (3-3-2 RGB).»

IB-20 25.MY3-3-2 RGB)
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APENDICE E — MICROFOTOGRAFIAS DE IMUNOFLUORESCENCIA DE COL1A2
E PSMAD2/3 EM FIBROBLASTOS PRIMARIOS EM 8-BIT (3-3-2 RGB)

NT (COL1AZ) NT (pSmad2/3)

TGF-f (COL1AZ) TGF-B (pSmad2f3)

TGF-B + LPSF/IB-3 25uM (COL1A2) TGF-B + LPSF/IB-3 251M (pSmad2/3)

TGF-B + LPSF/IB-20 25uM (COL1A2) TGF-B + LPSF/IB-20 25uM (pSmad2/3)
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APENDICE F — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
COLETA DE FRAGMENTO DE PELE SAUDAVEL

VIRTUS IMPAVIDA
vy

UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
. CENTRO DE BIOCIENCIAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA — SUELY GALDINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Avalia¢do in vitro de atividade antioxidante
e imunomoduladora de derivados tiazolidinicos e perfil de expressao protéica das isoformas de PPAR em pacientes com
esclerose sistémica” que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Jodo Victor de Melo Gomes, Av. Jorn. Anibal Fernandes
- Cidade Universitaria, Recife - PE; CEP: 50740-540— Telefone para contato: (81) 99525-5924; E-mail: joao.melogomes@ufpe.br

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dra. Lilian David de Azevedo Valadares, e-mail:
lilianldvaladares@hotmail.com, Profa. Dra. Andréa Tavares Dantas, e-mail: andreatdantas@gmail.com. Esta sob a orientagdo do:
Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta, Telefone: (81) 99786-9635, e-mail: maira.pitta@ufpe.br.
Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem
dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema,
desistir é um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma
penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> Descri¢io da pesquisa e esclarecimento da participagdo: A esclerose sistémica, também conhecida como
esclerodermia, ¢ uma rara doenga autoimune de origem desconhecida que acomete a pele e diferentes 6rgdos como pulmdes, coragido
e trato digestivo. A doenga costuma aparecer em pacientes a partir dos 30 anos ou até antes e pode prejudicar o rendimento em
certas atividades manuais isso pode causar complicagdes na saiide mental e nas atividades profissionais do portador da doenca.
Nosso objetivo é expandir os horizontes de conhecimento ao estudarmos a agdo de farmacos em células da pele (em caso de
bidpsia) de pacientes e individuos saudaveis. Como vocé ndo ¢ portador de esclerose sistémica e se enquadra nos critérios de
inclusdio da pesquisa, sua participagdo ¢ importante para que seja possivel a comparagdo entre os seus resultados clinicos e
laboratoriais com os de pacientes. Esta pesquisa busca entender se alguma mudanca nas informacdes das nossas células do nosso
organismo pode causar a esclerose sistémica. Serdo utilizados restos de pele retirados da sua cirurgia plastica no Hospital das
Clinicas, ndo havendo necessidade de nenhum procedimento adicional, com prévia autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa,
e/ou da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. A coleta do material ser4 realizada no bloco ciriirgico de cirurgia plastica do
Hospital das Clinicas da UFPE (HC/UFPE) por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos. Nenhum
medicamento sera administrado em momento algum. As amostras serdo processadas e armazenadas no Laboratorio de
Imunomodulagéo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), pertencente ao Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica — Suely
Galdino, da UFPE. O material coletado tem objetivo de aquisi¢do de uma célula conhecida como fibroblasto, a partir disso os
fibroblastos serdo submetidos a tratamento com os farmacos e logo sera realizado ensaio imunoenzimatico conhecido como ELISA
para detec¢do de moléculas como citocinas e detectar moléculas especificas que possam estar relacionados a fibrose em pacientes
com esclerose sistémica através do ensaio de imunofluorescéncia e western blotting.

> RISCOS: O risco ao voluntario da pesquisa ¢ minimo devido a coleta do material sera diretamente do excedente de pele
retirada apds cirurgia e ndo do paciente em si. Em caso de danos ocasionados por quaisquer procedimentos envolvendo a pesquisa
o paciente tera direito a assisténcia integral e gratuita.

> BENEFICIOS diretos/indiretos: Quantos aos beneficios na condigdo de grupo controle, vocé sera submetido a uma
avaliagdo clinica e, caso seja detectada alguma alteragdo sugestiva de doenga autoimune, sera encaminhado para um
acompanhamento adequado, além de contribui de maneira geral para a melhor compreensdo do mecanismo da doenga, favorecendo
aos demais pacientes e guiando as equipes de saude para maior sucesso no tratamento da doenga.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo e que esta decis@o
ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo,
sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo,
sob a responsabilidade do pesquisador Jodo Victor de Melo Gomes, Av. Jorn. Anibal Fernandes - Cidade Universitaria, Recife - PE,
pelo periodo de minimo 5 anos ap6s o término da pesquisa.
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APENDICE G — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
COLETA DE SANGUE DE VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

VIRTUS IMPAVID
vV

UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
. CENTRO DE BIOCIENCIAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA — SUELY GALDINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Avaliacdo in vitro de atividade antioxidante
e imunomoduladora de derivados tiazolidinicos e perfil de expressao protéica das isoformas de PPAR em pacientes com
esclerose sistémica” que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Jodo Victor de Melo Gomes, Av. Jorn. Anibal Fernandes
- Cidade Universitaria, Recife - PE; CEP: 50740-540— Telefone para contato: (81) 99525-5924; E-mail: joao.melogomes@ufpe.br

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dra. Lilian David de Azevedo Valadares, e-mail:
lilianldvaladares@hotmail.com, Profa. Dra. Andréa Tavares Dantas, e-mail: andreatdantas@gmail.com. Esta sob a orientagdo do:
Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta, Telefone: (81) 99786-9635, e-mail: maira.pitta@ufpe.br.
Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem
dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema,
desistir ¢ um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma
penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> Descricio da pesquisa e esclarecimento da participagio: A esclerose sistémica, também conhecida como
esclerodermia, ¢ uma rara doenga autoimune de origem desconhecida que acomete a pele e diferentes 6rgdos como pulmdes, coragio
e trato digestivo. A doenga costuma aparecer em pacientes a partir dos 30 anos ou até antes e pode prejudicar o rendimento em
certas atividades manuais isso pode causar complicagdes na saiide mental e nas atividades profissionais do portador da doenca.
Nosso objetivo ¢ expandir os horizontes de conhecimento ao estudarmos como certas moléculas sdo capazes de dirigir os rumos da
doenga em um paciente portador da doenga. Como vocé néo é portador de esclerose sistémica e se enquadra nos critérios de inclusio
da pesquisa, sua participagdo ¢ importante para que seja possivel a comparagio entre os seus resultados clinicos e laboratoriais com
os de pacientes. Esta pesquisa busca entender se alguma mudanga nas informagdes das nossas células do nosso organismo pode
causar a esclerose sistémica. A coleta de sangue ¢ feita no brago e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (24
mL). O material coletado sera processado para isolamento de células para pesquisa e separagdo do soro, que sera armazenado
adequadamente em freezers -80°C e podera ser utilizado em pesquisas futuras, com prévia autorizagdo do Comité de Etica em
Pesquisa, e/ou da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. A coleta sera realizada Laborat6rio de Imunomodulagio e Novas
Abordagens Terapéuticas (LINAT) por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos. Nenhum
medicamento sera administrado em momento algum. As amostras serdo processadas e armazenadas no LINAT, pertencente ao
Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica — Suely Galdino, da UFPE. Parte do material liquido que foi separado do sangue
coletado para testes sera submetido ao ensaio imunoenzimatico conhecido como ELISA para detec¢do de moléculas conhecida
como citocinas;

> RISCOS: Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode ser desconfortavel e o brago pode
ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. Em caso de danos ocasionados por
quaisquer procedimentos envolvendo a pesquisa o paciente tera direito a assisténcia integral e gratuita;

> BENEFICIOS diretos/indiretos para os voluntarios: Quantos aos beneficios na condi¢do de grupo controle, vocé sera
submetido a uma avaliagdo clinica e, caso seja detectada alguma alteragdo sugestiva de doenga autoimune, sera encaminhado para
um acompanhamento adequado, além de contribui de maneira geral para a melhor compreensio do mecanismo da doenca,
favorecendo aos demais pacientes e guiando as equipes de satide para maior sucesso no tratamento da doenga.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo e que esta decisdo
ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicag¢des cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo,
sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo,



99

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFPE - HOSPITAL DAS
[JC}EP CLINICAS DA UNIVERSIDADE <3
wimmr=  FEDERAL DE PERNAMBUCO - ¥ W€

HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo in vitro de atividade anfioxidante e imunomoduladora de derivados
tiazolidinicos e perfil de expressao profeica das isoformas de ppar em pacientes com
esclerose sistémica

Pesquizador: JOAO VICTOR DE MELO GOMES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAFE: 55556222 7 3001.8807

Instituigdo Proponente: UNIWVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5628 483

Apresentagao do Projeto:

Trata-ze de um projeto de Mestrade, do Programa de Pés-graduacio em Inovagio Terapéutica, de Jodo
Victor de Melo Gomes, sob a orientagdo da Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta. Compédem também a
equipe as professoras Lilian David de Azevedo Valadares e Andrea Tavares Dantas.

A esclerose sigtémica (ES) € uma doenga autoimune reurnatologica que acomete a pele e érgaos intemos,
resultando em altas taxas de morbidade & mortalidade. E considerada uma doenca de importancia mundial
em termos de impacto a saude publica, tendo a etiologia ainda nac elucidada, embora se saiba que fatores
genéticos & ambientais agem como gatitho para a doenga. O foco do projeto & cbservar come o tratamento
de potenciais farmacos in vitro atuam em fibroblastos de pacientes com esclerose sistémica & se =d0
capazes de inibir citocinas ou outras proteinas relacionadas ao desenvolvimento da fibrose.

Em tempo, o estresse oxidativo € um mecanismo gue envolve o deseguilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, por conseguéncia da geragao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERD
referem-se a radicais livres de oxig®nio gue possuem um ou dois elétrons desemparelhados do atomo. As
ERO possuem papel importante no surgimento e na progressao da ES uma vez que fatores como citocinas
sdo capazes de aumentar 3 geracac de ERO em diferentes regides como células musculares lisas,
cardiacas e fibroblastos de pulmdo & pele. Devido ao

Enderego:  Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloca C.3° andar do prédic principal, Ala Norte, 17 sala a esquerda do
Baimro: Cidade Universitaria CEP: 50870-801

UF: PE Munmicipio: RECIFE

Telefone: (g1j7126-3743 E-mail: cep.hepefebsarh.gov.br
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