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RESUMO

A esclerose sistémica (ES) ¢ uma doenga autoimune que afeta o tecido conjuntivo,
sendo caracterizada pela soma de trés eventos principais: alteracdo vascular, desregulacao
imunolégica e a fibrose da pele e de varios drgaos internos. Atualmente no tratamento da ES,
ndo ha um agente modificador disponivel que possa alterar o curso natural da doenga.
Agonistas do receptor por proliferador de peroxissoma-gama (PPARYy) possuem uma atividade
antiinflamatéria e potencialmente antifibrética. Os derivados tiazoquinolicos (ZKDs), sdao
obtidos através da hibridizacdo das Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs) e estudos relatam uma boa
afinidade com o PPARy. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
imunomoduladora do ZKD-2 em células de pacientes com ES ¢ 0 ZKD-2 e ZKD-4 em células
esplénicas de camundongos. Foram incluidos no estudo 18 pacientes com ES e 8
camundongos da linhagem Balb/c. A partir do sangue coletado dos pacientes foi realizado o
isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e em seguida foi
realizado o ensaio de citotoxicidade pelo MTT. Suspensdes de células do bago de
camundongos foram isoladas e também submetidas ao ensaio de citotoxicidade pelo MTT.
Os sobrenadantes de cultura das PBMCs e células esplénicas foram recolhidos e utilizados
para dosagem de citocinas por ELISA sanduiche. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa GraphPad Prism, versdo 8.0. O ZKD-2 em PBMC apresentou uma
viabilidade similar ao grupo DMSO 0,1%. Em sobrenadante de PBMC tratado com ZKD-2
apresentou uma reducgdo significativa nos niveis de IL-17A [p<0,0001] e IFN-y [p<0,0313].
Observou-se em células esplénicas tratadas com ZKD-2 nas concentragdes de 1uM e 10uM
reduziu os niveis das citocinas IL-4 [p<0,0156 e p<0,0391], IL-6 [p<0,0156] e IL-13
[p<0,0313], respectivamente. Em paralelo, o ZKD-4 também reduziu significativamente os
niveis das citocinas IL-6 nas concentragdes 10uM e 100uM [p<0,0078] e IL-13 nas
concentragdes de 1pM e 10uM [p<0,0078], respectivamente. Portanto, com base nos

resultados apresentados sugere-se que os ZKDs tém um potencial efeito imunomodulador.

Palavras-chave: ZKDs; Esclerose Sistémica; Imunomodulacao; Citocinas.



ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease that affects connective tissue and is
characterized by the sum of three main events: vascular alteration, immunological
dysregulation and fibrosis of the skin and various internal organs. Currently in the treatment
of SSc, there is no modifying agent available that can alter the natural course of the disease.
Peroxisome proliferator receptor-gamma (PPARy) agonists have anti-inflammatory and
potentially anti-fibrotic activity. Thiazolidine derivatives (ZKDs) are obtained through the
hybridization of Thiazolidine-2,4-diones (TZDs) and studies report a good affinity with
PPARy. Thus, the objective of the work was to evaluate the immunomodulatory activity of
ZKDs in cells from SSc patients and splenic cells from mice. 18 patients with SSc and 8
Balb/c mice were included in the study. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from the blood collected from patients and then the MTT cytotoxicity assay was
performed. Mouse spleen cell suspensions were isolated and also subjected to MTT
cytotoxicity assay. The culture supernatants of PBMCs and splenic cells were collected and
used to measure cytokines by sandwich ELISA. All statistical analyzes were performed using
the GraphPad Prism program, version 8.0. ZKD-2 in PBMC showed similar viability to the
0.1% DMSO group. Supernatant from PBMC treated with ZKD-2 showed a significant
reduction in the levels of IL-17A [p<0.0001] and IFN-y [p<0.0313]. It was observed in
splenic cells treated with ZKD-2 at concentrations of 1uM and 10uM reduced levels of the
cytokines IL-4 [p<0.0156 and p<0.0391], IL-6 [p<0.0156] and IL -13 [p<0.0313],
respectively. In parallel, ZKD-4 also significantly reduced the levels of the cytokines IL-6 at
concentrations of 10uM and 100uM [p<0.0078] and IL-13 at concentrations of 1uM and
10uM [p<0.0078], respectively. Therefore, based on the results presented, it is suggested that

ZKDs have immunomodulatory activity.

Keywords: ZKDs; Systemic Sclerosis; Immunomodulation; Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A esclerose sistémica (ES) é uma doenga autoimune complexa do tecido conjuntivo
que carrega uma carga significativa de morbidade relacionada a doenga, incluindo
complicacdes potencialmente fatais. A fisiopatogénese da ES ¢ composta pela soma de trés
eventos principais, sendo eles, anormalidades vasculares, a desregulacdo imunoldgica e a
fibrose da pele e de varios oOrgdos internos, como pulmdes, coragdo, rins € o trato
gastrointestinal. A soma desses eventos resulta na heterogeneidade da expressao fenotipica da
doenca (Cavazzana et al., 2023; Chrabaszcz et al., 2020; Hughes; Herrick, 2019; Kumar et
al., 2017; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

A caracteristica mais proeminente da ES € o processo de fibrose progressiva resultante
da deposicao excessiva de componentes da matriz extracelular em diferentes tecidos e 6rgaos
(Sobolewski et al., 2019).

Pacientes com ES sdo classificados em dois subconjuntos clinicos diferentes, de
acordo com a extensdo do envolvimento da pele, sdo geralmente reconhecidos: ES cutinea
difusa (ESdc), na qual o dano da pele se estende proximalmente aos cotovelos e/ou joelhos ou
ao torax e/ou abdomen em qualquer momento durante o curso da doenca, e ES cutanea
limitada (ESIc), na qual o dano da pele permanece distal aos cotovelos e joelhos sem
envolvimento do térax ou abdomen (Benfaremo et al., 2022).

Embora a patogénese da ES ainda permaneca desconhecida, varias anormalidades
imunologicas foram relatadas em pacientes com ES, indicando a natureza autoimune da
doenca. Em particular, a ativacdio e a polarizagdo de células T foram extensivamente
estudadas tanto em pacientes quanto em modelos animais de ES (Kuzumi et al., 2021).
Assim, uma intrincada rede de sinais para células e respostas por células constitui a rede
inflamatéria que na ES se estende muito além dos componentes "classicos" do sistema
imunolégico (Truchetet et al., 2023).

A ES destaca-se um perfil inflamatodrio, caracterizado por aumento da secrecdo de
citocinas pro-inflamatdrias, em conjunto com a¢do de algumas citocinas especificas, dara
origem a novas linhagens, conhecidas como T helper (Th): Thl, Th2, Th17 (Cardoneanu et
al., 2022; Khana et al., 2022; Lubberts, 2010). Citocinas como IL4, IL-13, IL-6, IL-17A
colaboraram para o estado de retroalimentacdo da fibrose patologica (Henderson; Rieder;
Wynn, 2020; Wilson et al., 2010).

O tratamento da ES pode ser desafiador devido a sua raridade e manifestagdes

heterogéneas da doenga. Antes de iniciar a terapia, uma avaliagdo pré-tratamento € necessaria
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para identificar o envolvimento ativo de 6rgdos e estratificar o risco dos pacientes, a terapia
deve ser implementada para atingir complicagdes especificas de orgdos ativos da doenca
(Bukiri; Volkmann, 2022).

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARy) é um receptor
nuclear conhecido por modular a inflamagdo, ou seja, agonistas de PPARy demonstraram
inibir a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias e direcionar a diferenciagdo de células imunes
para fenotipos anti-inflamatorios (Avouac et al., 2017; Ferrari et al., 2015).

Nessa perspectiva, sugere-se a possibilidade dos derivados tiazoquinolicos (ZKDs)
agonistas do PPARy de apresentar um papel imunomodulador na ES. Este trabalho visa
investigar a atividade imunomoduladora das ZKDs em células de pacientes com ES e em
esplenocitos de camundongos e os efeitos dessas moléculas envolvidas na atividade das

respostas das células no sobrenadante do cultivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade imunomoduladora dos derivados tiazoquinolinicos ZKD-2 e

ZKD-4 como potenciais moléculas no tratamento para esclerose sist€émica.

2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do derivado tiazoquinolinico ZKD-2 em
PBMCs de pacientes com esclerose sistémica na produgdo das citocinas IL-17A e
IFN-y;

e Avaliar a atividade imunomoduladora dos derivados tiazoquinolinicos ZKD-2 e
ZKD-4 no cultivo de esplendcitos de camundongos na producdo das citocinas IL-4,
IL-6 e IL-13 envolvidas na patogénese da ES;

e Avaliar a citotoxicidade do ZKD-2 e ZKD-4.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Esclerose Sistémica

A esclerose sist€émica (ES), também conhecida como esclerodermia, ¢ uma doenga
reumadtica imunomediada que afeta o tecido conjuntivo e 6rgdos vitais, como pulmdes,
coragdo, rins e o trato gastrointestinal (TGI) (Cavazzana et al., 2023; Zuo et al., 2017).
Existem duas apresentagdes clinicas da ES: limitada e difusa. Essas duas formas podem ser
distinguidas por variagdes no grau de envolvimento da pele, associagdo com autoanticorpos
especificos e padrao de envolvimento de oOrgdos (Patnaik et al., 2023). O diagnostico,
caracterizacdo dos subtipos da doenca 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 articulagdes metacarpofalangicas.

As manifestagdes em Orgdos internos envolve a fibrose pulmonar, dano cardiaco que
estd presente em mais de 50% dos pacientes com ES, crise renal esclerodérmica (SRC),
incluem hipertensdo, edema e anormalidades eletroliticas, envolvimento gastrointestinal que
esta associado a altas taxas de morbidade e mortalidade (Battista et al., 2023, Ren et al.,
2023). O fendomeno de Raynaud ¢ uma das manifestagdes mais precoces e frequentes da ES,
afetando até 95% dos pacientes e refluxo gastroesofagico estd presente entre 50-80% dos
pacientes (Lepri et al., 2022, Patnaik et al., 2023).

A ES ¢ uma doenca rara, o quadro clinico da doenga avancada ¢ altamente
caracteristico e de facil diagndstico. No entanto, os pacientes com uma fase inicial da doenga
sdo frequentemente ignorados, pelo que a doenca pode ser consideravelmente mais frequente
(Rosendahl ef al.,2022). A identificacdo de autoanticorpos ¢ importante, pois na ES eles
podem ser usados para diagnosticar, classificar a doenca e definir prognostico do paciente
(Denton; Khanna, 2017, Fiorentino; Rosen, 2022). O Anticorpo Antinuclear (ANA), quando
medido por imunofluorescéncia direta, ¢ positivo em mais de 90% dos casos de ES e os
autoanticorpos mais especificos, como anticentromero, anti-SCL70 e anti-RNA polimerase
I, podem ser também detectados (Mehra et al., 2013, Benfaremo et al., 2020, Adigun et al.,
2022).

3.1.1 Epidemiologia
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A incidéncia e prevaléncia da ES variam significativamente em todo o mundo, com
taxas mais altas encontradas em populagdes especificas, como aquelas de ascendéncia
sul-europeia, norte-americana e australiana. A esclerose sistémica afeta principalmente
mulheres, com uma propor¢do de mulheres para homens de cerca de 3:1. A idade média do
diagnéstico ¢ de 33,5 a 59,8 anos. A incidéncia anual de ES nos EUA e na Europa ¢ estimada
entre 7,2 € 33,9 e 13,5-44,3 por 100.000 individuos, respectivamente, e a prevaléncia variou
de 3,1 a 144,5 por 100.000 individuos. A ES ¢ uma doenca com poucos estudos
epidemioldgicos, o que se deve a grande variabilidade na prevaléncia e incidéncia (Jerjen et
al., 2022, Lazzaroni et al., 2023, Scheen et al., 2023). Esta patologia tem uma maior
mortalidade entre as doengas reumatologicas, devido a fibrose cutanea e ao acometimento nos
pulmdes, identificados através da doenga pulmonar intersticial ou ainda das complica¢des
decorrentes desta (Coi ef al, 2021).

No Brasil, um estudo realizado em Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso
do Sul, relatou taxas de incidéncia de 11,9 por milhdo de habitantes e uma prevaléncia de
105,6 por milhdo de habitantes, resultados inferiores aos observados em paises da América e
da Europa (Horimoto et al., 2017, Ingegnoli; Ughi; Mihai, 2018).

Em um estudo realizado com 111 pacientes com ES no estado de Pernambuco por
Ferreira et al., (2022) e colaboradores no ambulatério de reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), foi observado uma proporgao
maior de mulheres com média de idade de 49 anos, como manifestagdo clinica predominante
o fendmeno de Raynaud presente em mais de 83% nos pacientes. A maioria apresentava a

forma cutanea limitada (ESlc) com 60,36% e a forma cutanea difusa (ESdc) com 39,63%.

3.1.2 Etiopatogenia

Embora nao esteja determinado qual ¢ o principal gatilho para o desenvolvimento da
ES, acredita-se que a doenca seja resultado de fatores ambientais e predisposi¢ao genética. A
historia familiar desempenha um papel no desenvolvimento da ES e pode amplificar o risco
de desenvolver a doenga em um individuo (Patnaik et al., 2023). A autoimunidade sistémica é
favorecida por uma base genética na qual genes e polimorfismos genéticos associados ao
complexo histopatoldgico principal (MHC) ou antigenos leucocitarios humanos (HLAs) sdo

de grande importancia, os antigenos leucocitarios humanos (HLA) de classe I e 11, situada no
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cromossomo 6 — revelaram grande impacto na susceptibilidade a ES, sendo o HLA de classe
IT 0 mais associado com ES (Murdaca ef al., 2016; Salazar, 2015; Truchetet et al., 2023).

Os agentes infecciosos podem participar na quebra da tolerancia das células T e B por
mimetismo molecular e pela ativagdo simultanea de respostas inatas. Estdao incluidos também
os fatores ambientais ocupacionais (silica, solventes organicos) € ndo ocupacionais / nao
infecciosos (drogas, pesticidas, silicones, metais pesados) (Adigun et al., 2022, Truchetet et

al., 2023).

3.1.3 Fisiopatologia

A patogénese da ES inclui uma triade de manifestacdo, como a ativacdo imunologica,
vasculopatia com ativacdo de fibroblastos e fibrose como efeito final desses processos
levando a deposi¢do excessiva de coldgeno e componentes de matriz em vasos € varios
orgdos, incluindo a pele (Lazzaroni et al., 2023, Patnaik et al., 2023, Truchetet et al.,2023).

A desregulacdo imunolégica e a inflamacdo desempenham um papel crucial na
patogénese da ES, com desregulagdo do sistema imunologico inato e adaptativo (Adigun et
al., 2022). Macréfagos, monocitos e células dendriticas ativados promovem ainda mais lesdo
vascular e fibrose, ativando células T e células B e produzindo citocinas pro-fibroticas e
pro-inflamatérias, que contribuem para a ativacdo de fibroblastos e miofibroblasto. As células
B ativadas produzem autoanticorpos considerados diretamente patologicos, além de servirem
como marcadores que auxiliam no diagnostico (Figura 1) (Adigun et al., 2022; Kumar;
Connors; Faber, 2018, Machara et al., 2020).

Figura 1: Processo da fisiopatogénese da esclerose sistémica.
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As células B que, uma vez ativadas, liberam citocinas pro-fibroticas, promovem a
diferencia¢do pro-fibréotica de Th2 e produzem autoanticorpos. Varios autoanticorpos foram
reconhecidos por seu valor no diagndstico de ES, classificacdo de subconjuntos clinicos e
para prever o envolvimento de 6rgdos. Vale salientar que a maioria dos anticorpos se liga
diretamente a antigenos nucleares, sdo os anticorpos antinucleares (ANA). Os principais ANA
associados com a ES, que sdo especificos ao diagndstico, sdo anti-Scl70 (associado a ES
cutdnea difusa, fibrose grave e doenca pulmonar intersticial), anti-CENP (comumente
associado 4 ES cutanea limitada), anti-RNAP I e III (associado a crise renal de esclerodermia)
e o antifibrilarina, e esses quatro diferentes autoanticorpos representam até 80% dos ANA
detectados na ES (Benfaremo et al., 2020; Mehra et al., 2013).

Um estudo realizado por Maehara et al., (2020) demonstrou que tanto as células
TCD4+ quanto as TCD8+ se acumulam em bidpsias de pele de pacientes nao tratados com
ESdc (Esclerose Sistémica cutinea difusa), na maioria dos pacientes os linfocitos TCD4+
estdo em maior quantidade que se infiltram na pele. Desempenham um papel fundamental na
patogénese da ES precoce que pode levar a apoptose endotelial, & producao de autoanticorpos

e ao eventual inicio da fibrose. A interagdao de células apresentadoras de antigenos com os as
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células TCD4+ e a liberagdo de algumas citocinas especificas, ira resultar em novas linhagens
conhecidas como T helper (Th): Thl, Th2, h17 (Lubberts., 2010, Khana et al.,2022).

Pacientes com ES apresentam um desequilibrio nas citocinas Th1/Th2 com perfil
predominante Th2. As células Thl secretam IFN-y, TNF-a e IL-2, a maioria dos estudos
concluidos sugere que a resposta Thl pode desempenhar um papel na fase inicial da doenca
(inflamacgdo), seguida pela resposta Th2 com fibrose ocasionando a sintese de colageno e
transdiferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos (Adigun et al., 2022; Przemyslaw;
Kotyla, 2019).

As células Th17 estdo relacionadas com a promog¢ao da inflamacdo, a diferenciacao
inicial das células Th17 ¢ induzida pela combinacdo de IL-6 ¢ TGF-B . Estes linfocitos
secretam IL-17A que induz a producao de outras citocinas pré-inflamatérias como (TNF)-a,
(IFN)-y e IL-6, intensificando a resposta imunologica (Baeten ef al., 2013, Chizzolini; Boin,
2015). As células Th17 sdo um importante componente inflamatério cuja principal fungao
fisiologica ¢ induzir a defesa do hospedeiro contra patdogenos infecciosos € sdo promotores
positivos de doencas autoimunes. Uma fun¢do marcante da IL-17A ¢ a inducdo de
quimiocinas, que atraem células mieloides, como neutrofilos, para o tecido infectado ou
lesionado (Chizzolini ef al., 2018, McGeachy et al., 2019, Song et al., 2023). Na ES, os niveis
séricos de IL-17A e IFN-y estavam significativamente aumentados e mostraram estreita
associacao com a atividade da doenca (Xing ef al ., 2020). Entretanto, a IL-17A apresenta um
efeito sobre a disfun¢do vascular da ES através da microangiopatia. O espessamento vascular
(através da deposi¢do de colageno nas pequenas paredes arteriais e arteriolas) e a disfuncdo
endotelial sdo caracteristicos de pacientes com ES. A IL-17A exibe um efeito complexo sobre
as cé€lulas do musculo liso vascular (Balanescu et al., 2017). De maneira geral, postula-se um
desequilibrio na produgdo de citocinas por esses subconjuntos de células, induzindo a
inflamacao nos estagios iniciais da doenca (Thl e Th17 predominante) e fibrose nos estagios
mais avancados (Th2 predominante) (Baraut et al., 2010).

Além disso, as c€lulas T CD4+ ativadas na ES sdo predominantemente diferenciadas
para o perfil Th2, que estd implicado na fibrose do tecido. De fato, as principais citocinas
Th2, como a interleucina IL-4 e a IL-13, sdo superexpressas na pele e no soro de pacientes
com ES. Citocinas como a IL-4 e a [L-13 participam diretamente na producao de colageno em
fibroblastos. Além disso, a IL-4 impulsiona a diferenciagcdo de células T CD4 + ingénuas em
células Th2 secretoras de IL-4, perpetuando assim as respostas Th2 e pro-fibroticas (Kuzumi
et al., 2021). Tanto a IL-4 quanto a IL-13 podem estar envolvidas em varios niveis do

processo fibrético, uma vez que ativam os fibroblastos que se diferenciam em miofibroblastos
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e estimulam a produgado e a deposi¢do da matriz extracelular, participando da fibrose da pele e
de o6rgdos internos (Huang et al., 2015).

A IL-6 tem um papel particular na patogénese da ES, tanto no dano vascular quanto no
desenvolvimento de fibrose (Cardoneanu et al., 2022). A IL-6, é super expressa em pacientes
com ES, contribui para o desenvolvimento da ES ao estimular a diferenciagdo Th2, bem como
promover a producdo de colageno em fibroblastos (Kuzumi et al., 2021).

Os mecanismos imunologicos inatos, incluindo os IFNs, sdao importantes na ES, ¢
produzido principalmente por células T CD4+ Thl efetoras , células T CD8+ citotoxicas e
células NK e, em menor extensao, por outros tipos de células, como células dendriticas (DCs),
macrofagos e células B. IFN-y é uma importante citocina pro-inflamatéria que regula as
funcgdes de varias células importantes do sistema imunolédgico, incluindo células B e células T,
pode promover a diferenciagdo de células T CD4+ ingénuas em células Thl e Thl7
inflamatorias, enquanto inibe sua diferenciacdo em células Treg e células Th2. O IFN-y
desempenha um papel importante na troca de classe de anticorpos. O IFN-y ¢ capaz de
promover a troca de classe de IgG de células B para autoanticorpos mais patogénicos (Khana
et al., 2022; Liu; Zhang ; Wang, 2022).

A lesdo vascular e lesdes repetitivas de células endoteliais, quando ativadas e
danificadas libera padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), que mantém a
inflamacao e a autoimunidade, possivelmente devido a ataques autoimunes desencadeados por
fatores ambientais, € o principal evento de uma cascata patologica comum (Cardoneanu et al.,
2022; Khanna et al., 2020, Lazzaroni et al., 2023).

A vasculopatia na ES, afeta principalmente a microcirculagdo, mas também a
macrocirculagdo. A disfungdo e os danos as células endoteliais (CE) sdo considerados pilares
da vasculopatia na ES (Truchetet ef al., 2023). Agentes infecciosos, células T citotoxicas,
autoanticorpos contra as células endoteliais e radicais livres relacionados ao 6xido nitrico
(NO) foram citados para o dano as células endoteliais (Patanaik et al., 2023).

A desregulagdo do tonus vascular, levando ao vasoespasmo e ao comprometimento do
fluxo sanguineo, € o mecanismo subjacente da disfun¢do vascular. Essa desregulagdao do tonus
vascular resulta dos desequilibrios dos mediadores vasodilatadores, o desequilibrio entre
agentes vasodilatadores e vasoconstritores com produ¢do reduzida de NO e produgdo
aumentada de endotelina-1 (ET-1) pode levar a isquemia ( Patanaik ef al., 2023; Truchetet et
al., 2023). Um comprometimento da liberagdo de NO também contribui para a patogénese da
ES, aumentando a agregacdo plaquetaria, a proliferacdo de células musculares lisas vasculares

e a liberagdo de TGF-B (Colletti et al., 2019). ET-1 ¢ um polipeptideo de 21 aminoacidos
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expresso principalmente por células endoteliais, mas também foi encontrado expresso por
células epiteliais, macréfagos e fibroblastos. Ele atua localmente, ligando-se a superficie das
cé¢lulas musculares lisas e atua no proprio endotélio vascular de maneira autdcrina. Foi
descoberto que os niveis de ET-1 estdo aumentados no soro de pacientes com FRy e ES
(Arefiev et al., 2011). A transi¢do para eventos inflamatérios ocorre entdo com abertura de
jungdes CE estreitas, vazamento de fluido no espaco extravascular e expressao aumentada de
moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), proteina de
adesdao de célula vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, tudo favorecendo o recrutamento de
células mononucleares (Segura; Ferraz-Amaro, 2015, Truchetet et al., 2023).

O terceiro mecanismo ¢ a fibrose um termo patoldgico que descreve o actimulo
excessivo de matriz extracelular, como colageno, elastina, glicosaminoglicano e fibronectina,
além de enzimas que resulta em produgdes cruzadas do coldgeno, como consequéncia um
tecido rigido. Este processo normalmente resulta de lesdo tecidual seguida de reparo
desregulado e excessivamente exuberante. A substitui¢do de células funcionais e a inducao de
arquitetura tecidual desordenada induzida por “cicatrizes” ricas em coldgeno normalmente
comprometem a funcao dos 6rgaos (Allanore ef al., 2015; Mattoo; Pillai, 2021; Zimmermann;
Pizzichini, 2013).

As citocinas pro6 fibrogénicas produzidas pelos fibroblastos como a IL-6 desempenha
um papel importante no desenvolvimento de alteragdes fibroticas ao mediar a transformacao
de fibroblastos em miofibroblastos, com estes ultimos produzindo uma quantidade excessiva
de coldgeno que se infiltra em vérios O6rgdos e tecidos, incluindo o cora¢do. Durante a
cicatrizagdo de feridas ou reparo tecidual, esses miofibroblastos funcionam como células
profissionais de reparo ou formagdo de cicatrizes (Figura 1). Os miofibroblastos sao
geralmente considerados células plasticas que possuem fibras de estresse positivas de
alfa-actina do musculo liso (a-SMA) e propriedades contrateis que auxiliam no fechamento da
ferida. Eles secretam mediadores pro-fibroticos, como TGFp, e componentes da MEC, como
colagenos, elastina, glicoproteinas e proteoglicanos. Os miofibroblastos hd muito sdo
considerados os principais culpados da fibrose da ES. A presenga de miofibroblastos em
tecido normal é rara, em contraste, o nimero de miofibroblastos na ES esta aumentado devido
a diminuicdo da apoptose e ao aumento da transdiferenciagdo (Cardoneanu et al., 2022,
Rosendahl ef al., 2022; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

As principais proteinas efetoras envolvidas nos mecanismos de fibrose na ES sdo
citocinas, quimiocinas e a familia dos fatores de crescimento da MEC. O TGF-f ¢ um

importante regulador da fibrogénese fisiologica para a cicatriza¢do de lesdes e reparo tecidual,
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¢ o principal fator de crescimento que induz a transdiferenciacdo de outras células em
miofibroblastos e, como resultado, expressdo de genes como colageno tipo I, fator de
crescimento do tecido conectivo (CTGF) e outros. O TGF-J ¢ secretado por diferentes células
do sistema imunoldgico e induz a resposta profibrotica ativando diferentes vias, exemplo
SMAD, a via SMAD ¢ considerada o principal sinal que ¢ desregulado nos fibroblastos da ES
e contribui para o inicio e desenvolvimento da resposta fibrotica patologica. (Collett et al.,

2019; Leask, 2010, Rosendahl et al., 2022; Zimmermann; Pizzichini, 2015).

3.1.4 Manifestagdes Clinicas

A ES ¢ uma doenca multissistémica, com variacdo significativa na apresentacao
clinica entre os individuos afetados (Adigun et al., 2022). Os dois subgrupos clinicos
diferentes, a ES cutanea difusa (ESdc) e a cutanea limitada (ESIc), podem apresentar as
mesmas manifestagdes, mas diferem em relacdo a frequéncia ou a regido do corpo acometida.
A ESdc, na qual o dano cutaneo se estende proximalmente aos cotovelos e/ou joelhos e pode
envolver areas do tronco, também apresentam envolvimento vascular, como o fendmeno de
raynaud (FRy) (Figura 2) que costuma preceder as outras manifestacdes da doenga de meses a
anos, frequentemente associado a ulceras digitais e ESlc, na qual o dano cutdneo permanece
restrito as maos, face e pés, sem envolvimento do térax ou abdomen, associado a evolucao
mais lenta, com problemas pulmonares, presenca do anticorpo centromero ¢ manifestacdes
denominadas como CREST (calcinose, Fry, doenca esofagica, esclerodactilia (Benfaremo et
al., 2022; Gumkowska-Sroka et al., 2023; Zuo et al., 2017).

As manifestagdes baseadas em multiplos 6rgaos sdao uma marca registrada da ES e sdo
importantes no diagndstico e classificagdo da doenga. Nos casos de doenca difusa, a rigidez
da pele e a coceira sdo caracteristicas iniciais. Alguns pacientes apresentam dor
musculoesquelética que pode mimetizar doenga inflamatdria articular (Denton; Khanna,
2017). A ES afeta o tecido conjuntivo e 6rgaos vitais, como pulmdes, coragdo, rins € o trato
gastrointestinal. Ocasionalmente, outros sintomas sensoriais regionais estdo presentes, como
neuralgia. Podem ser relatados inchaco dos membros inferiores e fraqueza ou fadiga
muscular, especialmente na esclerose sistémica cutanea difusa em estagio inicial. A perda de
peso, frequentemente associada a reducdo do apetite ou da ingestao de alimentos, e a falta de
ar por esfor¢o sdao sintomas comuns (Cavazzana et al., 2023; Denton; Khanna, 2017; Silvia et

al., 2014, Zuo et al., 2017).
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Figura 2 - Manifestagdes clinicas em pacientes com ES
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Fonte: Modificado de Allanore (2015)

O fenomeno de Raynaud (FRy) ¢ uma caracteristica precoce da ES e ¢ observado em
mais de 95% dos pacientes (Adigun et al., 2022). O FRy ¢ resultado dos mecanismos
vasoconstritores desencadeados por baixas temperaturas e/ou estresse, sendo observado nas
maos e pés com aparéncia palida, seguida por cianose e eritema (Allanore et al., 2015,
Denton; Khanna, 2017; Flavaham et al., 2003). A série estereotipada de alteragdes de cor que
ocorre durante um episddio do FRy ¢ uma cor branca ou palidez inicial (causada por
vasoconstricdo ou oclusdo de arteriolas pré capilares) seguida de azul ou roxo (indicando
cianose da desoxigenagdo do sangue sequestrado) e, finalmente, vermelho (causado por
pos-isquémico hiperemia) (Hughes et al., 2020).

O envolvimento da pele ¢ a caracteristica mais evidente da ES e estd presente em
quase todos os pacientes com ES em graus e gravidade variados (Adigun et al., 2022).
Incluindo alteragdes distais e proximais, edema proeminente com rigidez da pele, artropatia e
prurido generalizado, sdo caracteristicas principais (Abraham; Lescoat; Stratton, 2024). O
envolvimento da pele comeca distalmente, geralmente afetando primeiro os dedos, que muitas
vezes ficam inchados e doloridos (Herrick; Assassi; Denton, 2022). Telangiectasias, atribuidas
a dilatacdo capilar, sdo uma caracteristica comum da ES e sdo frequentemente observadas nas
maos, rosto, superficies mucosas e, ocasionalmente, no tronco (Figura 2). O envolvimento

facial se manifesta com o afilamento do nariz e labios. A calcinose surge de depdsitos
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localizados de hidroxiapatita de céalcio no tecido subcutidneo, pode causar ulceragdo da pele e
infeccdo secundaria (Figura 2) (Adigun et al., 2022). A partir disso, foi desenvolvido escore
de Rodnan que visa a avaliagdo em 17 areas da espessura da pele, que atribui escores que
variam de 0 a 3, com 0 indicando areas nao envolvidas e 3 indicando espessamento severo da
pele (Adigun et al., 2022; Flavahan et al., 2003; Sampaio-Barros, 2013).

A doenca pulmonar ¢ a principal causa de mortalidade em pacientes com ES, esta
presente em 80% dos pacientes com ES. A doenga pulmonar ¢ uma complicagdo precoce,
com a maioria dos pacientes desenvolvendo doenga pulmonar restritiva grave nos primeiros 5
anos apos o inicio dos sintomas, as complicagdes resultantes da doenca pulmonar intersticial
(DPI) s3o mais comuns no subgrupo ESdc e avaliadas através da tomografia computadorizada
(TC) e do teste de fungdo pulmonar. O curso da DPI associada a ES (DPI-ES) ¢ altamente
variavel; alguns pacientes apresentam envolvimento pulmonar limitado ou estavel, enquanto
em outros a doenca pulmonar progride inexoravelmente. Ao contrario do envolvimento de
outros orgaos internos, que geralmente ¢ mais comum e grave no subgrupo difuso. A doenca
pulmonar na ES pode variar desde doenga clinicamente assintomdtica até insuficiéncia
respiratoria progressiva com morbidade grave (Adigun et al., 2022; Allanore et al., 2015,
Denton; Khanna, 2017, Khanna et al., 2020).

A maioria dos pacientes com ES apresentara envolvimento gastrointestinal ao longo
da doenga (Volkmann; Mcmahan, 2022). Os sintomas podem ser leves a graves e qualquer
segmento do trato gastrointestinal pode estar envolvido (Adigun et al., 2022). As
complicagdes gastrointestinais na esclerodermia difusa ou limitada impactam negativamente o
funcionamento dos 6rgaos viscerais. Essas manifestagdes emanam do impacto da fibrose do
trato gastrointestinal (GI), dano vascular e processos inflamatorios. Os sintomas da
esclerodermia geralmente incluem dismotilidade do esdfago, azia, disfagia, nausea, vomito,
diarreia e constipagdo (Nassar et al., 2022).

O envolvimento cardiaco esta presente em mais de 50% dos pacientes com ES, as
manifestagdes cardiacas incluem pericardite, derrame pericardico, cardiomiopatia dilatada e
arritmias. A disfungdo diastolica do ventriculo esquerdo pode ocorrer secundaria a8 HAP. O
envolvimento cardiaco esta associado a um mau prognostico (Adigun et al., 2022, Hao et al.,
2023).

Sintomas musculoesqueléticos sdo observados em quase todos os pacientes com ES.
Artralgia e mialgia estdo comumente presentes. Nos casos mais graves, ha perda progressiva
da forca motora, diminuindo ainda mais a qualidade de vida dos pacientes (Adigun et al.,

2022; Morrisroe, Nikpour; Proudman, 2015).
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O envolvimento renal ocorre em uma propor¢do significativa de pacientes com
esclerose sistémica, até 50%, e esta associado ao aumento da mortalidade. A crise renal da
esclerodermia (SRC) ¢ a complicacdo renal mais estudada e temida associada a esclerose
sistémica. Com o advento dos inibidores da ECA, a mortalidade relacionada ao SRC diminuiu
significativamente e as mortes dos pacientes sdo agora atribuidas mais a fibrose pulmonar e a

hipertensao arterial pulmonar (Marc et al., 2023).

3.1.5 Diagnostico

O diagnostico da ES ¢ um diagndstico clinico que evoluiu significativamente nos
ultimos anos, impulsionado pelos avancos nos marcadores sorologicos e nas técnicas de
imagem. O perfil de autoanticorpos, especialmente anticorpos antinucleares (ANA) e
autoanticorpos especificos associados a esclerodermia, auxilia na identificacdo de
subconjuntos de esclerodermia e na previsao da progressao da doenca (Adigun et al., 2022,
David; Alain; Richard, 2024). O diagndstico diferencial da esclerose sist€émica envolve a
consideragdo de manifestagdes cutaneas, caracteristicas vasculares e complicacdes de 6rgaos
(Denton; Khanna, 2017). Desde 2013 existem novos critérios de classificagdo para ES, que
foram desenvolvidos pelo American College of Rheumatology (ACR)/European League
against Rheumatism (EULAR), deve-se notar que os critérios ndo devem ser usados se os
pacientes apresentarem apenas espessamento da pele fora dos dedos, nem em pacientes que
tenham uma doenca semelhante a esclerodermia (Becker; Distler; Maurer, 2019). Foi
determinado que o espessamento da pele dos dedos que se estende proximalmente as
articulacdes metacarpofalangicas ¢ suficiente para que o paciente seja classificado como
portador de ES; se isso ndo estiver presente, sete itens aditivos se aplicam, com pesos
variados para cada um: espessamento da pele dos dedos, lesdes nas pontas dos dedos,
telangiectasia, capilares anormais da prega ungueal, doenga pulmonar intersticial ou
hipertensao arterial pulmonar, fendmeno de Raynaud e autoanticorpos relacionados a ES (Van

etal. 2013).

3.1.6 Tratamento Farmacoldgico

Nao existe tratamento definitivo ou agente modificador da doenga universalmente

aceito que possa alterar o curso natural da doenga (Adigun et al., 2022). A abordagem

teraputica visa tratar e preservar a fung¢do dos oOrgdos internos, e esta abordagem ¢
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comumente referida como tratamento baseado em 6rgaos (Gumkowska-Sroka et al., 2023).
Viarios agentes foram investigados para diferentes manifestacdes de ES, o espectro de
medicamentos  geralmente utilizados por pacientes com ES compreende os:
imunossupressores, glicocorticoides (GC) e vasodilatadores (antagonistas da endotelina,
bloqueadores dos canais de célcio (BCC)), antagonistas alfas adrenérgicos, inibidores da
fosfodiesterase, inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), e os bloqueadores
do receptor da angiotensina II (BRA) (Adigun et al., 2022; Sampaio-Barros, 2013).

Os glicocorticoides (GC) ¢ uma classe terapéutica com medicamentos
anti-inflamatorios e também considerados imunossupressores. Eles exercem a maior parte de
seus efeitos bioldgicos por meio de uma a¢ao gendmica, resultando em aumento da expressao
de proteinas reguladoras (transativagdo) ou diminui¢do da producdo de proteinas
pro-inflamatodrias (transrepressdo), mas devem ser geralmente evitados na ES devido ao risco
de precipitar SRC (Adigun et al., 2022; Dantas et al., 2017, Timmermans; Souffriau; Libert,
2019). Os antagonistas do receptor de endotelina sdo uma classe de medicamentos especificos
para HAP que bloqueiam a interacdo da ET-1 com seus receptores (Arefiev et al., 2011). O
fRy e as ulceras digitais s3o tratados com bloqueadores dos canais de calcio
di-hidropiridinicos (especialmente nifedipina), depois inibidores da fosfodiesterase 5 que
ambos reduzem a frequéncia e a gravidade das crises de FRy (Kowal et al., 2017, Pope et al.,
2023). Na SRC terapia com inibidor da enzima de conversdo da angiotensina (IECA) e e os
bloqueadores do receptor da angiotensina II (BRA) tenham melhorado significativamente
quadros de pacientes com crise renal e utilizados como terapia alternativa (Cole et al., 2023;
Kowal et al., 2017).

Os medicamentos antifibroticos representam outra classe que pode ser considerada
uma opc¢ao potencial de tratamento. O tocilizumabe (TCZ), um inibidor da interleucina-6, que
apresentou beneficios na fibrose dérmica, Ulceras digitais e alteragdes de capilares em
pacientes com ES, o romilkimab ¢ um anticorpo IgG4 humanizado que se liga e neutraliza
IL-4/IL-13, interrompendo a promoc¢do da fibrose, o rituximabe ¢ um anticorpo monoclonal
anti-CD20 quimérico humanizado que esgota as células B periféricas por meio de
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos e o nintedanibe que bloqueia a
tirosina quinase de receptores proangiogénicos como os receptores de fator de crescimento de
fibroblastos impedindo a sinalizagdao (Heater, Volkmann, 2022; Hilberg et al., 2008; Pope et
al., 2023; Rahaghi et al., 2023; Taniguchi et al., 2017).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas também pode ser considerado em

pacientes com ES rapidamente progressiva com risco de faléncia de 6rgdos, embora seja
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necessaria uma sele¢do cuidadosa dos pacientes devido ao alto risco de efeitos colaterais e
mortalidade relacionados ao tratamento (Rahaghi et al., 2023). Neste contexto, torna-se claro
que ¢ essencial realizar estudos para descobrir novos medicamentos e potenciais moléculas

que possam ser usados no tratamento da ES.

3.1.7 Derivados Tiazoquinolinicos

Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs), representam uma classe muito importante de
compostos heterociclicos que ¢ altamente explorada na literatura, TZDs possuem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatéria. As TZDs tem uma ligagdo
direta ao receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARY), ou seja, a ligacao
do nucleo da quinolina ao PPARy bloqueia a cascata de reagdes que resultam na inflamagao
(Hussein et al., 2020; Lebovitz, 2019; Silva et al., 2024; Shuibang et al., 2016). Wu et al.,
(2009) descobriram que o ligante sintético PPARY rosiglitazona, que ¢ amplamente utilizado
como um sensibilizador de insulina, também poderia atenuar a inflamacao, fibrose dérmica e
lipoatrofia subcutanea em um modelo animal de esclerodermia. Os agonistas do PPARy tém
um papel na limitagdo da fibrose, além de seus efeitos anti-inflamatdrios e imunomoduladores
(Dantas et al., 2015).

Segundo um estudo realizado por Silva et al., (2024) os derivados tiazoquinolinicos
(ZKDs) sao obtidos através da hibridizagao molecular de TZDs, ou seja, pela combinagdo de
dois produtos quimicos ativos, além disso, produtos derivados do nucleo da quinolina
despertam interesses farmacoldgicos, principalmente no desenvolvimento de agentes
anti-inflamatdrios. Neste contexto, os agonistas o PPARy tem um potencial papel antifibrotico
e anti inflamatério. No entanto, estudos adicionais dos ZKDs s3o essenciais para a avaliagao
da atividade terapéutica e apresentar novas alternativas de tratamento para os pacientes com

ES.

3.1.8 Receptores PPARY como alvos terapéuticos

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) sdo um
subconjunto da superfamilia de receptores nucleares (Harry, 2010), trés subtipos de PPARs
sao conhecidos: PPARa , PPARS e PPARY (Ferrari et al., 2015).

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARY) ¢ um receptor

nuclear expresso em muitos tecidos e células inflamatorias diferentes, incluindo macréfagos,
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linfocitos e células dendriticas. O PPARy ¢ um receptor nuclear e apos a ligacdo com seu

agonista, o PPARy heterodimeriza com o receptor retindide X (RXR) e posteriormente se liga
ao elemento de resposta proliferativa do peroxissomo (PPRE), conhecido como uma
sequéncia de DNA especifica na regido promotora dos genes alvo do PPARY, para ligar ou
desligar a transcri¢do de diferentes genes, incluindo genes associados a inflamagao (Avouac et
al.,2017; Dantas et al., 2015, Liu et al., 2020).

A proteina PPARy foi identificada em células apresentadoras de antigenos e
macrofagos, atua como um trans-repressor de genes inflamatorios de macrofagos. Agonistas
sintéticos de PPARY (pioglitazona, troglitazona) demonstraram inibir a secre¢do de citocinas
pro-inflamatoérias, como a IL-6 e o TGFP. Mais recentemente, foi demonstrado que o PPARy
desempenha um papel importante na diferenciagdo de células imunes para fendtipos
anti-inflamatorios, por exemplo agonistas do PPARYy inibiram significativamente a expressao
induzida pelo IFN-y do ligante de quimiocinas, esses estudos fornecem fortes evidéncias da
fungdo anti-inflamatoria do PPARy por meio de sua capacidade de suprimir a producdo de
citocinas do tipo Thl em macréfagos e células dendriticas (Ferrari et al., 2015; Harry, 2010;

Marx et al., 2000).
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de Estudo

O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental translacional ex vivo para
avalia¢do do potencial imunomodulador do derivado tiazoquinolinico ZKD-2 em células de
pacientes com esclerose sistémica e avaliagdo da atividade imunomoduladora do ZKD-2 e

ZKD-4 no cultivo de esplendcitos.

4.2 Delineamento do Estudo

Figura 3 : Desenho esquematico do delineamento do estudo

( Ensaio ex vivo ) ( Cultivo de esplendcitos }( Camundolr;g;s Balb/c )
MTT

( Selecdo de pacientes ) n=18
Adicdo dos compostos

ZKD2 ¢ ZKD4 nas Ensaio de Citotoxicidade)
Coleta de sangue )

concentragdes de 1pM,
10uM e 100pM
Cul de PBMC Dosagem das citocinas ELISA duich
ultura de L4, IL-6 ¢ IL-13 sandauicne
Tratamento com ZKD-2 . . ..
( 25uM, S0uM ¢ 75uM }’(Ensalo de CltOtOXlCldade)

Dosagem das citocinas .
17 Ae IFN-y )-’( ELISA sanduiche )

4.3 Derivados Tiazoquinolinicos

Os derivados tiazoquinolinicos LPSF/ZKD-2
((Z2)-5-(4-bromobenzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona) e LPSF/ZKD-4
((2)-5-(furan-3-ilmetileno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona) foram sintetizados
conforme descrito no estudo realizado por Silva et al., (2024) e disponibilizados pelo

Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos da UFPE (LPSF/UFPE) para os ensaios.
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4.4 Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado no periodo de Julho/2024 a Outubro/2024. No Ambulatério de
Reumatologia do HC-UFPE ocorreu sele¢do e avaliacdo clinica dos pacientes, enquanto os
procedimentos experimentais foram conduzidos no Laboratério de Imunomodulagdo e Novas
Abordagens Terapéuticas (LINAT), pertencente ao Nucleo de Pesquisa em Inovagdo

Terapéutica (NUPIT-SG) da UFPE
4.5 Populacio de Estudo
4.5.1 Pacientes com Esclerose Sistémica

O presente estudo foi realizado com 18 pacientes com esclerose sistémica que foram
atendidos e acompanhados no Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco do (HC/UFPE), selecionados aleatoriamente de acordo
com o atendimento do Ambulatorio, através dos critérios de inclusdo e exclusdo.

Critérios de inclusdo: idade entre 18 e 65 anos; ser diagnosticado com esclerose
sistémica de acordo com os critérios do American College of Rheumatology ou os critérios do
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR);
estar em acompanhamento no Ambulatorio de Reumatologia do HC/UFPE; assinar o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusdo: sindrome de sobreposi¢do, gestantes e impossibilidade de

coleta.
4.5.2 Coleta de Sangue e Isolamento de PBMC

Foram realizadas coletas de sangue venoso de pacientes com ES (n=18) utilizando
tubos a vacuo contendo o anticoagulante heparina. O isolamento das PBMCs (células
mononucleares do sangue periférico) foi realizado através da centrifugacdo com Ficoll
PaqueTM Plus (GE HealthcareBio-Sciences). As células isoladas foram cultivadas em placas
de 24 pocos (106 células/1000 pL) em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Soro

Bovino Fetal em estufa de CO 5 de 5% a 37°C e, posteriormente, as células foram estimuladas

com PHA (fitohemaglutinina) e tratadas com ZKD-2 segundo o estudo realizado por Silva et
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al., (2024) nas concentragdes de 25uM , 50uM e 75uM. Para o controle positivo utilizou a
metilprednisolona (Mp) na concentragdo padrao de 100uM. Apods 48 horas em atmosfera de
5% CO2 a 37°C as placas foram centrifugadas para coleta dos sobrenadantes que foram

armazenados a -80°C para posterior dosagem de citocinas.
4.5.3 Cultivo de esplendcitos

Foram realizados em camundongos (n=8) fémeas das linhagens Balb/c com 8 semanas
de idade. Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas com um ciclo dia — noite de 12
horas e livre acesso a agua e alimentos.

Suspensdes de células do baco de camundongos foram obtidas apos a lise hipotdnica
de eritrocitos em solugcdo de acetato de potassio, duas lavagens em meio RPMI e filtracao

(filtro de 70um). Utilizou a cdmara de Neubauer para a contagem das células isoladas de cada

camundongo. 3x10° esplendcitos de cada camundongo foram incubados em placas de 12
pogos e meio RPMI 1640 completo (10% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 1% anfotericina
B) com 5ug/ml de concanavalina A (Sigma Aldrich), depois adicionou os compostos ZKD2 e
ZKD4 nas concentragdes de 1uM, 10uM e 100uM, respectivamente, em seguida incubou por

48 horas a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO 5 Apoés esse tempo os sobrenadantes da

cultura foram armazenados no freezer a -80°C até as dosagens de citocinas.
4.6 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar a atividade citotoxica dos derivados tiazoquinolinicos foram realizados

testes de reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio). Em

PBMC (1x106 células/pogo) foram plaqueados e incubados em estufa de atmosfera imida a
37°C com 5% de C02. O ensaio possui trés condi¢des: Células nio tratadas, DMSO 0,1%, e o
derivado ZKD-2 (25uM, 50uM e 75uM).

Para o cultivo de esplenocitos (3x106 células/poco) foram plaqueados e incubados em

estufa de atmosfera umida a 37°C com 5% de COz' O ensaio possui quatro condigdes:

Células ndo tratadas, DMSO 0,1%, o derivado ZKD-2 (1uM, 10uM e 100uM) e ZKD-4
(1uM, 10uM e 100uM).
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Ap0s tratamento as células foram incubadas durante 48 horas em estufa a 37° C e 5%

de CO . Posteriormente foi adicionado 20 pL 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 So6dio) 20% para dissolugdo do precipitado. Apds 24 horas, a absorbancia
foi lida em um espectrofotometro accuSkan FC (Fisher Scientific) com comprimento de onda
de 570nm apds a dissolugdo completa do precipitado. Os compostos foram diluidos em

DMSO, a viabilidade calculada a partir dos pogos tratados apenas com DMSO 0,1%.
4.7 Dosagem de Citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante das culturas de PBMCs e cultivo de
esplendcitos foram quantificadas por ELISA sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent
assay), foram realizadas utilizando kits especificos de ELISA Human para IL-17A e IFN-y
(BD Biosciences) e e kits Mouse (Invitrogen) para IL-4, IL-6 e IL-13 seguindo as
informagdes recomendadas pelos fornecedores.

Apo6s realizacdo da técnica, as leituras das absorbancias foram realizadas em uma

leitora de microplacas AccuSkan FC (Fisher Scientific), no comprimento de onda de 450nm.

Tabela 1 : Citocinas avaliadas por ELISA, fabricantes e limites de detec¢do

Citocina Fabricante Limites de Detec¢ao
(pg/ml)
IL-17A BD Biosciences 3,9-500
IFN-y BD Biosciences 3,9 -500
IL-4 Invitrogen 3,9-500
IL-6 Invitrogen 4,6 - 500
IL-13 Invitrogen 3,9-500

Fonte: A Autora (2024)

4.8 Analise dos Resultados
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Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPadPrism, versdao
8.0. A expressdo dos resultados das varidveis continuas foi feita pelas médias/desvios-padrao.
Para comparacao dos niveis de citocinas entre duas condigdes foi utilizado o teste Wilcoxon’s

signed rank.Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

4.9 Aspectos Eticos

O protocolo do projeto que envolveu coleta de sangue e de dados clinicos de seres
humanos foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, sob CAAE n°:
96111118.0.0000.5208 e n°® do parecer: 2.937.516 (Anexo A).Todos os pacientes incluidos no
presente estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
pacientes com esclerose sistémica (Apéndice A). Os dados clinicos, terapéuticos e
demograficos foram obtidos através dos prontudrios e aplicagdes de questiondrios aos
pacientes (Apéndice B). O protocolo do estudo envolvendo animais foi avaliado e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco,

processo n° 0067/2022 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagao do perfil clinico dos pacientes com Esclerose Sistémica

Foram avaliados 18 pacientes com ES do ambulatorio do HC-UFPE, dentre eles 17 do
sexo feminino ¢ 1 do sexo masculino. Na caracterizagdo clinica, foram avaliadas as
manifestagdes clinicas, escore de Rodnan e tratamentos utilizados pelos pacientes. Na tabela 2

seguem as informacdes.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas de pacientes com Esclerose Sistémica do estudo (n=18)

Caracteristicas Total Cutanea Difusa Cutanea Limitada
(n=18) (n=9) (n=9)
Idade (anos) 46.5+£12.3 45.6 £10.34 473 +£14.5
média = DP (30-71) (34-63) (30-71)
(min-max)
Sexo feminino 17 (94.4) 9(49.9) 8 (44.5)
N (%)
Sexo Masculino 1 (5.6) 0 1(5.6)
N (%)
Manifestacoes
clinicas
N (%)
Fenomeno de 15 (83.3) 9 (49.98) 7 (33.3)
Raynaud
Comprometimento 6 (33.3) 4(22.2) 2 (11.1)
esofagico
HAP 1(5.5) 1(5.5) 0
Telangiectasias 10 (55.5) 2 (11.1) 8 (44.4)
Miopatia 4(22.2) 1(5.5) 3 (16.7)
Calcinose 2 (11,1) 1(5,5) 1(5.5)
Artrite 6 (33.3) 3 (16.6) 3 (16.6)

Ulceras Digitais 6 (33.3) 3 (16.6) 3 (16.6)



Escore de Rodnan
Mediana (min-méx)

Tratamentos N(%)
IBP
BCC

Corticoide

AAS
BRA
Metotrexato

[ECA

20.5 (0 - 45)

12 (66.6)
10 (55.5)
10 (55.5)

6 (44.4)
4(22.2)
4(22.2)

2 (11.1)

13 (0 - 36)

5(27.7)
5(27.7)

4(22.2)

4(33.3)
3 (16.6)
0

0

28.1 (0 — 45)

7(38.9)
5(27.7)

6 (33.3)

2 (11.1)
1 (5.6)
4(22.2)

2 (11.1)
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DP: desvio-padrao; HAP: hipertensdo arterial pulmonar; BCC: bloqueadores dos canais de calcio; IBP:

inibidores da bomba de prétons; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; AAS: é4cido acetil

salicilico; BRA: bloqueadores de receptores da angiotensina.

5.2 Avaliagdo de atividade citotdéxica em PBMCs e cultivo de esplendcitos

Fonte: A Autora (2024)

Na avaliacdo da atividade citotoxica em PBMC apds o tratamento com ZKD-2 em

comparagdo com o grupo tratado com DMSO 0,1% [média = DP] [92,01+ 6,61], 0 ZKD-2 nas
concentragcoes de S50uM [91,34 £ 14,05] e 100uM [88,32 + 12,33] apresentou viabilidade
similar ao grupo DMSO 0,1%.

Para a avaliag@o da atividade citotoxica em de cultivo de esplendcito em comparagdo

com o grupo tratado com DMSO 0,1% [100 + 34,83] o ZKD-2 nas concentra¢des de 1uM
[89,83 + 20,30], 10uM [79,20 £ 10,07] e 100uM [62,14 + 15,76] e ZKD-4 1uM [86,37 +
30,86], 10uM [88,27 £+ 39,37] e 100uM [93,00 = 15,47]. O ZKD-2 nas concentragdes de

10uM e 100uM ndo apresentaram viabilidade similar ao grupo DMSO 0,1%. Conforme esses

dados, as concentragdes 1uM, 10uM e 100uM dos ZKDs foram determinadas para os ensaios

de imunomodulacao.

5.3 Avaliagdo de atividade imunomoduladora do ZKD-2 em PBMC de pacientes com ES
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A atividade imunomoduladora foi avaliada em PBMC de pacientes com ES.
Observou-se que o ZKD-2 nas concentragdes de S0uM e 75uM reduziu significativamente a
secrecdo da IL-17A [****p<0,0001 e ****p<0,0001], respectivamente. Observou-se que a
condi¢do célula estimulada com PHA teve aumento significativo na secrecdo da IL-17A
quando comparada com células sem estimulo [****p<0,0001] (Figura 4A).

Para o IFN-y, o ZKD-2 reduziu significativamente a producdo da citocina nas
concentragdes de 25uM [*p<0,0313], 50uM [*p<0,0313] e 75uM [*p<0,0313] e uma
diferenga significativa em comparacdo a condi¢do célula e célula estimulada com PHA

[*p<0,0313] (figura 4B).

Figura 4 - Atividade imunomoduladora do ZKD-2 em PBMC de pacientes com ES.
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O grupo PHA 5uM representa as PBMC estimuladas na producado de citocinas inflamatérias, o grupo MP
representa sobrenadantes de PBMC estimuladas com PHA e tratadas com anti-inflamatoério metilprednisolona
100uM. Cél= células ndo estimuladas, PHA= fitohemaglutinina, MP= Metilprednisolona. IL-17A (n=18) ¢
IFN-y (n=6).

Fonte: A Autora (2024)

5.4 Atividade imunomoduladora do ZKD-2 e ZKD-4 em cultivo de esplendcitos
A atividade imunomoduladora foi avaliada em cultivo de células esplénicas de

camundongos, observou-se que o ZKD-2 nas concentracdes de 1uM e 10uM reduziu

significativamente a secrecao da IL-4 [*p<0,0156 e *p<0,0391], respectivamente. Sobre a
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condi¢do célula estimulada com ConA teve um aumento significativo na secre¢do da IL-4
quando comparada com célula sem estimulo [*p<0,0156] (Figura 5A).

Em relacdo a IL-6 ¢ possivel observar na figura 5B que houve uma reducao
significativa na secre¢do da citocina na concentragdo de 1uM [*p<0,0156]. E a condicao
célula estimulada com ConA teve um aumento significativo na secre¢ao da IL-6 comparada
com célula sem estimulo [*p<0,0156].

Para a citocina IL-13 observa-se uma redugdo significativa na citocina na
concentracdo 1uM [*p<0,0313] e um aumento significativo na secrecdo da IL-13 quando
comparada com a condicdo célula estimulada com ConA e célula sem estimulo [*p<0,0156]

(Figura 5C).

Figura 5 - Atividade imunomoduladora do ZKD-2 em cultivo de células esplénicas de camundongos.
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O grupo ConA 5uM representa as células estimuladas na producdo de citocinas inflamatorias. Cél= células nao
estimuladas, ConA= concanavalina, ns= ndo significativo. IL-4 (n=8), IL-6 (n=8), IL-13 (n=8).

Fonte: A Autora (2024)

A atividade imunomoduladora avaliada em cultivo de células esplénicas de
camundongos tratadas com ZKD-4 observou-se que ndao houve uma reducdo significativa da
secrecao da IL-4 nas concentragdes de 1uM, 10uM e 100uM (Figura 6A).

Para a citocina IL-6 observa-se na figura 6B que ocorreu uma reducao significativa na
secrecdo da citocina nas concentragoes 10uM e 100uM [**p<0,0078 e **p<0,0078],
respectivamente. Observou-se que a condig@o célula estimulada com ConA teve um aumento
significativo na secre¢do da IL-6 quando comparada com células sem estimulo [**p<0,0078].

Em relagdo a IL-13 observa-se uma reducao significativa na secre¢do da citocina nas
concentragoes 1uM e 10uM [**p<0,0078 e **p<0,0078], respectivamente e houve um
aumento significativo na secrecdo da IL-13 quando comparada com a condicdo célula

estimulada com ConA e células sem estimulo [**p<0,0078] (Figura 6C).

Figura 6 - Atividade imunomoduladora do ZKD-4 em cultivo de células esplénicas de camundongos.
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estimuladas, ConA= concanavalina, ns= ndo significativo. IL-4 (n=8), IL-6 (n=8), IL-13 (n=8).

Fonte: A Autora (2024)
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que o ZKD-2 demonstrou
atividade imunomoduladora ex vivo em PBMCs de pacientes com ES, ao reduzir
significativamente a producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-17A e IFN-y).
Adicionalmente, os resultados do ZKD-2 em culturas de células esplénicas de camundongos.
demonstraram uma redugdo expressa na secre¢ao das citocinas IL-4, IL-6 e IL-13, em paralelo
0 ZKD-4 reduziu significativamente os niveis das citocinas IL-6 e IL-13. Em conjunto, esses
resultados demonstram o potencial terapéutico de derivados tiazoquinolinicos (ZKD-2 e
ZKD-4) para a esclerose sistémica e condi¢gdes autoimunes ou inflamatorias.

Um estudo conduzido por Derrett-Smith et al., (2021) em um modelo animal de ES
induzido por bleomicina, com o tratamento utilizando lanifibranor, um agonista dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) demonstrou protecdo contra
a fibrose pulmonar. Entretanto, moléculas que possuem atividades nesses receptores sao de
grande importancia para a clinica.

Contudo, os derivados tiazoquinolinicos (ZKDs) sdo obtidos por meio da hibridizagao
molecular, uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos compostos ativos que
podem resultar na potencializagdo da atividade terapéutica, essas moléculas pertencem a uma
classe de drogas que sdo agonistas do receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama
(PPARY). O PPARy quando ativado apresenta uma atividade imunomoduladora, pois ¢ um
regulador negativo da transcricdo de genes associados a inflamac¢do o que explica em parte o
mecanismo de acdo de suas atividades (Avouac et al., 2017; Ghosh et al., 2009). Segundo
Silva et al., (2024) os ZKDs s3ao obtidos através da hibridizagdo molecular das
Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs), apresentam ligacdes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos e interacdes hidrofdbicas com o PPARY, ou seja, indicam uma boa afinidade com
este receptor. Além disso, a afinidade dos ZKDs € superior comparada com a rosiglitazona,
um medicamento da classe das TZDs.

Os resultados obtidos evidenciaram a redu¢do da secrecdo da IL-17A e IFN-y apds o
tratamento com o ZKD-2 em PBMCs de pacientes com ES. A IL-17A atua indiretamente
favorecendo mais inflamacao, recrutando células inflamatorias, ativando e/ou estimulando a
producao de TGF-f que ativam os linfocitos TCD4+ promovendo a diferenciagcdo da resposta
para o perfil Th17 (Akhter et al., 2023; Chizzolini et al., 2018, Schinocca ef al., 2021; Wei,

Abraham; Ong, 2022). Enquanto o IFN-y, ¢ uma importante citocina para autoimunidade da
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ES, pois induz a troca de classe de IgG de células B para autoanticorpos mais patogénicos
(Khana et al., 2022).

Um estudo realizado por Aprahamian et al., (2009) investigou o efeito
anti-inflamatorio em um modelo de rato de Lupus Eritematoso Sistémico e a rosiglitazona
agonista do PPARY reduziu a producdo de autoanticorpos. Além disso, Kawai et al., (2009)
investigou o efeito antifibrotico e antiinflamatorio da troglitazona agonista do PPARy em um
modelo in vivo e foi descrito a redugdo de genes associados com a inflamacao.

Adicionalmente, no presente estudo observou-se a redugdo das citocinas IL-4, IL6 e
IL-13 em células esplénicas de camundongos tratadas com ZKD-2 e ZKD-4. Um estudo
realizado por Silva et al., (2024) em cultura de PBMCs de individuos saudaveis estimuladas
com PHA (fitohemaglutinina) e posteriormente tratadas com os ZKDs foi evidenciado a
reducdo da IL-6. O envolvimento da IL-6 na fibrose tecidual associada a ES a torna um alvo
terapéutico racional, um estudo realizado com fibroblastos cultivados de bidpsias de pele de
pacientes com ES o bloqueio da IL-6 resultou a baixa produgdo de fibras de colageno
(Kawaguchi, 2017, Cardoneanu ef al., 2022).

Citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-6 ¢ IL-13 s3o expressas na pele e no soro de
pacientes com ES e induzem diretamente a produgdo de coldgeno em fibroblastos
(Cardoneanu et al., 2022; Kuzumi et al., 2021). Um estudo em camundongos em um modelo
de ES, tratados com anticorpos que neutralizam a IL-4, demonstrou a prevengdo do
desenvolvimento de fibrose dérmica (Rueda et al., 2009). Segundo Gasparini et al., (2020) o
eixo IL-4/IL-13 podem constituir potenciais alvos terapéuticos, pois representam os principais
mediadores das respostas Th2 e da atividade pro-fibrotica.

Contudo, o ZKD-4 ndo diminuiu a expressdao da citocina IL-4, o que sugere que o
composto pode nao afetar a sinalizagao da citocina. Outra possibilidade € que a concentragao
utilizada no estudo tenha sido insuficiente para provocar a redu¢ao nos niveis da citocina.

Assim, nossos resultados evidenciam o papel imunomodulador, avaliagdo do
mecanismo de acdo e investigagdo da atividade antifibrotica dos ZKDs na ES. Cabe ressaltar
que o estudo apresenta algumas limitagdes, como por exemplo o baixo nimero de citocinas
avaliadas. Por fim, faz-se necessario estudos futuros para uma melhor compreensdo dos

efeitos dos ZKDs e reduzir as restrigdes apresentadas.
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7 CONCLUSAO

e Portanto, no presente estudo, nota-se que o ZKD- 2 apresentou atividade
imunomoduladora em PBMCs de pacientes com ES, uma vez que reduziu as citocinas
IL-17 e IFN-y que estdo envolvidas na patogénese da ES ;

e 0 ZKD-2 apresentou atividade imunomoduladora, pois reduziu os niveis das citocinas
IL-4, IL-6 e IL-13 em células esplénicas de camundongos;

e ¢ 0 ZKD-4 reduziu os niveis das citocinas IL-6 e IL-13 em células esplénicas de

camundongos.
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8 PERSPECTIVAS

e Aumentar o numero de cultivos para as analises dos ZKDs;

e Realizar cultivos de controles saudaveis;

e Realizar estudos em outras concentragdes dos ZKDs;

e Avaliar a atividade imunomoduladora dos ZKDs na produgdo de outras citocinas tanto

em PBMCs como também em cultura de esplendcitos.
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APENDICES

APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PARA PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA

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 voluntério (a) da pesquisa Avaliacdo da atividade imunomoduladora e
antifibrética de novos derivados tiazoftalimidicos na esclerose sistémica, que esta sob a responsabilidade do pesquisador
Eudes Gustavo Constantino Cunha, residente no endere¢o Rua Paulo Guerra, mimero 94, Cha de Cruz, Paudalho - PE, CEP
55.825-000, Telefone: (81) 99786-9635, e-mail: eudesgccunha@outlook.com. Também participam desta pesquisa os
pesquisadores: Me. Anderson Rodrigues de Almeida, e-mail: andersonr.almeida@hotmail.com, Dra. Rafaela Silva Guimaraes
Golganlves, e-mail: rafa_agg@hotmail.com, Profa. Dra. Andréa Tavares Dantas, e-mail: andreatdantas@gmail.com, Profa. Dra.
Angela Luzia Branco Pinto Duarte, e-mail: angelabduarte@hotmail.com, Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo, e-mail:
moacyroraculo@gmail.com, disponiveis no telefone: (81) 2126-8346. Esta sob a orientagao da Profa. Dra. Maira Galdine da
Rocha Pitta, Telefone: (81) 99786-9635, e-mail: mgrpitta@gmail.con.

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 realizacio do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estard 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.
Esta solicitacao devera ser realizada por escrito e assinada.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> A esclerose sistémica € uma doenca autoimune que acomete principalmente a pele, podendo comprometer também
outros o6rgdos, como pulmdo, coragdo e trato digestivo. Com o passar do tempo, os portadores de esclerose
sistémica podem desenvolver incapacidade para realizacdo de suas atividades tanto de vida didria como
profissional. Apesar de rara, a esclerose sistémica ¢ uma doenga grave e ainda sem cura. Por esta razio, nosso
objetivo ¢ estudar a acdo de novos farmacos em células do sangue e da pele (em caso de bidpsia) de pacientes e
individuos saudaveis.

> Nesta pesquisa serdo realizados experimentos com as células presentes no seu sangue que ¢ coletado da sua veia como
uma coleta de sangue para exames laboratoriais no dia da consulta médica, sem a necessidade de deslocamento em dia
adicional. A coleta de sangue é feita no braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (26 mL). O
material coletado sera processado para isolamento de células para pesquisa e separacéo do soro, que sera armazenado
adequadamente em freezers -80°C e podera ser utilizado em pesquisas futuras, com prévia autorizacao do Comité de
Etica em Pesquisa, e/ou da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

As amostras de pele serdo obtidas a partir de bidpsias que se dara com a uma rapida retirada de 5 milimetros da pele do
antebraco. As biopsias serdo realizadas por um médico dermatologista. Nenhum medicamento sera administrado para
realizacdo da pesquisa.

» As coletas serdo feitas por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os 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 wma area aroxeada no local da coleta. Em caso de danos ocasionados por quaisquer procedimentos
envolvendo a pesquisa o paciente tera direito a assisténcia integral e gratuita.

> Com relagdo aos beneficios, vocé sera submetido a uma avaliacao clinica e, caso seja detectada alguma alteragdo sugestiva de doenga
autoimune, serd encaminhado para um acompanhamento adequado, além de confribui de maneira geral para a melhor compreensdo
do mecanismo da doenca, favorecendo aos demais pacientes e guiando as equipes de saude para maior sucesso no tratamento da
doenca.

» O paciente participante da pesquisa e o médico que o acompanha possui total acesso aos seus dados, bem como
resultados de exames, os quais ficardo armazenados sob total sigilo e confidencialidade.

Todas as informagdes desta pesquisa serao confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagoes
cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responséveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre
a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (dados clinicos) ficario armazenados em arquivos no servico de
Reumatologia, sob a responsabilidade da Dra. Andréa Dantas, no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFPE
(Av. Prof. Moraes Régo, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE, 50670-901), pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacio ¢ voluntaria, mas fica também
garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacao na pesquisa, conforme decisao judicial
ou exfra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepces@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

57



CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAQ DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, , CPF , abaixo assinado, ap6s a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo Avaliacio da atividade imunomoduladora e antifibrética de novos derivados
tiazoftalimidicos na esclerose sistémica, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Impressdo
Local e data digital
Assinatura do participante: (opcional)

Eu sei que posso concordar ou nfio com o armazenamento de minhas amostras biologicas para pesquis

futuras, sem que minha decisio interfira com meu tratamento. Assim sendo, minha deciséo é:
() Sim, eu concordo com o armazenamento proposto.
() Nao, eu ndo concordo com o armazenamento proposto.

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B

FICHA CLINICA PARA COLETA DE DADOS

FICHA CLiNICA ESCLEROSE SISTEMICA
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L] —

IDENTIFICACAO
Numero Data de preenchimento Sexo
da Ficha D D |:| I:l I:I I / 1. Masculino D
2. Feminino
Registro hospital Telefone
Nome do paciente
Idade (anos) Data de Nascimento: CPF

Inicio do Fenémeno de Raynaud: / /

Tempo FRy (meses):

Inicio do sintoma nao-FRy: / /

Tempo ndo-FRy (meses):

Data do diagnéstico: / /

Tempo diagndstico (meses):

Forma Clinica

1. Cuténea Limitada

2. Cutdnea Difusa

3. Sine Escleroderma
4. Overlap (EXCLUIR)
5. Localizada (EXCLUIR)

[]

CLASSIFICACAD

(paciente precisa preencher um dos 2 critérios)

ESCLEROSE SISTEMICA MUITO PRECOCE (VEDOSS)

Step 1

( ) Fenémeno de Raynaud
( ) Puffy fingers

() FAN positivo

Step 2
( ) Capilaroscopia anormal
( ) Autoanticorpos especificos

CRITERIOS ACR/EULAR 2013

( ) Espessamento da pele dos dedos 09
proximal as MCF
( ) Espessamento da pele dos dedos () Puffyfingers 02
( ) Esclerodactilia (distal as MCF mas proximal as IFPs) 04
( ) Les3o de polpa digital () Ulceras digitais 02
( ) Pittingscars 03
( ) Telangiectasia 02
( ) Capilaroscopia alterada 02
( ) HAP ou DPI ( JHAP 02
( ) Doenga pulmonar intersticial 02
( ) Fendmeno de Raynaud 03
( ) Autoanticorpos ( ) Anticentrémero 03
() Anti-SCI70
() Anti-RNA polimerase Il
TOTAL

Esclerose Sistémica se 2 9

AUTOANTICORPOS
1. Positivo 2. Negativo 3. Ndo realizado

FAN Anti-Scl70 Anti-centromero Anti-RNA polimerase Ill
[ ] u
Padrdo:
Anti-RNP D Fator reumatoide D Anti-CCP I:I |Anti-Ro I:I
IAnti-DNAds |:| Anti-Sm I:I Outros |:|




FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

60

MANIFESTACOES CLINICAS (consultar definigdes)

Pele Fendmeno de Raynaud
1. Sim EI 1. Sim D
2. Néo 2. Nao
Ulceras digitais (prévias ou atuais) Doenga pulmonar intersticial
1. Sim |:| 1. Sim ]
2. Néo 2. Nio
Hipertensdo arterial pulmonar Artrite (prévia ou atual)
1. Sim D 1. Sim ]
2. Ndo 2. Nao
Miopatia Comprometi to esof;
1. Sim D 1. Sim ]
2. Ndo 2. Nao
Crise renal Telangiectasias
1. Sim D 1. Sim :I
2. Nio 2. Nio
Calcinose Rodnan:
"y ] (1]
2. Nao
HAQ: SHAQ:
COMPROMETIMENTO PULMONAR
TOMOGRAFIA DE TORAX ESPIROMETRIA
DATA: DATA:
PADRAO: I:I CVF litros:
1.PINE 2.PIU  3.PIU provavel CVF % previsto:
4. Indeterminada para PIU DLCO:

5. Sem alteragoes

ESCALA DE DISPNEIA (MRC)

0 —dispneia com exercicios intensos I:|
1 -dispneia quando caminha rapido no plano ou sobe ladeira suave

2 — anda mais devagar que pessoas da mesma idade no plano ou precisa
parar para respirar

3- dispneia apds andar 90-120m (uma quadra) ou apds poucos minutos no
plano

4- nao sai de casa devido a dispneia ou dispneia ao se vestir

TESTE DE CAMINHADA Data:
Distancia percorrida em metros:
Distancia percorrida % previsto:

COMPROMETIMENTO VASCULAR PERIFERICO

Fendmeno de Raynaud

Intensidade do FRy (EVA 0-10 cm)

( ) Sim

( ) Nao

Ulceras atuais ou prévias Numero de tlceras em atividade:

() Sim

() Ndo

Microcicatrizes/ pitting scars Calcinose

( ) Sim ( ) Sim

() Nao ( ) Ndo

Necrose/amputagdo: Internamento prévio por comprometimento vascular
( ) Sim ( ) Sim

( ) Nao ( ) Nao

CAPILAROSCOPIA Data: Reabsorgdo de falanges distais (ndo decorrente de amputacdo)
PadraosSD: ( )Sim ( )Néo ( ) Sim

Outros achados: ( ) Nado

COMPROMETIMENTO HAP

ECOCARDIOGRAMA  Data:
PSAP estimada:

NT-pro-BNP Data:
Valor:

Dilatagdo de cAmaras cardiacas: ( )alterado ( )normal
TAPSE:

CATETERISMO Data: TESTE DE CAMINHADA Data:
PMAP: Distancia percorrida em metros:
RVP: Distancia percorrida % previsto:

Indice cardiaco:

Classe funcional NYHA
( ) Classe I: auséncia de sintomas
( ) Classe Il: sintomas leves com atividades habituais/ moderados esforgos

o

( ) Classe lll: sinti com ativi

¥

( ) Classe IV: sintomas mesmo em repouso

intensas que habituais
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COMPROMETIMENTO TGI
Esofagite erosiva ( )GrauA Gastroparesia
( ) Sim ( )GrauB ( ) Sim
( ) Néo ( )GraucC ( ) Nao
( )GrauD
Ectasia vascular antral Anemia Data:
( ) Sim ( ) Sim Hb =
( ) Nio ( ) Ndo Ht =
Dismotilidade esofageana Supercrescimento bacteriano
( )Sim ( )Sim
( )Nao ( ) Néo
N idade de sonda teral ou gastrostomia Albumina sérica — Data:
( ) Sim Resultado:
( ) Nao
COMORBIDADES
HAS DM Dislipidemia Doenga arterial coronariana
( ) Sim ( ) Sim ( ) Sim ( ) Sim
( ) Nao ( ) Ndo ( ) Ndo ( ) Nao
Hipotireoidismo Doenga renal crénica Tabagismo Etilismo
( ) Sim ( ) Sim ( ) Sim ( ) Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Carga tabagica
MEDICAGOES (uso atual)
1.Sim 2.Nao 3. Nao sabe informar
BCC IECA BRA AAS
( ) Nifedipina () ( ) Losartan ()
{ ) Anlodipina D Captop D Valsartan D D
( ) Diltiazem ril( )
( ) Verapamil Enalap
ril
()
Ramipr
il
Pentoxifilina =1 Sildenafil ou Tadalafila :| Bosentana ou Ambrisentana — Cilostazol |:|
Metotrexato il Azatioprina Micofenolato ] Ciclofosfamida
N e
— e ( )venosa
Hidroxicloroquina — Leflunomida Corticoide r— AINE
( ) Prednisona
L :| ( ) Prednisolona D
Dose atual:
IBP e Procinético Colecalciferol
{ ) Omeprazol ( ) Bromoprida
( ) Pantoprazol () Domperidona j D
( ) Esomeprazol — ( ) Metoclopramida
( ) Deslanzoprazol
( ) Vonoprazole
Rituximabe — Tocilizumabe Inibidor de JAK VIG
|:| () Tofacitinibe D |:|
L () Baricitinibe
( ) Upadacitinibe
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Outros

DIREITO

ESQUERDO

0

1

2

0

1

2

3

Dedos

Dorso das maos

Antebrago

Brago

Face

Torax anterior

Abdome

Coxa

Perna

Dorso dos pés

ESCORE DE RODNAN:
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HAQ - Health Assessment Questionnaire

Sem Pouca Muita Nio
Atividade dificuldade | dificuldade | dificuldade | consegue
0 i 2 3

Maior
valor

1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos
sapatos e abotoar as roupas
2. Lavar sua cabeca e seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira de
encosto reto e sem bragos
4. Deitar-se e levantar-se da cama

5. Cortar pedagos de carne

6. Levar a baca um copo ou xicara cheio de café,
leite ou dgua

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos
9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo apos o banho
11. Tomar banho de chuveiro
12. Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitério

13. Levantar os bracos e pegar um objeto de
aproximadamente 2,5 quilos que estd posicionado
pouco acima da cabega

14. Curvar-se para pegar roupas no chao

15. Segurar-se em pé no 6nibus ou metré

16. Abrir potes ou vidros de conservas que tenham
sido previamente abertos

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde mora
19. Entrar e sair de um dnibus

20. Realizar tarefas tais como usar vassoura para
varrer e ou rodo para a dgua

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)

Na semana passada, quanto os seus problemas com o Fenémeno de Raynaud (dedos que alternam de cor entre
roxo, pdlido e vermelho pelo frio) interferiram nas suas atividades?

Nenhumincémodo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, quanto os seus problemas com as feridas nos dedos interferiram nas suas atividades?
Nenhumgravidade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, guanto os seus problemas gastrointestinais interferiram nas suas atividades?
Nenhumgravidade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, quanto os seus problemas com os pulmdes interferiram nas suas atividades?
Nenhumador0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, quanto o conjunto de seus problemas causados pela esclerodermia interferiram nas suas
atividades?

Nenhumagravidade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema
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ANEXOS
ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DA UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
s | CEP PERNAMBUCO CENTRO DE W"\“
S =% CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIFIBROTICA DE NOVOS
DERIVADOS TIAZOFTALIMIDICOS NA ESCLEROSE SISTEMICA

Pesquisador: EUDES GUSTAVO CONSTANTINO CUNHA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 96111118.0.0000.5208

Instituigido Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.937.516

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa do Doutorando EUDES GUSTAVO CONSTANTINO CUNHA, cuja
finalidade é a obtencao do titulo de doutorado em inovacao terapéutica, do Programa de Pés-Graduacdo em
Inovagdo Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco. Orientadora: Profa. Dra. Maira Galdino da
Rocha Pitta e Co-orientadores: Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo Profa. Dra. Andréa Tavares
Dantas.

O objetivo geral do estudo & avaliar os aspectos imunobiologicos da esclerose sistémica para a
identificacdo de biomarcadores e de alvos terap&uticos com novos derivados TIAZOFTALIMIDICOS .
(atividade imunomoduladora e antifibrética )

A esclerose sistémica (ES) € uma desordem complexa do tecido conjuntivo de natureza autoimune,
caracterizada essencialmente por fibrose da pele e de érgaos internos. E considerada uma das mais graves
doengas reumaticas autoimunes devido a seu grande impacto na morbimortalidade dos pacientes. Possui
maiores indices de incidéncia em pacientes do sexo feminino entre 30 e 50 anos. O complexo processo
patolégico da ES é resultado da interagdo de trés mecanismos principais: vasculopatia, autoimunidade e
fibrose tecidual.

Atualmente, as opgdes terapéuticas para a ES se concentram basicamente no tratamento sintomatico,
evidenciando a necessidade de estudos que objetivem a descoberta de novos farmacos e alvos
terapéuticos. O presente estudo se propde a avaliar IN VITRO a atividade imunomoduladora de novos
derivados tiazoftalimidicos, cujos compostos serdo sintetizados no

Enderego: Av.da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos da UFPE (LPSF-UFPE) para a realizacéo de testes
biologicos pelos pesquisadores no projeto.

Seréo incluidos 40 pacientes, maiores de 18 anos, com diagnodstico de Esclerose Sistémica e em
acompanhamento regular no ambulatério de pesquisa clinica do Servigo de Reumatologia do HC-UFPE . O
grupo controle sera formado por 20 voluntarios saudaveis, que ndo tenham histéria clinica ou diagnéstico de
ES, doenca inflamatéria crénica de carater reumatoldégico autoimune ou histérico familiar. Serdo
selecionados aleatoriamente na populacdo que frequenta o HC , acompanhando pacientes em
atendimento.

Os seguintes procedimentos estdo minuciosamente detalhados no projeto : Coleta de sangue e cultura de
células mononucleares do sangue periférico, Bidpsia de pele e cultura de fibroblastos ( O grupo de
voluntarios saudaveis sera constituido por 10 individuos submetidos a cirurgia plastica no Servigo de
Cirurgia Plastica do HC/UFPE). As sobras de pele serdo transportadas ao laboratério para o isolamento dos
fibroblastos, Determinagdo de citocinas (As citocinas presentes no soro e sobrenadante das culturas
(PBMCs e fibroblastos cutaneos serdo quantificadas) e Imunofluorescéncia (Fibroblastos cutaneos serao
plaqueados sob laminulas . Apos a incubacao, as células serdo estimuladas com TGF- e expostas ou nao

aos derivados tiazoftalimidicos nas concentrages ndo téxicas por 48 horas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrética de novos derivados tiazoftalimidicos na
esclerose sistémica.

Objetivos especificos

Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro de novos derivados tiazoftalimidicos na producdo de citocinas e
quimiocinas envolvidas com o processo fibrético na ES;

Avaliar a atividade antifibrética in vitro de novos derivados tiazoftalimidicos na produgéo de citocinas e
quimiocinas envolvidas com o processo fibrético na ES;

Avaliar a atividade antifibrotica in vitro de novos derivados tiazoftalimidicos na expressao de marcadores
fibroticos;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos envolvidos na pesquisa sdo referentes as coletas de sangue ou bidpsias de pele, como
hematomas e dor. As coletas serdo feitas por profissionais devidamente treinados para redugéo dos riscos.
Beneficios: Os beneficios estdo relacionados com a possibilidade da identificacdo de um agente

Enderego: Av.da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Satude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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terapéutico para tratamento da ES e novos alvos terapéuticos, além de acrescentar conhecimentos sobre a
fisiopatogénese da doenca.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo que visa avaliar os aspectos imunobiolégicos da esclerose sistémica para a
identificacdo de biomarcadores e de novos alvos terapéuticos, cujos resultados poderao contribuir para o
tratamento de Esclerose Sistémica.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Folha de Rosto : Preenchida de forma adequada.

TCLE para pacientes com e sem diagnostico de ES redigido de forma adequada;

Curriculum vitae dos pesquisadores na plataforma lattes;

Cartas de anuéncia do Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica, Servico de Reumatologia do HC e
Servigo de Cirurgia Plastica do HC anexadas,

Termo de Compromisso anexado;

Cronograma: coleta de dados programada para o periodo de julho de 2021 a margo de 2022;

Orgamento: Estimado em R$ 27.757,65 referente a insumos laboratoriais e material de escritério sob a
responsabilidade do pesquisador principal. O projeto de pesquisa sera financiado pelo Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) processo n°427457/2016-5. O NUPIT/LINAT dispde de
equipamentos e demais insumos necessarios a pesquisa ndo relacionados no orgamento apresentado.

Recomendacodes:
Sem recomendacao.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Sem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVAGAQ DEFINITIVA do projeto s sera dada apds o envio da Notificagdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final®, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apos apreciagdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo

pelo sistema Plataforma Brasil.

Enderego: Av.da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Satude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 03 de 06

66



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
& | CEP PERNAMBUCO CENTRO DE
! "

U yass CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuacdo do Parecer: 2937516

asil

Grad

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagbes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacdo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 17/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1168343 .pdf 11:03:51
Projeto Detalhado / |Projeto_Doutorado_PPGIT_CEP_Eudes| 14/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
Brochura pdf 17:36:46 | CONSTANTINO
Investigador CUNHA
TCLE / Termos de [ TCLEMaiores18_Pacientes.doc 14/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
Assentimento / 17:36:23 | CONSTANTINO
Justificativa de CUNHA
Auséncia
TCLE / Termos de [ TCLE_impossibilitadosassinar_Paciente | 14/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
Assentimento / s.doc 17:36:08 | CONSTANTINO
Justificativa de CUNHA
Auséncia
Outros AutorizacaoUsodeDados.pdf 14/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito

17:33:24 | CONSTANTINO
CUNHA
Outros DeclaracaodeVinculoDoutoradoPPGIT.p| 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
df 09:23:48 | CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurrculoLattesEudesGustavoConstant 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
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Outros inoCunha.pdf 09:22:19 |CONSTANTINO Aceito
CUNHA
Outros CurriculoLattesRafaelaGoncalves.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:22:04 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesMoacyrRego.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:21:18 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesMichellyCristinyPereira.p [ 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
df 09:20:44 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesMarinaGaldinodaRochaPi| 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
tta.pdf 09:19:44 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesMairaGaldinodaRochaPitt] 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
a.pdf 09:19:15 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLatteslvandaRochaPitta. pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:18:43 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesAngelaDuarte.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:18:09 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesAndreaTavaresDantas.pd| 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
f 09:17:06 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CurriculoLattesAndersonRodriguesdeAl | 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
meida.pdf 09:16:16 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros JustuficativaUtilizacaoFuturadeAmostras| 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
pdf 09:10:46 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros TermodeCompromissoeConfidencialidad| 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
e.pdf 09:08:02 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CartaAnuenciaReumatologia.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:06:23 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CartaAnuenciaNUPIT .pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:04:46 |CONSTANTINO
CUNHA
Outros CartaAnuenciaCirurgiaPlastica.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
09:04:05 |CONSTANTINO
CUNHA
Declaragéo do DeclaracaoDoPatrocinador.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
Patrocinador 09:01:21 CONSTANTINO
CUNHA
Folha de Rosto FolhadeRosto_Eudes_NAP.pdf 13/08/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito
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Justificativa de
Auséncia

CUNHA

Folha de Rosto FolhadeRosto_Eudes_NAP.pdf 08:58:24 |CONSTANTINO Aceito
CUNHA

TCLE / Termos de [ TCLE_impossibilitadosassinar_Controle | 12/07/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito

Assentimento / s.doc 14:44:21 CONSTANTINO

Justificativa de CUNHA

Auséncia

TCLE / Termos de [ TCLEMaiores18_Controles.doc 12/07/2018 |EUDES GUSTAVO Aceito

Assentimento / 14:44:01 | CONSTANTINO

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

RECIFE, 04 de Qutubro de 2018

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE

Telefone: (81)2126-8588

Municipio:

RECIFE

(Coordenador(a))

CEP: 50.740-600

E-mail:

Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

cepces@ufpe.br
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ANEXO B
PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
Fones: 2126 BB42
ceua@ufpe.br

Recife, 30 de outubro de 2022
Oficio n® 90/22

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Prof. Michelly Cristiny Pereira
Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Processo n°0067/2022

Certificamos que a proposta intitulada “investigagcdo dos efeitos
imunomodulador e antifibrético de novas alternativas terapéuticas na
esclerose sistémica”. Registrado com o n°0067/2022 sob a responsabilidade
da Prof. Michelly Cristiny Pereira que envolve a produgdo, manutengéo ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 25/10/2022

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao 25/10/2022 a 01/02/2024

Espécie/linhagem/raca Camundongos swiss, Balb-c, e Black 6
(C57BL/6)

N° de animais 450 (200 swiss, 100 Balb-c, 150 Black)

Peso/ldade Swiss: 25-30 g (6-8 semanas)

Balb-c: 20-30g (6-8 semanas)
Black: 20-30g (8-12 semanas)

Sexo . Swiss (100 machos e 100 fémeas)
Balb-c (100 fémeas)
Black (100 machos e 50 fémeas)
Origem: Biotério de Criagdo Biotério do Departamento de Fisiclogia e
X Farmacologia UFPE
Destino: Biotério de Experimentagdo Departamento de Fisiologia e

Farmacologia UFPE

Atenciosamente

Prof Sebastiao R. . Silve
ﬂ «Presidente CEUAIUFF ¢
SIAPE 2345681

UFPE
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