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RESUMO

A esclerose sistêmica (ES) é uma doença autoimune que afeta o tecido conjuntivo,

sendo caracterizada pela soma de três eventos principais: alteração vascular, desregulação

imunológica e a fibrose da pele e de vários órgãos internos. Atualmente no tratamento da ES,

não há um agente modificador disponível que possa alterar o curso natural da doença.

Agonistas do receptor por proliferador de peroxissoma-gama (PPARγ) possuem uma atividade

antiinflamatória e potencialmente antifibrótica. Os derivados tiazoquinolícos (ZKDs), são

obtidos através da hibridização das Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs) e estudos relatam uma boa

afinidade com o PPARγ. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade

imunomoduladora do ZKD-2 em células de pacientes com ES e o ZKD-2 e ZKD-4 em células

esplênicas de camundongos. Foram incluídos 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. Suspensões de células do baço de

camundongos foram isoladas e também submetidas ao ensaio de citotoxicidade pelo MTT.

Os sobrenadantes de cultura das PBMCs e células esplênicas foram recolhidos e utilizados

para dosagem de citocinas por ELISA sanduíche. Todas as análises estatísticas foram

realizadas no programa GraphPad Prism, versão 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 redução significativa nos níveis de IL-17A [p<0,0001] e IFN-γ [p<0,0313].

Observou-se em células esplênicas tratadas com ZKD-2 nas concentrações de 1µM e 10µM

reduziu os níveis 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

níveis das citocinas IL-6 nas concentrações 10µM e 100µM [p<0,0078] e IL-13 nas

concentrações de 1µM e 10µM [p<0,0078], respectivamente. Portanto, com base nos

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

Palavras-chave: ZKDs; Esclerose Sistêmica; Imunomodulação; 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 (PPARγ) 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

PPARγ. 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-γ [p<0.0313]. It was observed in

splenic cells treated with ZKD-2 at concentrations of 1µM and 10µM 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 10µM and 100µM [p<0.0078] and IL-13 at concentrations of 1µM and

10µM [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 INTRODUÇÃO

A esclerose sistêmica (ES) é uma doença autoimune complexa do tecido conjuntivo

que carrega uma carga significativa de morbidade relacionada à doença, incluindo

complicações potencialmente fatais. A fisiopatogênese da ES é composta pela soma de três

eventos principais, sendo eles, anormalidades vasculares, a desregulação imunológica e a

fibrose da pele e de vários órgãos internos, como pulmões, coração, rins e o trato

gastrointestinal. A soma desses eventos resulta na heterogeneidade da expressão fenotípica da

doença (Cavazzana et al., 2023; Chrabaszcz et al., 2020; Hughes; Herrick, 2019; Kumar et

al., 2017; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

A característica mais proeminente da ES é o processo de fibrose progressiva resultante

da deposição excessiva de componentes da matriz extracelular em diferentes tecidos e órgãos

(Sobolewski et al., 2019).

Pacientes com ES são classificados em dois subconjuntos clínicos diferentes, de

acordo com a extensão do envolvimento da pele, são geralmente reconhecidos: ES cutânea

difusa (ESdc), na qual o dano da pele se estende proximalmente aos cotovelos e/ou joelhos ou

ao tórax e/ou abdômen em qualquer momento durante o curso da doença, e ES cutânea

limitada (ESlc), na qual o dano da pele permanece distal aos cotovelos e joelhos sem

envolvimento do tórax ou abdômen (Benfaremo et al., 2022).

Embora a patogênese da ES ainda permaneça desconhecida, várias anormalidades

imunológicas foram relatadas em pacientes com ES, indicando a natureza autoimune da

doença. Em particular, a ativação e a polarização 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

inflamatória que na ES se estende muito além dos componentes "clássicos" do sistema

imunológico (Truchetet et al., 2023).

A ES destaca-se um perfil inflamatório, caracterizado por aumento da secreção de

citocinas pró-inflamatórias, em conjunto com ação de algumas citocinas específicas, dará

origem a novas linhagens, conhecidas como T helper (Th): Th1, 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 retroalimentação da fibrose patológica (Henderson; Rieder;

Wynn, 2020; Wilson et al., 2010).

O tratamento da ES pode ser desafiador devido à sua raridade e manifestações

heterogêneas da doença. Antes de iniciar a terapia, uma avaliação pré-tratamento é necessária
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para identificar o envolvimento ativo de órgãos e estratificar o risco dos pacientes, a terapia

deve ser implementada para atingir complicações específicas de órgãos ativos da doença

(Bukiri; Volkmann, 2022).

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARγ) é um receptor

nuclear conhecido por modular a inflamação, ou seja, agonistas de PPARγ demonstraram

inibir a secreção de citocinas pró-inflamatórias e direcionar a diferenciação de células imunes

para fenótipos anti-inflamatórios (Avouac et al., 2017; Ferrari et al., 2015).

Nessa perspectiva, sugere-se a possibilidade dos derivados tiazoquínolicos (ZKDs)

agonistas do PPARγ de apresentar um papel imunomodulador na ES. Este trabalho visa

investigar a atividade imunomoduladora das ZKDs em células de pacientes com ES e em

esplenócitos 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 tiazoquinolínicos ZKD-2 e

ZKD-4 como potenciais moléculas no tratamento para esclerose sistêmica.

2.1 Objetivos Específicos

● Avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do derivado tiazoquinolínico ZKD-2 em

PBMCs de pacientes com esclerose sistêmica na produção das citocinas IL-17A e

IFN-γ;

● Avaliar a atividade imunomoduladora dos derivados tiazoquinolínicos ZKD-2 e

ZKD-4 no cultivo de esplenócitos de camundongos na produção das citocinas IL-4,

IL-6 e IL-13 envolvidas na patogênese da ES;

● Avaliar a citotoxicidade do ZKD-2 e ZKD-4.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Esclerose Sistêmica

A esclerose sistêmica (ES), também conhecida como esclerodermia, é uma doença

reumática imunomediada que afeta o tecido conjuntivo e órgãos vitais, como pulmões,

coração, rins e o trato gastrointestinal (TGI) (Cavazzana et al., 2023; Zuo et al., 2017).

Existem duas apresentações clínicas da ES: limitada e difusa. Essas duas formas podem ser

distinguidas por variações no grau de envolvimento da pele, associação com autoanticorpos

específicos e padrão de envolvimento de órgãos (Patnaik et al., 2023). O diagnóstico,

caracterização dos subtipos da doença e prognóstico dos pacientes seguem os critérios do

Colégio Americano de Reumatologia e a Liga Europeia Contra o Reumatismo (ACR/EULAR,

siglas em inglês), que determina que o espessamento da pele dos dedos estendendo-se

proximalmente às articulações metacarpofalângicas.

As manifestações em órgãos internos envolve a fibrose pulmonar, dano cardíaco que

está presente em mais de 50% dos pacientes com ES, crise renal esclerodérmica (SRC),

incluem hipertensão, edema e anormalidades eletrolíticas, envolvimento gastrointestinal que

está associado a altas taxas de morbidade e mortalidade (Battista et al., 2023, Ren et al.,

2023). O fenômeno de Raynaud é uma das manifestações mais precoces e frequentes da ES,

afetando até 95% dos pacientes e refluxo gastroesofágico está presente entre 50-80% dos

pacientes (Lepri et al., 2022, Patnaik et al., 2023).

A ES é uma doença rara, o quadro clínico da doença avançada é altamente

característico e de fácil diagnóstico. No entanto, os pacientes com uma fase inicial da doença

são frequentemente ignorados, pelo que a doença pode ser consideravelmente mais frequente

(Rosendahl et al.,2022). A identificação de autoanticorpos é importante, pois na ES eles

podem ser usados para diagnosticar, classificar a doença e definir prognóstico do paciente

(Denton; Khanna, 2017, Fiorentino; Rosen, 2022). O Anticorpo Antinuclear (ANA), quando

medido por imunofluorescência direta, é positivo em mais de 90% dos casos de ES e os

autoanticorpos mais específicos, como anticentrômero, anti-SCL70 e anti-RNA polimerase

III, 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 incidência e prevalência da ES variam significativamente em todo o mundo, com

taxas mais altas encontradas em populações específicas, como aquelas de ascendência

sul-europeia, norte-americana e australiana. A esclerose sistêmica afeta principalmente

mulheres, com uma proporção de mulheres para homens de cerca de 3:1. A idade média do

diagnóstico é de 33,5 a 59,8 anos. A incidência anual de ES nos EUA e na Europa é estimada

entre 7,2 e 33,9 e 13,5–44,3 por 100.000 indivíduos, respectivamente, e a prevalência variou

de 3,1 a 144,5 por 100.000 indivíduos. A ES é uma doença com poucos estudos

epidemiológicos, o que se deve à grande variabilidade na prevalência e incidência (Jerjen et

al., 2022, Lazzaroni et al., 2023, Scheen et al., 2023). Esta patologia tem uma maior

mortalidade entre as doenças reumatológicas, devido à fibrose cutânea e ao acometimento nos

pulmões, identificados através da doença pulmonar intersticial ou ainda das complicações

decorrentes desta (Coi et al, 2021).

No Brasil, um estudo realizado em Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso

do Sul, relatou taxas de incidência de 11,9 por milhão de habitantes e uma prevalência de

105,6 por milhão de habitantes, resultados inferiores aos observados em países 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 ambulatório de reumatologia do Hospital das

Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), foi observado uma proporção

maior de mulheres com média de idade de 49 anos, como manifestação clínica predominante

o fenômeno de Raynaud presente em mais de 83% nos pacientes. A maioria apresentava a

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

3.1.2 Etiopatogenia

Embora não esteja determinado qual é o principal gatilho para o desenvolvimento da

ES, acredita-se que a doença seja resultado de fatores ambientais e predisposição genética. A

história familiar desempenha um papel no desenvolvimento da ES e pode amplificar o risco

de desenvolver a doença em um indivíduo (Patnaik et al., 2023). A autoimunidade sistêmica é

favorecida por uma base genética na qual genes e polimorfismos genéticos associados ao

complexo histopatológico principal (MHC) ou antígenos leucocitários humanos (HLAs) são

de grande importância, os antígenos leucocitários humanos (HLA) de classe I e II, situada no
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cromossomo 6 – revelaram grande impacto na susceptibilidade à ES, sendo o HLA de classe

II o mais associado com ES (Murdaca et al., 2016; Salazar, 2015; Truchetet et al., 2023).

Os agentes infecciosos podem participar na quebra da tolerância das células T e B por

mimetismo molecular e pela ativação simultânea de respostas inatas. Estão incluídos também

os fatores ambientais ocupacionais (sílica, solventes orgânicos) e não ocupacionais / não

infecciosos (drogas, pesticidas, silicones, metais pesados) (Adigun et al., 2022, Truchetet et

al., 2023).

3.1.3 Fisiopatologia

A patogênese da ES inclui uma tríade de manifestação, como a ativação imunológica,

vasculopatia com ativação de fibroblastos e fibrose como efeito final desses processos

levando à deposição excessiva de colágeno e componentes de matriz em vasos e vários

órgãos, incluindo a pele (Lazzaroni et al., 2023, Patnaik et al., 2023, Truchetet et al.,2023).

A desregulação imunológica e a inflamação desempenham um papel crucial na

patogênese da ES, com desregulação do sistema imunológico inato e adaptativo (Adigun et

al., 2022). Macrófagos, monócitos e células dendríticas ativados promovem ainda mais lesão

vascular e fibrose, ativando células T e células B e produzindo citocinas pró-fibróticas e

pró-inflamatórias, que contribuem para a ativação de fibroblastos e miofibroblasto. As células

B ativadas produzem autoanticorpos considerados diretamente patológicos, além de servirem

como marcadores que auxiliam no diagnóstico (Figura 1) (Adigun et al., 2022; Kumar;

Connors; Faber, 2018, Maehara et al., 2020).

Figura 1: Processo da fisiopatogênese da esclerose sistêmica.
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(MEC = matriz extracelular; Th2 = Linfócitos T helper ativados do tipo 2, M2 = Macrófagos de perfil M2, ROS
= espécies reativas de oxigênio; TGF-β = fator do crescimento beta; DAMPs = padrões moleculares associados a

danos.

Fonte: Modificado de Rosendahl (2022)

As células B que, uma vez ativadas, liberam citocinas pró-fibróticas, promovem a

diferenciação pró-fibrótica de Th2 e produzem autoanticorpos. Vários autoanticorpos foram

reconhecidos por seu valor no diagnóstico de ES, classificação de subconjuntos clínicos e

para prever o envolvimento de órgãos. Vale salientar que a maioria dos anticorpos se liga

diretamente a antígenos nucleares, são os anticorpos antinucleares (ANA). Os principais ANA

associados com a ES, que são específicos ao diagnóstico, são anti-Scl70 (associado à ES

cutânea difusa, fibrose grave e doença pulmonar intersticial), anti-CENP (comumente

associado á ES cutânea limitada), anti-RNAP I e III (associado à 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 biópsias de pele de pacientes não tratados com

ESdc (Esclerose Sistêmica cutânea difusa), na maioria dos pacientes os linfócitos TCD4+

estão em maior quantidade que se infiltram na pele. Desempenham um papel fundamental na

patogênese da ES precoce que pode levar à apoptose endotelial, à produção de autoanticorpos

e ao eventual início da fibrose. A interação de células apresentadoras de antígenos com os as
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células TCD4+ e a liberação de algumas citocinas específicas, irá resultar em novas linhagens

conhecidas como T helper (Th): Th1, Th2, h17 (Lubberts., 2010, Khana et al.,2022).

Pacientes com ES apresentam um desequilíbrio nas citocinas Th1/Th2 com perfil

predominante Th2. As células Th1 secretam IFN-γ, TNF-α e IL-2, a maioria dos estudos

concluídos sugere que a resposta Th1 pode desempenhar um papel na fase inicial da doença

(inflamação), seguida pela resposta Th2 com fibrose ocasionando a síntese de colágeno e

transdiferenciação de fibroblastos em miofibroblastos (Adigun et al., 2022; Przemyslaw;

Kotyla, 2019).

As células Th17 estão relacionadas com a promoção da inflamação, a diferenciação

inicial das células Th17 é induzida pela combinação de IL-6 e TGF-β . Estes linfócitos

secretam IL-17A que induz a produção de outras citocinas pró-inflamatórias como (TNF)-α,

(IFN)-γ e IL-6, intensificando a resposta imunológica (Baeten et al., 2013, Chizzolini; Boin,

2015). As células Th17 são um importante componente inflamatório cuja principal função

fisiológica é induzir a defesa do hospedeiro contra patógenos infecciosos e são promotores

positivos de doenças autoimunes. Uma função marcante da IL-17A é a indução de

quimiocinas, que atraem células mieloides, como neutrófilos, para o tecido infectado ou

lesionado (Chizzolini et al., 2018, McGeachy et al., 2019, Song et al., 2023). Na ES, os níveis

séricos de IL-17A e IFN-γ estavam significativamente aumentados e mostraram estreita

associação com a atividade da doença (Xing et al ., 2020). Entretanto, a IL-17A apresenta um

efeito sobre a disfunção vascular da ES através da microangiopatia. O espessamento vascular

(através da deposição de colágeno nas pequenas paredes arteriais e arteríolas) e a disfunção

endotelial são característicos de pacientes com ES. A IL-17A exibe um efeito complexo sobre

as células do músculo liso vascular (Balanescu et al., 2017). De maneira geral, postula-se um

desequilíbrio na produção de citocinas por esses subconjuntos de células, induzindo a

inflamação nos estágios iniciais da doença (Th1 e Th17 predominante) e fibrose nos estágios

mais avançados (Th2 predominante) (Baraut et al., 2010).

Além disso, as células T CD4+ ativadas na ES são predominantemente diferenciadas

para o perfil Th2, que está implicado na fibrose do tecido. De fato, as principais citocinas

Th2, como a interleucina IL-4 e a IL-13, são superexpressas na pele e no soro de pacientes

com ES. Citocinas como a IL-4 e a IL-13 participam diretamente na produção de colágeno em

fibroblastos. Além disso, a IL-4 impulsiona a diferenciação de células T CD4 + ingênuas em

células Th2 secretoras de IL-4, perpetuando assim as respostas Th2 e pró-fibróticas (Kuzumi

et al., 2021). Tanto a IL-4 quanto a IL-13 podem estar envolvidas em vários níveis do

processo fibrótico, uma vez que ativam os fibroblastos que se diferenciam em miofibroblastos
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e estimulam a produção e a deposição da matriz extracelular, participando da fibrose da pele e

de órgãos internos (Huang et al., 2015).

A IL-6 tem um papel particular na patogênese 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 diferenciação Th2, bem como

promover a produção de colágeno em fibroblastos (Kuzumi et al., 2021).

Os mecanismos imunológicos inatos, incluindo os IFNs, são importantes na ES, é

produzido principalmente por células T CD4+ Th1 efetoras , células T CD8+ citotóxicas e

células NK e, em menor extensão, por outros tipos de células, como células dendríticas (DCs),

macrófagos e células B. IFN-γ é uma importante citocina pró-inflamatória que regula as

funções de várias células importantes do sistema imunológico, incluindo células B e células T,

pode promover a diferenciação de células T CD4+ ingênuas em células Th1 e Th17

inflamatórias, enquanto inibe sua diferenciação em células Treg e células Th2. O IFN-γ

desempenha um papel importante na troca de classe de anticorpos. O IFN-γ é capaz de

promover a troca de classe de IgG de células B para autoanticorpos mais patogênicos (Khana

et al., 2022; Liu; Zhang ; Wang, 2022).

A lesão vascular e lesões repetitivas de células endoteliais, quando ativadas e

danificadas libera padrões moleculares associados a danos (DAMPs), que mantêm a

inflamação e a autoimunidade, possivelmente devido a ataques autoimunes desencadeados por

fatores ambientais, é o principal evento de uma cascata patológica comum (Cardoneanu et al.,

2022; Khanna et al., 2020, Lazzaroni et al., 2023).

A vasculopatia na ES, afeta principalmente a microcirculação, mas também a

macrocirculação. A disfunção e os danos às células endoteliais (CE) são considerados pilares

da vasculopatia na ES (Truchetet et al., 2023). Agentes infecciosos, células T citotóxicas,

autoanticorpos contra as células endoteliais e radicais livres relacionados ao óxido nítrico

(NO) foram citados para o dano às células endoteliais (Patanaik et al., 2023).

A desregulação do tônus ​​vascular, levando ao vasoespasmo e ao comprometimento do

fluxo sanguíneo, é o mecanismo subjacente da disfunção vascular. Essa desregulação do tônus

​​vascular resulta dos desequilíbrios dos mediadores vasodilatadores, o desequilíbrio entre

agentes vasodilatadores e vasoconstritores com produção reduzida de NO e produção

aumentada de endotelina-1 (ET-1) pode levar à isquemia ( Patanaik et al., 2023; Truchetet et

al., 2023). Um comprometimento da liberação de NO também contribui para a patogênese da

ES, aumentando a agregação plaquetária, a proliferação de células musculares lisas vasculares

e a liberação de TGF-β (Colletti et al., 2019). ET-1 é um polipeptídeo de 21 aminoácidos
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expresso principalmente por células endoteliais, mas também foi encontrado expresso por

células epiteliais, macrófagos e fibroblastos. Ele atua localmente, ligando-se à superfície das

células musculares lisas e atua no próprio endotélio vascular de maneira autócrina. Foi

descoberto que os níveis de ET-1 estão aumentados no soro de pacientes com FRy e ES

(Arefiev et al., 2011). A transição para eventos inflamatórios ocorre então com abertura de

junções CE estreitas, vazamento de fluido no espaço extravascular e expressão aumentada de

moléculas de adesão, como a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), proteína de

adesão 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 é a fibrose um termo patológico que descreve o acúmulo

excessivo de matriz extracelular, como colágeno, elastina, glicosaminoglicano e fibronectina,

além de enzimas que resulta em produções cruzadas do colágeno, como consequência um

tecido rígido. Este processo normalmente resulta de lesão tecidual seguida de reparo

desregulado e excessivamente exuberante. A substituição de células funcionais e a indução de

arquitetura tecidual desordenada induzida por “cicatrizes” ricas em colágeno normalmente

comprometem a função dos órgãos (Allanore et al., 2015; Mattoo; Pillai, 2021; Zimmermann;

Pizzichini, 2013).

As citocinas pró fibrogênicas produzidas pelos fibroblastos como a IL-6 desempenha

um papel importante no desenvolvimento de alterações fibróticas ao mediar a transformação

de fibroblastos em miofibroblastos, com estes últimos produzindo uma quantidade excessiva

de colágeno que se infiltra em vários órgãos e tecidos, incluindo o coração. Durante a

cicatrização de feridas ou reparo tecidual, esses miofibroblastos funcionam como células

profissionais de reparo ou formação de cicatrizes (Figura 1). Os miofibroblastos são

geralmente considerados células plásticas que possuem fibras de estresse positivas de

alfa-actina do músculo liso (α-SMA) e propriedades contráteis que auxiliam no fechamento da

ferida. Eles secretam mediadores pró-fibróticos, como TGFβ, e componentes da MEC, como

colágenos, elastina, glicoproteínas e proteoglicanos. Os miofibroblastos há muito são

considerados os principais culpados da fibrose da ES. A presença de miofibroblastos em

tecido normal é rara, em contraste, o número de miofibroblastos na ES está aumentado devido

à diminuição da apoptose e ao aumento da transdiferenciação (Cardoneanu et al., 2022,

Rosendahl et al., 2022; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

As principais proteínas efetoras envolvidas nos mecanismos de fibrose na ES são

citocinas, quimiocinas e a família dos fatores de crescimento da MEC. O TGF-β é um

importante regulador da fibrogênese fisiológica para a cicatrização de lesões e reparo tecidual,
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é o principal fator de crescimento que induz a transdiferenciação de outras células em

miofibroblastos e, como resultado, expressão de genes como colágeno tipo I, fator de

crescimento do tecido conectivo (CTGF) e outros. O TGF-β é secretado por diferentes células

do sistema imunológico e induz a resposta profibrótica ativando diferentes vias, exemplo

SMAD, a via SMAD é considerada o principal sinal que é desregulado nos fibroblastos da ES

e contribui para o início e desenvolvimento da resposta fibrótica patológica. (Collett et al.,

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

3.1.4 Manifestações Clínicas

A ES é uma doença multissistêmica, com variação significativa na apresentação

clínica entre os indivíduos afetados (Adigun et al., 2022). Os dois subgrupos clínicos

diferentes, a ES cutânea difusa (ESdc) e a cutânea limitada (ESlc), podem apresentar as

mesmas manifestações, mas diferem em relação à frequência ou à região do corpo acometida.

A ESdc, na qual o dano cutâneo se estende proximalmente aos cotovelos e/ou joelhos e pode

envolver áreas do tronco, também apresentam envolvimento vascular, como o fenômeno de

raynaud (FRy) (Figura 2) que costuma preceder as outras manifestações da doença de meses a

anos, frequentemente associado a úlceras digitais e ESlc, na qual o dano cutâneo permanece

restrito às mãos, face e pés, sem envolvimento do tórax ou abdômen, associado a evolução

mais lenta, com problemas pulmonares, presença do anticorpo centrômero e manifestações

denominadas como CREST (calcinose, Fry, doença esofágica, esclerodactilia (Benfaremo et

al., 2022; Gumkowska-Sroka et al., 2023; Zuo et al., 2017).

As manifestações baseadas em múltiplos órgãos são uma marca registrada da ES e são

importantes no diagnóstico e classificação da doença. Nos casos de doença difusa, a rigidez

da pele e a coceira são características iniciais. Alguns pacientes apresentam dor

musculoesquelética que pode mimetizar doença inflamatória articular (Denton; Khanna,

2017). A ES afeta o tecido conjuntivo e órgãos vitais, como pulmões, coração, rins e o trato

gastrointestinal. Ocasionalmente, outros sintomas sensoriais regionais estão presentes, como

neuralgia. Podem ser relatados inchaço dos membros inferiores e fraqueza ou fadiga

muscular, especialmente na esclerose sistêmica cutânea difusa em estágio inicial. A perda de

peso, frequentemente associada à redução do apetite ou da ingestão de alimentos, e a falta de

ar por esforço são sintomas comuns (Cavazzana et al., 2023; Denton; Khanna, 2017; Silvia et

al., 2014, Zuo et al., 2017).
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Figura 2 - Manifestações clínicas em pacientes com ES

Fonte: Modificado de Allanore (2015)

O fenômeno de Raynaud (FRy) é uma característica precoce da ES e é observado em

mais de 95% dos pacientes (Adigun et al., 2022). O FRy é resultado dos mecanismos

vasoconstritores desencadeados por baixas temperaturas e/ou estresse, sendo observado nas

mãos e pés com aparência pálida, seguida por cianose e eritema (Allanore et al., 2015,

Denton; Khanna, 2017; Flavaham et al., 2003). A série estereotipada de alterações de cor que

ocorre durante um episódio do FRy é uma cor branca ou palidez inicial (causada por

vasoconstrição ou oclusão de arteríolas pré capilares) seguida de azul ou roxo (indicando

cianose da desoxigenação do sangue sequestrado) e, finalmente, vermelho (causado por

pós-isquêmico hiperemia) (Hughes et al., 2020).

O envolvimento da pele é a característica mais evidente da ES e está presente em

quase todos os pacientes com ES em graus e gravidade variados (Adigun et al., 2022).

Incluindo alterações distais e proximais, edema proeminente com rigidez da pele, artropatia e

prurido generalizado, são características principais (Abraham; Lescoat; Stratton, 2024). O

envolvimento da pele começa distalmente, geralmente afetando primeiro os dedos, que muitas

vezes ficam inchados e doloridos (Herrick; Assassi; Denton, 2022). Telangiectasias, atribuídas

à dilatação capilar, são uma característica comum da ES e são frequentemente observadas nas

mãos, rosto, superfícies mucosas e, ocasionalmente, no tronco (Figura 2). O envolvimento

facial se manifesta com o afilamento do nariz e lábios. A calcinose surge de depósitos
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localizados de hidroxiapatita de cálcio no tecido subcutâneo, pode causar ulceração da pele e

infecção secundária (Figura 2) (Adigun et al., 2022). A partir disso, foi desenvolvido escore

de Rodnan que visa a avaliação em 17 áreas da espessura da pele, que atribui escores que

variam de 0 a 3, com 0 indicando áreas não envolvidas e 3 indicando espessamento severo da

pele (Adigun et al., 2022; Flavahan et al., 2003; Sampaio-Barros, 2013).

A doença pulmonar é a principal causa de mortalidade em pacientes com ES, está

presente em 80% dos pacientes com ES. A doença pulmonar é uma complicação precoce,

com a maioria dos pacientes desenvolvendo doença pulmonar restritiva grave nos primeiros 5

anos após o início dos sintomas, as complicações resultantes da doença pulmonar intersticial

(DPI) são mais comuns no subgrupo ESdc e avaliadas através da tomografia computadorizada

(TC) e do teste de função pulmonar. O curso da DPI associada à ES (DPI-ES) é altamente

variável; alguns pacientes apresentam envolvimento pulmonar limitado ou estável, enquanto

em outros a doença pulmonar progride inexoravelmente. Ao contrário do envolvimento de

outros órgãos internos, que geralmente é mais comum e grave no subgrupo difuso. A doença

pulmonar na ES pode variar desde doença clinicamente assintomática até insuficiência

respiratória 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 apresentará envolvimento gastrointestinal ao longo

da doença (Volkmann; Mcmahan, 2022). Os sintomas podem ser leves a graves e qualquer

segmento do trato gastrointestinal pode estar envolvido (Adigun et al., 2022). As

complicações gastrointestinais na esclerodermia difusa ou limitada impactam negativamente o

funcionamento dos órgãos viscerais. Essas manifestações emanam do impacto da fibrose do

trato gastrointestinal (GI), dano vascular e processos inflamatórios. Os sintomas da

esclerodermia geralmente incluem dismotilidade do esôfago, azia, disfagia, náusea, vômito,

diarreia e constipação (Nassar et al., 2022).

O envolvimento cardíaco está presente em mais de 50% dos pacientes com ES, as

manifestações cardíacas incluem pericardite, derrame pericárdico, cardiomiopatia dilatada e

arritmias. A disfunção diastólica do ventrículo esquerdo pode ocorrer secundária à HAP. O

envolvimento cardíaco está associado a um mau prognóstico (Adigun et al., 2022, Hao et al.,

2023).

Sintomas musculoesqueléticos são observados em quase todos os pacientes com ES.

Artralgia e mialgia estão comumente presentes. Nos casos mais graves, há perda progressiva

da força 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 proporção significativa de pacientes com

esclerose sistêmica, até 50%, e está associado ao aumento da mortalidade. A crise renal da

esclerodermia (SRC) é a complicação renal mais estudada e temida associada à esclerose

sistêmica. Com o advento dos inibidores da ECA, a mortalidade relacionada ao SRC diminuiu

significativamente e as mortes dos pacientes são agora atribuídas mais à fibrose pulmonar e à

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

3.1.5 Diagnóstico

O diagnóstico da ES é um diagnóstico clínico que evoluiu significativamente nos

últimos anos, impulsionado pelos avanços nos marcadores sorológicos e nas técnicas de

imagem. O perfil de autoanticorpos, especialmente anticorpos antinucleares (ANA) e

autoanticorpos específicos associados à esclerodermia, auxilia na identificação de

subconjuntos de esclerodermia e na previsão da progressão da doença (Adigun et al., 2022,

David; Alain; Richard, 2024). O diagnóstico diferencial da esclerose sistêmica envolve a

consideração de manifestações cutâneas, características vasculares e complicações de órgãos

(Denton; Khanna, 2017). Desde 2013 existem novos critérios de classificação para ES, que

foram desenvolvidos pelo American College of Rheumatology (ACR)/European League

against Rheumatism (EULAR), deve-se notar que os critérios não devem ser usados se os

pacientes apresentarem apenas espessamento da pele fora dos dedos, nem em pacientes que

tenham uma doença semelhante à esclerodermia (Becker; Distler; Maurer, 2019). Foi

determinado que o espessamento da pele dos dedos que se estende proximalmente às

articulações metacarpofalângicas é suficiente para que o paciente seja classificado como

portador de ES; se isso não estiver presente, sete itens aditivos se aplicam, com pesos

variados para cada um: espessamento da pele dos dedos, lesões nas pontas dos dedos,

telangiectasia, capilares anormais da prega ungueal, doença pulmonar intersticial ou

hipertensão arterial pulmonar, fenômeno de Raynaud e autoanticorpos relacionados à ES (Van

et al., 2013).

3.1.6 Tratamento Farmacológico

Não existe tratamento definitivo ou agente modificador da doença universalmente

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

terapêutica visa tratar e preservar a função dos órgãos internos, e esta abordagem é

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pulmonary-fibrosis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/imaging-technique
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/imaging-technique
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comumente referida como tratamento baseado em órgãos (Gumkowska-Sroka et al., 2023).

Vários agentes foram investigados para diferentes manifestações 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 cálcio (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) é uma classe terapêutica com medicamentos

anti-inflamatórios e também considerados imunossupressores. Eles exercem a maior parte de

seus efeitos biológicos por meio de uma ação genômica, resultando em aumento da expressão

de proteínas reguladoras (transativação) ou diminuição da produção de proteínas

pró-inflamatórias (transrepressão), 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 são uma classe de medicamentos específicos

para HAP que bloqueiam a interação da ET-1 com seus receptores (Arefiev et al., 2011). O

fRy e as úlceras digitais são tratados com bloqueadores dos canais de cálcio

di-hidropiridínicos (especialmente nifedipina), depois inibidores da fosfodiesterase 5 que

ambos reduzem a frequência e a gravidade das crises de FRy (Kowal et al., 2017, Pope et al.,

2023). Na SRC terapia com inibidor da enzima de conversão 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 antifibróticos representam outra classe que pode ser considerada

uma opção potencial de tratamento. O tocilizumabe (TCZ), um inibidor da interleucina-6, que

apresentou benefícios na fibrose dérmica, úlceras digitais e alterações de capilares em

pacientes com ES, o romilkimab é um anticorpo IgG4 humanizado que se liga e neutraliza

IL-4/IL-13, interrompendo a promoção da fibrose, o rituximabe é 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 proangiogênicos como os receptores de fator de crescimento de

fibroblastos impedindo a sinalização (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 falência de órgãos, embora seja

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/immunoglobulin-g4
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necessária uma seleção 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 é essencial realizar estudos para descobrir novos medicamentos e potenciais moléculas

que possam ser usados no tratamento da ES.

3.1.7 Derivados Tiazoquinolínicos

Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs), representam uma classe muito importante de

compostos heterocíclicos que é altamente explorada na literatura, TZDs possuem um amplo

espectro de atividades biológicas, tais como anti-inflamatória. As TZDs tem uma ligação

direta ao receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARγ), ou seja, a ligação

do núcleo da quinolina ao PPARγ bloqueia a cascata de reações que resultam na inflamação

(Hussein et al., 2020; Lebovitz, 2019; Silva et al., 2024; Shuibang et al., 2016). Wu et al.,

(2009) descobriram que o ligante sintético PPARγ rosiglitazona, que é amplamente utilizado

como um sensibilizador de insulina, também poderia atenuar a inflamação, fibrose dérmica e

lipoatrofia subcutânea em um modelo animal de esclerodermia. Os agonistas do PPARγ têm

um papel na limitação da fibrose, além de seus efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores

(Dantas et al., 2015).

Segundo um estudo realizado por Silva et al., (2024) os derivados tiazoquinolínicos

(ZKDs) são obtidos através da hibridização molecular de TZDs, ou seja, pela combinação de

dois produtos químicos ativos, além disso, produtos derivados do núcleo da quinolina

despertam interesses farmacológicos, principalmente no desenvolvimento de agentes

anti-inflamatórios. Neste contexto, os agonistas o PPARγ tem um potencial papel antifibrótico

e anti inflamatório. No entanto, estudos adicionais dos ZKDs são essenciais para a avaliação

da atividade terapêutica e apresentar novas alternativas de tratamento para os pacientes com

ES.

3.1.8 Receptores PPARγ como alvos terapêuticos

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) são um

subconjunto da superfamília de receptores nucleares (Harry, 2010), três subtipos de PPARs

são conhecidos: PPARα , PPARδ e PPARγ (Ferrari et al., 2015).

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama (PPARγ) é um receptor

nuclear expresso em muitos tecidos e células inflamatórias diferentes, incluindo macrófagos,
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linfócitos e células dendríticas. O PPARγ é um receptor nuclear e após a ligação com seu

agonista, o PPARγ heterodimeriza com o receptor retinóide X (RXR) e posteriormente se liga

ao elemento de resposta proliferativa do peroxissomo (PPRE), conhecido como uma

sequência de DNA específica na região promotora dos genes alvo do PPARγ, para ligar ou

desligar a transcrição de diferentes genes, incluindo genes associados a inflamação (Avouac et

al., 2017; Dantas et al., 2015, Liu et al., 2020).

A proteína PPARγ foi identificada em células apresentadoras de antígenos e

macrófagos, atua como um trans-repressor de genes inflamatórios de macrófagos. Agonistas

sintéticos de PPARγ (pioglitazona, troglitazona) demonstraram inibir a secreção de citocinas

pró-inflamatórias, como a IL-6 e o TGFβ. Mais recentemente, foi demonstrado que o PPARγ

desempenha um papel importante na diferenciação de células imunes para fenótipos

anti-inflamatórios, por exemplo agonistas do PPARγ inibiram significativamente a expressão

induzida pelo IFN-γ do ligante de quimiocinas, esses estudos fornecem fortes evidências da

função anti-inflamatória do PPARγ por meio de sua capacidade de suprimir a produção de

citocinas do tipo Th1 em macrófagos e células dendríticas (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

avaliação do potencial imunomodulador do derivado tiazoquinolínico ZKD-2 em células de

pacientes com esclerose sistêmica e avaliação da atividade imunomoduladora do ZKD-2 e

ZKD-4 no cultivo de esplenócitos.

4.2 Delineamento do Estudo

Figura 3 : Desenho esquemático do delineamento do estudo

4.3 Derivados Tiazoquinolínicos

Os derivados tiazoquinolínicos LPSF/ZKD-2

((Z)-5-(4-bromobenzilideno)-3-(quinolin-2-ilmetil)tiazolidina-2,4-diona) e LPSF/ZKD-4

((Z)-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

Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos da UFPE (LPSF/UFPE) para os ensaios.
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4.4 Local e período do estudo

O estudo foi realizado no período de Julho/2024 a Outubro/2024. No Ambulatório de

Reumatologia do HC-UFPE ocorreu seleção e avaliação clínica dos pacientes, enquanto os

procedimentos experimentais foram conduzidos no Laboratório de Imunomodulação e Novas

Abordagens Terapêuticas (LINAT), pertencente ao Núcleo de Pesquisa em Inovação

Terapêutica (NUPIT-SG) da UFPE

4.5 População de Estudo

4.5.1 Pacientes com Esclerose Sistêmica

O presente estudo foi realizado com 18 pacientes com esclerose sistêmica que foram

atendidos e acompanhados no Ambulatório de Reumatologia do Hospital das Clínicas da

Universidade Federal de Pernambuco do (HC/UFPE), selecionados aleatoriamente de acordo

com o atendimento do Ambulatório, através dos critérios de inclusão e exclusão.

Critérios de inclusão: idade entre 18 e 65 anos; ser diagnosticado com esclerose

sistêmica 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 Ambulatório de Reumatologia do HC/UFPE; assinar o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusão: síndrome de sobreposição, 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 à vácuo contendo o anticoagulante heparina. O isolamento das PBMCs (células

mononucleares do sangue periférico) foi realizado através da centrifugação com Ficoll

PaqueTM Plus (GE HealthcareBio-Sciences). As células isoladas foram cultivadas em placas

de 24 poços (106 células/1000 µL) em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Soro

Bovino Fetal em estufa de C de 5% a 37ºC e, posteriormente, as células foram estimuladas𝑂
2

com PHA (fitohemaglutinina) e tratadas com ZKD-2 segundo o estudo realizado por Silva et
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al., (2024) nas concentrações de 25µM , 50µM e 75µM. Para o controle positivo utilizou a

metilprednisolona (Mp) na concentração padrão de 100μM. Após 48 horas em atmosfera de

5% CO2 a 37°C as placas foram centrifugadas para coleta dos sobrenadantes que foram

armazenados a -80ºC para posterior dosagem de citocinas.

4.5.3 Cultivo de esplenócitos

Foram realizados em camundongos (n=8) fêmeas 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 água e alimentos.

Suspensões de células do baço de camundongos foram obtidas após a lise hipotônica

de eritrócitos em solução de acetato de potássio, duas lavagens em meio RPMI e filtração

(filtro de 70µm). Utilizou a câmara de Neubauer para a contagem das células isoladas de cada

camundongo. 3x esplenócitos de cada camundongo foram incubados em placas de 12106

poços e meio RPMI 1640 completo (10% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 1% anfotericina

B) com 5µg/ml de concanavalina A (Sigma Aldrich), depois adicionou os compostos ZKD2 e

ZKD4 nas concentrações de 1 M, 10 M e 100 M, respectivamente, em seguida incubou porµ µ µ

48 horas a 37° C em uma atmosfera de 5% de C . Após esse tempo os sobrenadantes da𝑂
2

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

4.6 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar a atividade citotóxica dos derivados tiazoquinolínicos foram realizados

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

PBMC (1x células/poço) foram plaqueados e incubados em estufa de atmosfera úmida a106

37ºC com 5% de C . O ensaio possui três condições: Células não tratadas, DMSO 0,1%, e o𝑂
2

derivado ZKD-2 (25µM, 50µM e 75µM).

Para o cultivo de esplenócitos (3x células/poço) foram plaqueados e incubados em106

estufa de atmosfera úmida a 37ºC com 5% de C . O ensaio possui quatro condições:𝑂
2

Células não tratadas, DMSO 0,1%, o derivado ZKD-2 (1µM, 10µM e 100µM) e ZKD-4

(1µM, 10µM e 100µM).
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Após tratamento as células foram incubadas durante 48 horas em estufa a 37º C e 5%

de C . Posteriormente foi adicionado 20 µL da solução de MTT-sal tetrazolium (0,5 mg/ml)𝑂
2

e as placas voltaram a estufa por 3 horas. Em seguida, foi adicionado 130 µL de SDS

(Dodecil Sulfato de Sódio) 20% para dissolução do precipitado. Após 24 horas, a absorbância

foi lida em um espectrofotômetro accuSkan FC (Fisher Scientific) com comprimento de onda

de 570nm após a dissolução completa do precipitado. Os compostos foram diluídos em

DMSO, a viabilidade calculada a partir dos poços tratados apenas com DMSO 0,1%.

4.7 Dosagem de Citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante das culturas de PBMCs e cultivo de

esplenócitos foram quantificadas por ELISA sanduíche (Enzyme-linked immunosorbent

assay), foram realizadas utilizando kits específicos de ELISA Human para IL-17A e IFN-γ

(BD Biosciences) e e kits Mouse (Invitrogen) para IL-4, IL-6 e IL-13 seguindo as

informações recomendadas pelos fornecedores.

Após realização da técnica, as leituras das absorbâncias 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 detecção

Citocina Fabricante Limites de Detecção
(pg/ml)

IL-17A BD Biosciences 3,9 - 500

IFN-γ 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 Análise dos Resultados
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Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPadPrism, versão

8.0. A expressão dos resultados das variáveis contínuas foi feita pelas médias/desvios-padrão.

Para comparação dos níveis de citocinas entre duas condições foi utilizado o teste Wilcoxon’s

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

4.9 Aspectos Éticos

O protocolo do projeto que envolveu coleta de sangue e de dados clínicos de seres

humanos foi avaliado e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa com seres humanos do

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco, sob CAAE nº:

96111118.0.0000.5208 e nº do parecer: 2.937.516 (Anexo A).Todos os pacientes incluídos no

presente estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para

pacientes com esclerose sistêmica (Apêndice A). Os dados clínicos, terapêuticos e

demográficos foram obtidos através dos prontuários e aplicações de questionários aos

pacientes (Apêndice B). O protocolo do estudo envolvendo animais foi avaliado e aprovado

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco,

processo nº 0067/2022 (Anexo B).



38

5 RESULTADOS

5.1 Determinação do perfil clínico dos pacientes com Esclerose Sistêmica

Foram avaliados 18 pacientes com ES do ambulatório do HC-UFPE, dentre eles 17 do

sexo feminino e 1 do sexo masculino. Na caracterização clínica, foram avaliadas as

manifestações clínicas, escore de Rodnan e tratamentos utilizados pelos pacientes. Na tabela 2

seguem as informações.

Tabela 2: Características clínicas de pacientes com Esclerose Sistêmica do estudo (n=18)

Características Total
(n=18)

Cutânea Difusa
(n=9)

Cutânea Limitada
(n=9)

Idade (anos)
média ± DP
(mín-máx)

46.5 ± 12.3
(30-71)

45.6 ± 10.34
(34-63)

47.3 ± 14.5
(30-71)

Sexo feminino
N (%)

Sexo Masculino
N (%)

17 (94.4)

1 (5.6)

9 (49.9)

0

8 (44.5)

1 (5.6)

Manifestações
clínicas
N (%)

Fenômeno de
Raynaud

15 (83.3) 9 (49.98) 7 (33.3)

Comprometimento
esofágico

6 (33.3) 4 (22.2) 2 (11.1)

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)

Úlceras Digitais 6 (33.3) 3 (16.6) 3 (16.6)
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Escore de Rodnan
Mediana (mín-máx)

20.5 ( 0 - 45) 13 (0 – 36) 28.1 (0 – 45)

Tratamentos N(%)

IBP 12 (66.6) 5 (27.7) 7 (38.9)

BCC 10 (55.5) 5 (27.7) 5 (27.7)

Corticoide 10 (55.5) 4 (22.2) 6 (33.3)

AAS 6 (44.4) 4 (33.3) 2 (11.1)

BRA 4 (22.2) 3 (16.6) 1 (5.6)

Metotrexato 4 (22.2) 0 4 (22.2)

IECA 2 (11.1) 0 2 (11.1)
DP: desvio-padrão; HAP: hipertensão arterial pulmonar; BCC: bloqueadores dos canais de cálcio; IBP:

inibidores da bomba de prótons; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; AAS: ácido acetil

salicílico; BRA: bloqueadores de receptores da angiotensina.

Fonte: A Autora (2024)

5.2 Avaliação de atividade citotóxica em PBMCs e cultivo de esplenócitos

Na avaliação da atividade citotóxica em PBMC após o tratamento com ZKD-2 em

comparação com o grupo tratado com DMSO 0,1% [média ± DP] [92,01± 6,61], o ZKD-2 nas

concentrações de 50µM [91,34 ± 14,05] e 100µM [88,32 ± 12,33] apresentou viabilidade

similar ao grupo DMSO 0,1%.

Para a avaliação da atividade citotóxica em de cultivo de esplenócito em comparação

com o grupo tratado com DMSO 0,1% [100 ± 34,83] o ZKD-2 nas concentrações de 1µM

[89,83 ± 20,30], 10µM [79,20 ± 10,07] e 100µM [62,14 ± 15,76] e ZKD-4 1µM [86,37 ±

30,86], 10µM [88,27 ± 39,37] e 100µM [93,00 ± 15,47]. O ZKD-2 nas concentrações de

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

dados, as concentrações 1µM, 10µM e 100µM dos ZKDs foram determinadas para os ensaios

de imunomodulação.

5.3 Avaliação 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 concentrações de 50µM e 75µM reduziu significativamente a

secreção da IL-17A [****p<0,0001 e ****p<0,0001], respectivamente. Observou-se que a

condição célula estimulada com PHA teve aumento significativo na secreção da IL-17A

quando comparada com células sem estímulo [****p<0,0001] (Figura 4A).

Para o IFN-γ, o ZKD-2 reduziu significativamente a produção da citocina nas

concentrações de 25µM [*p<0,0313], 50µM [*p<0,0313] e 75µM [*p<0,0313] e uma

diferença significativa em comparação a condição célula e célula estimulada com PHA

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

Figura 4 - Atividade imunomoduladora do ZKD-2 em PBMC de pacientes com ES.

O grupo PHA 5µM representa as PBMC estimuladas na produção de citocinas inflamatórias, o grupo MP

representa sobrenadantes de PBMC estimuladas com PHA e tratadas com anti-inflamatório metilprednisolona

100µM. Cél= células não estimuladas, PHA= fitohemaglutinina, MP= Metilprednisolona. IL-17A (n=18) e

IFN-γ (n=6).

Fonte: A Autora (2024)

5.4 Atividade imunomoduladora do ZKD-2 e ZKD-4 em cultivo de esplenócitos

A atividade imunomoduladora foi avaliada em cultivo de células esplênicas de

camundongos, observou-se que o ZKD-2 nas concentrações de 1µM e 10µM reduziu

significativamente a secreção da IL-4 [*p<0,0156 e *p<0,0391], respectivamente. Sobre a
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condição célula estimulada com ConA teve um aumento significativo na secreção da IL-4

quando comparada com célula sem estímulo [*p<0,0156] (Figura 5A).

Em relação a IL-6 é possível observar na figura 5B que houve uma redução

significativa na secreção da citocina na concentração de 1µM [*p<0,0156]. E a condição

célula estimulada com ConA teve um aumento significativo na secreção da IL-6 comparada

com célula sem estímulo [*p<0,0156].

Para a citocina IL-13 observa-se uma redução significativa na citocina na

concentração 1µM [*p<0,0313] e um aumento significativo na secreção da IL-13 quando

comparada com a condição célula estimulada com ConA e célula sem estímulo [*p<0,0156]

(Figura 5C).

Figura 5 - Atividade imunomoduladora do ZKD-2 em cultivo de células esplênicas de camundongos.
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O grupo ConA 5µM representa as células estimuladas na produção de citocinas inflamatórias. Cél= células não

estimuladas, ConA= concanavalina, ns= não 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 esplênicas de

camundongos tratadas com ZKD-4 observou-se que não houve uma redução significativa da

secreção da IL-4 nas concentrações de 1µM, 10µM e 100µM (Figura 6A).

Para a citocina IL-6 observa-se na figura 6B que ocorreu uma redução significativa na

secreção da citocina nas concentrações 10µM e 100µM [**p<0,0078 e **p<0,0078],

respectivamente. Observou-se que a condição célula estimulada com ConA teve um aumento

significativo na secreção da IL-6 quando comparada com células sem estímulo [**p<0,0078].

Em relação a IL-13 observa-se uma redução significativa na secreção da citocina nas

concentrações 1µM e 10µM [**p<0,0078 e **p<0,0078], respectivamente e houve um

aumento significativo na secreção da IL-13 quando comparada com a condição célula

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

Figura 6 - Atividade imunomoduladora do ZKD-4 em cultivo de células esplênicas de camundongos.
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O grupo ConA 5µM representa as células estimuladas na produção de citocinas inflamatórias. Cél= células não

estimuladas, ConA= concanavalina, ns= não significativo. IL-4 (n=8), IL-6 (n=8), IL-13 (n=8).

Fonte: A Autora (2024)
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6 DISCUSSÃO

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 produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-17A e IFN-γ).

Adicionalmente, os resultados do ZKD-2 em culturas de células esplênicas de camundongos.

demonstraram uma redução expressa na secreção das citocinas IL-4, IL-6 e IL-13, em paralelo

o ZKD-4 reduziu significativamente os níveis das citocinas IL-6 e IL-13. Em conjunto, esses

resultados demonstram o potencial terapêutico de derivados tiazoquinolínicos (ZKD-2 e

ZKD-4) para a esclerose sistêmica e condições autoimunes ou inflamatórias.

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 proteção contra

a fibrose pulmonar. Entretanto, moléculas que possuem atividades nesses receptores são de

grande importância para a clínica.

Contudo, os derivados tiazoquinolínicos (ZKDs) são obtidos por meio da hibridização

molecular, uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos compostos ativos que

podem resultar na potencialização da atividade terapêutica, essas moléculas pertencem a uma

classe de drogas que são agonistas do receptor ativado por proliferador de peroxissoma-gama

(PPARγ). O PPARγ quando ativado apresenta uma atividade imunomoduladora, pois é um

regulador negativo da transcrição de genes associados a inflamação o que explica em parte o

mecanismo de ação de suas atividades (Avouac et al., 2017; Ghosh et al., 2009). Segundo

Silva et al., (2024) os ZKDs são obtidos através da hibridização molecular das

Tiazolidina-2,4-dionas (TZDs), apresentam ligações de hidrogênio com os resíduos de

aminoácidos e interações hidrofóbicas com o PPARγ, ou seja, indicam uma boa afinidade com

este receptor. Além disso, a afinidade dos ZKDs é superior comparada com a rosiglitazona,

um medicamento da classe das TZDs.

Os resultados obtidos evidenciaram a redução da secreção da IL-17A e IFN-γ após o

tratamento com o ZKD-2 em PBMCs de pacientes com ES. A IL-17A atua indiretamente

favorecendo mais inflamação, recrutando células inflamatórias, ativando e/ou estimulando a

produção de TGF-β que ativam os linfócitos TCD4+ promovendo a diferenciação da resposta

para o perfil Th17 (Akhter et al., 2023; Chizzolini et al., 2018, Schinocca et al., 2021; Wei;

Abraham; Ong, 2022). Enquanto o IFN-γ, é 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 patogênicos

(Khana et al., 2022).

Um estudo realizado por Aprahamian et al., (2009) investigou o efeito

anti-inflamatório em um modelo de rato de Lúpus Eritematoso Sistêmico e a rosiglitazona

agonista do PPARγ reduziu a produção de autoanticorpos. Além disso, Kawai et al., (2009)

investigou o efeito antifibrótico e antiinflamatório da troglitazona agonista do PPARγ em um

modelo in vivo e foi descrito a redução de genes associados com a inflamação.

Adicionalmente, no presente estudo observou-se a redução das citocinas IL-4, IL6 e

IL-13 em células esplênicas de camundongos tratadas com ZKD-2 e ZKD-4. Um estudo

realizado por Silva et al., (2024) em cultura de PBMCs de indivíduos saudáveis estimuladas

com PHA (fitohemaglutinina) e posteriormente tratadas com os ZKDs foi evidenciado a

redução da IL-6. O envolvimento da IL-6 na fibrose tecidual associada a ES a torna um alvo

terapêutico racional, um estudo realizado com fibroblastos cultivados de biópsias de pele de

pacientes com ES o bloqueio da IL-6 resultou a baixa produção de fibras de colágeno

(Kawaguchi, 2017, Cardoneanu et al., 2022).

Citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-6 e IL-13 são expressas na pele e no soro de

pacientes com ES e induzem diretamente a produção de colágeno 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 prevenção do

desenvolvimento de fibrose dérmica (Rueda et al., 2009). Segundo Gasparini et al., (2020) o

eixo IL-4/IL-13 podem constituir potenciais alvos terapêuticos, pois representam os principais

mediadores das respostas Th2 e da atividade pró-fibrótica.

Contudo, o ZKD-4 não diminuiu a expressão da citocina IL-4, o que sugere que o

composto pode não afetar a sinalização da citocina. Outra possibilidade é que a concentração

utilizada no estudo tenha sido insuficiente para provocar a redução nos níveis da citocina.

Assim, nossos resultados evidenciam o papel imunomodulador, avaliação do

mecanismo de ação e investigação da atividade antifibrótica dos ZKDs na ES. Cabe ressaltar

que o estudo apresenta algumas limitações, como por exemplo o baixo número de citocinas

avaliadas. Por fim, faz-se necessário estudos futuros para uma melhor compreensão dos

efeitos dos ZKDs e reduzir as restrições apresentadas.
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7 CONCLUSÃO

● 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-γ que estão envolvidas na patogênese da ES ;

● o ZKD-2 apresentou atividade imunomoduladora, pois reduziu os níveis das citocinas

IL-4, IL-6 e IL-13 em células esplênicas de camundongos;

● e o ZKD-4 reduziu os níveis das citocinas IL-6 e IL-13 em células esplênicas de

camundongos.
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8 PERSPECTIVAS

● Aumentar o número de cultivos para as análises dos ZKDs;

● Realizar cultivos de controles saudáveis;

● Realizar estudos em outras concentrações dos ZKDs;

● Avaliar a atividade imunomoduladora dos ZKDs na produção de outras citocinas tanto

em PBMCs como também em cultura de esplenócitos.
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APÊNDICES

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

PARA PACIENTES COM ESCLEROSE SISTÊMICA
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APÊNDICE B

FICHA CLÍNICA PARA COLETA DE DADOS
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ANEXOS

ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA

DA UFPE
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ANEXO B

PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UFPE
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