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RESUMO

ALBIERO, L. R. 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-cumarina, livre ou lipossomal,
imunomodula funcoes efetoras de neutrofilos periféricos isolados de pacientes com artrite
reumatoide e estimulados via receptores Fc gama e CR. Dissertagdo. Ribeirdo Preto:
Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, 2017.123f.

A ativag@o de neutrofilos desencadeia os processos de fagocitose, metabolismo oxidativo,
desgranulagdo, e formagao e liberacdo de neutrophil extracellular traps (NETs), que atuam em
conjunto na elimina¢fo dos agentes infecciosos. Entretanto, em doengas autoimunes como a
artrite reumatoide (AR), caracterizada pela deposi¢do de complexos imunes na sindvia, ocorre
um intenso recrutamento e ativagéo local de neutréfilos, que agrava o quadro clinico da doenga.
Nesse contexto, a modulagéo das fungdes efetoras dos neutrofilos representa uma abordagem
promissora para o tratamento adjuvante da AR. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o derivado 3-fenilcumarinico 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-
cumarina (C13), sintetizado com base em metabolitos secundarios de origem vegetal, modula
negativamente o metabolismo oxidativo de neutrofilos de sangue periférico de individuos
sauddveis, apresentando valores de Clso — concentrag@o necessaria para inibir 50% da
quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIlum) — préximos a 1 pM (na forma livre) e 3
uM (incorporada em lipossomas). Em continuidade a essas investigagdes, na primeira parte
deste trabalho foi avaliado o efeito modulador in vitro da C13, livre e/ou lipossomal, sobre a
produgdo de espécies reativas de oxigénio, a desgranulagéo de elastase, e a formacéo e liberagéo
de NETs, de neutrdfilos de sangue periférico de pacientes com AR, estimulados via receptores
Fcy e/ou receptores do complemento. Na faixa de 1-3 uM, a C13 livre e lipossomal inibiram
aproximadamente 50% da QLIum, sem interferir nas demais fungdes efetoras dos neutréfilos
avaliadas. Na concentragdo de 20 pM, a C13 livre e lipossomal inibiram cerca de 50% da
produgédo de HOCI, 60% da liberagéo de elastase, e 40% da formag&o e liberagdo de NETs. Na
segunda parte deste trabalho, foi avaliada a toxicidade da C13 sobre neutrdfilos de sangue
periférico de pacientes com AR e de individuos saudaveis, sob condi¢des de cultura (18 h, 37
°C, 5% de COz). Em ambos os grupos, a C13 ndo alterou significativamente a viabilidade dos
neutréfilos, que se manteve em torno de 80%, conforme avaliado pelos ensaios de excluséo do
corante Azul de Tripan e determinagdo da atividade da enzima lactato-desidrogenase.
Entretanto, a C13 modulou os estdgios de morte dos neutrofilos, reduzindo a porcentagem de
células apoptdticas e aumentando a porcentagem de células necréticas, analisadas por citometria
de fluxo. Em neutréfilos de ambos os grupos, tratados ou ndo com CI13, a porcentagem de
células hipodiploides (média = 15%) e o nivel de expressdo do receptor CD64 permaneceram
constantes, independentemente do tempo de cultura, mas o nivel de expressdo do receptor
CD62L decaiu em fungéo do tempo de cultura, conforme avaliado por citometria de fluxo. A
analise conjunta dos resultados obtidos indica que o derivado 3-fenilcumarinico C13 pode servir
de prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos com possivel utilizagdo no tratamento
adjuvante de doengas com participagdo ativa dos neutréfilos, como a AR.

Palavras-chave: Neutrofilo, artrite reumatoide, 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-
cumarina, antioxidante, imunocomplexo, lipossoma.
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ABSTRACT

ALBIERO, L. R. Free and liposomal 6,7-dihydroxy-3-[3’,4’-methylenedioxyphenyl]-
coumarin immunomodulate the effector functions of rheumatoid arthritis patients’
peripheral blood neutrophils stimulated via Fc-gamma and CR receptors. Dissertagdo de
mestrado. Ribeirdo Preto: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto,
2017. 123f.

Neutrophil activation triggers the processes of phagocytosis, oxidative metabolism,
degranulation, and formation and release of neutrophil extracellular traps (NETs), which act in
concert to eliminate the infectious agents. However, in autoimmune diseases like rheumatoid
arthritis (RA), characterized by synovial deposition of immune complexes, there is a massive
local recruitment and activation of neutrophils, which aggravates the clinical scenario of the
disease. In this sense, modulation of the effector functions of neutrophils represents a promising
approach for the adjuvant treatment of RA. Previous studies from our research team have
demonstrated  that  the 3-phenylcoumarin derivative 6,7-dihydroxy-3-[3°,4’-
methylenedioxyphenyl]-coumarin (C13), which was synthesized based on plant secondary
metabolites, negatively modulates the oxidative metabolism of healthy individuals’ peripheral
blood neutrophils, giving ICsq values — concentration required to inhibit the luminol-enhanced
chemiluminescence (CLIum) by 50% — of nearly 1 uM and 3 pM in the free and liposomal
forms, respectively. To continue these investigations, in the first part of the present study we
examined the in vitro modulating effect of free and/or liposomal C13 on the reactive oxygen
species generation, degranulation of elastase, and formation and release of NETs, in RA
patients’ peripheral blood neutrophils, stimulated via Fcy and/or complement receptors. At the
concentration range of 1-3 pM, free and liposomal C13 suppressed CLlum by approximately
50%, without interfering in the other neutrophil effector functions here investigated. At 20 pM,
free and liposomal C13 inhibited nearly 50% of HOCI production, 60% of elastase release, and
40% of the NETs formation and release. In the second part of this study, we examined the
toxicity of C13 towards peripheral blood neutrophils from RA patients and healthy individuals,
under culture conditions (18 h, 37 °C, 5% CO). In both groups, C13 did not significantly altered
the neutrophil viability, which remained about 80%, as assessed by the Trypan Blue exclusion
test and determination of lactate dehydrogenase activity. However, C13 modulated the
neutrophil death stages — it lowered the percentage of apoptotic cells and increased the
percentage of necrotic cells — as analyzed by flow cytometry. In neutrophils from both groups,
treated or not with C13, the percentage of hypodiploid cells (mean = 15%) and the level of CD64
receptor expression remained constant regardless of the culture time, but the level of CD62L
receptor expression decreased with culture time, as assessed by flow cytometry. Together, our
results indicate that the 3-phenylcoumarin derivative C13 can be used as a prototype for the
development of novel drugs with possible application in the adjuvant treatment of diseases in
which neutrophils actively participate, such as RA.

Keywords: Neutrophil, rheumatoid arthritis, 6,7-dihydroxy-3-[3’,4’-methylenedioxyphenyl]-
coumarin, antioxidant, immune complex, liposome.
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I. INTRODUCAO



1.1. Aspectos gerias da fisiologia dos neutroéfilos

Os neutrofilos sdo os leucocitos mais abundantes nos seres humanos, considerados os
primeiros a migrar até o local da infecgdo para montar uma resposta imunoldgica contra
bactérias, fungos e protozoarios (Bardoel et al., 2014; Grayson e Kaplan, 2016; Hahn et al.,
2016). Eles apresentam nucleo segmentado multi-lobulado com 3 a 5 1dbulos, por isso séo
chamados também de leucécitos polimorfonucleares (PMNs) (Bardoel et al., 2014; Carvalho et
al.,2015). Os neutrofilos possuem um arcabougo de mecanismos como fagocitose, produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e liberag@o do conteudo microbicida dos seus granulos que
promovem a elimina¢do dos agentes infecciosos (Nguyen-Jackson et al., 2010; Kolaczkowska
e Kubes, 2013; Mocsai, 2013; Bardoel et al., 2014; Carvalho et al., 2015; Grayson e Kaplan,
2016).

Os granulos, que caracterizam os neutrofilos sdo classificados em primérios,
secundarios, terciarios e vesiculas secretdrias. Eles s@o produzidos durante a diferenciagéo
granulocitica dessas células na medula dssea que acontece da seguinte forma: inicialmente, as
células da linhagem mieléide que originara os neutrofilos, séo diferenciadas em pré-mielécitos
e os granulos formados s&o os primarios ou azurdfilos (os quais contém diversos componentes
de defesa como as enzimas mieloperoxidase, elastase e catepsina G). Em seguida, sdo
diferenciadas em mieldcitos e formam os granulos secundarios ou especificos (que contém
colagenase, fosfatase alcalina, lactoferrina, gelatinase, lisozima e o complexo enzimatico da
NADPH oxidase). Posteriormente, s@o diferenciados a metamieldcitos e produzidos os granulos
tercidrios ou de gelatinase (que se assemelham aos secundarios, porém com altas concentragGes
de gelatinase). Finalmente, no quarto e ultimo estagio, sdo formados os neutr6filos segmentados
e se origina as vesiculas secretdrias. Essas vesiculas sdo altamente mobilizaveis, e em sua
superficie contém componentes enzimaticos, receptores de membrana, moléculas de ades@o,
proteinas sinalizadoras e antimicrobianas. Os granulos sdo liberados na ordem inversa a
apresentada no seu desenvolvimento, sendo as vesiculas secretorias as primeiras a serem
liberadas, seguidas pelos granulos tercidrios, secundarios e primarios, respectivamente (Meyer-
Hoffert et al., 2004; Van Der Veen ef al., 2009; Borregaard, 2010; Bugl et al., 2013; Pruchniak
et al., 2013; Mayadas et al., 2014; Wang e Arase, 2014).

Apds sua maturagdo e diferenciagéo, os neutrofilos sdo capazes de deixar a medula dssea

e entrar na corrente sanguinea. Na corrente sanguinea, eles nfo se dividem e sobrevivem em
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média de 7 a 8 horas no organismo em homeostase, enquanto que num ambiente inflamatdrio,
seu tempo de vida persiste por receber estimulos anti-apoptéticos (Borregaard, 2010; Cascao et
al., 2010; Bardoel et al., 2014; Nauseef e Borregaard, 2014; Wang e Arase, 2014; Pruchniak et
al., 2015; Grayson e Kaplan, 2016; Viryasova et al., 2016).

1.2. Receptores dependentes de opsonizagio
1.2.1. Receptores Fcy

Os receptores da familia Fcy ligam-se na porgdo Fc (fragmento cristalizavel) de
imunoglobulinas da classe G (IgG), possibilitando o reconhecimento de patdgenos ou
componentes particulados, opsonizados com IgG. Esses receptores, quando associados a seus
ligantes, podem ativar respostas como a fagocitose, a desgranulagdo e a ativagdo do
metabolismo oxidativo (Dai et al., 2009; Jovanovic et al., 2009; Aschermann et al., 2010; Lux
et al., 2010; Futosi et al., 2013). Eles sdo classificados em FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) -
subdividido em FcyRlIla, FcyRIIb e FcyRlIle - e FcyRIII (CD16) - subdividido em FcyRIlla e
FcyRIIIb. Ambos se diferem quanto & afinidade pela IgG, distribuigdo tecidual, e nivel de
expressdo (Bruhns et al., 2009; Dai et al., 2009; Lux et al., 2010; Lu et al., 2011; Futosi-et al.,
2013).

Os neutréfilos apresentam de forma constitutiva dois desses receptores envolvidos na
sua ativagdo, FcyRIla e FcyRIIIb. O FcyRI passa a ser expresso na membrana dos neutrofilos
quando estes sdo ativados por citocinas inflamatérias, como o interferon-y. Ele é um receptor
de alta afinidade e reconhece IgG monomeérica (Van Der Poel et al., 2011; Futosi et al., 2013).

O FcyRlIla € um receptor de baixa afinidade que reconhece IgG complexada ao antigeno
(IC), estimula a fagocitose, e desencadeia as etapas subsequentes que levam a formagéo do
fagolisossoma, com a libera¢do do contetido lisossomal (desgranulagdo), tanto intra como
extracelular (Ramsland et al., 2011; Zhang et al., 2015). Através desses mecanismos, o FcyRlIIa
participa na eliminagdo de patdgenos opsonizados por componentes do soro (Clark e Petty,
2010; Futosi et al., 2013). O neutréfilo também possui o FcyRIIb, que € um receptor inibitorio,
que pode aumentar a gravidade de algumas doengas como a artrite reumatoide, quando ausentes
(Belostocki et al., 2005; Aschermann et al., 2010; Wright et al., 2010).

O FcyRIIIb também € um receptor de baixa afinidade, com importante participagédo na

produgdo de ERO em doengas mediadas por IC (Radstake et al., 2006; Futosi ef al., 2013).



1.2.2. Receptores para componentes sohiveis do sistema complemento

As células fagociticas expressam em suas membranas receptores para componentes
soluveis do complemento (CR), que auxiliam no processo de fagocitose, pois tais componentes
atuam opsonizando particulas que serdo fagocitadas. Esses receptores sdo: CR1 (CD35), CR2
(CD21), CR3 (CD11b/CD18; Mac-1) e CR4 (CD11¢c/CD18). Sendo que os neutrofilos
expressam os receptores CR1, CR3 e CR4 (Huang et al., 2011 ; O'brien et al., 2012; Merle et
al.,2015).

Os receptores CR1 induzem fagocitose pela ligagdo principalmente de fragmentos C3b,
C4b, e em menor atividade a C3bi. Esses componentes séo produzidos pela quebra de fatores
soluveis em resposta a infecgdes € a sua ligagdo ao CR1 ativa vias de transducdo de sinais
relacionados a ativa¢go de mecanismos microbicidas (Ricklin et al., 2010; Camous et al., 2011;
Metle et al., 2015).

Os CR3 sdo ativados durante a resposta inicial a infec¢des preferencialmente pela
ligacdo a C3bi, o qual recobre a superficie de patdgenos e células apoptoticas (Whitlock et al.,
2000; Huang et al., 2011; O'brien et al., 2012). Eles atuam na quimiotaxia de neutréfilos,
ocorrendo aciimulo dessas células no sitio inflamatorio, e consequente-eventos microbicidas
como a polimerizag¢éo do citoesqueleto de actina, produg@o de ERO, fagocitose e desgranulagéo
(Ross, 2002; Xia et al., 2002; Preynat-Seauve et al., 2004; Sebe-Pedros et al., 2010). Tanto CR1
como CR3 possuem expressdo elevada na membrana de neutréfilos do fluido sinovial de
pacientes com AR (Barrington et al., 2001; Carroll e Sim, 2011).

Os CR exercem outras fungdes, além da promogéo da fagocitose. Os CR1 atuam na
regulagdo das cascatas das vias classica e alternativa do complemento, inibindo essas vias
através da interferéncia na estabilizagdo das convertases, bem como participam da eliminag&o
de complexos imunes da circulag@o, por facilitar a ligacdo dos mesmos aos eritrocitos (Hepburn
et al., 2004; Khera e Das, 2009).

Os FcyR e CR3 podem cooperar na ativagdo do metabolismo oxidativo de neutrdfilos,
ou seja, esses receptores em conjunto desencadeiam uma maior produg@o de ERO do que cada
um dos tipos de receptores separadamente, seguindo a ordem decrescente FcyR+CR > FcyR >
CR para o padréo de resposta (Moreira et al., 2007; Mocsali et al., 2010; Zarbock e Ley, 2011).
Esse sinergismo € indispensavel para uma resposta adequada a agentes infeciosos. Entretanto, a

produgdo acentuada de ERO pode ser prejudicial em doengas inflamatdrias que envolvem a
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infiltracdo de neutrdfilos associada a deposigédo tecidual e o acimulo de IC, como na artrite
reumatoide e no Lupus Eritematoso Sistémico (Marzocchi-Machado ez al., 2002; Ballanti ez al.,

2011; Paoliello-Paschoalato et al., 2015).

1.3. Metabolismo Oxidativo: producio das espécies reativas de oxigénio (ERO)

A ativacdo dos neutro6filos leva a um aumento brusco no consumo de oxigénio, um
processo denominado “burst” oxidativo ou explosdo respiratéria (Pruchniak er al., 2013;
Mayadas et al., 2014). O processo inicia-se pela ativacdo do complexo enzimatico da NADPH
oxidase que transfere elétrons para o Oz, reduzindo-o a radical 4nion superdxido (Oz¢-), que € a
primeira espécie reativa de oxigénio formada e a fonte das demais ERO produzidas durante a
fagocitose (De Oliveira et al., 2011; Pruchniak et al., 2013). Assim, o superdxido produzido pela
reducdo do O catalisado pela NADPH oxidase pode ser convertido espontaneamente ou por
acdo enzimatica da superdxido dismutase em peroxido de hidrogénio (H203). O superdxido pode
ainda reagir com o H,0», na presenca de ferro, formando radical hidroxila (HO®) ou ainda, o
H202 pode servir de substrato para a enzima mieloperoxidase (MPO). A MPO uma
hemeperoxidase encontrada somente em neutrdfilos, estd localizada nos granulos primarios
(azurdfilos). Durante ativagdo celular e desgranulagdo, a MPO pode ser liberada no fagossoma
ou no meio extracelular. Essa hemeperoxidase, na presenca de ions cloreto, produz acido
hipocloroso (HOCI) e outras espécies halogenadas que tém um poder microbicida muito maior
do que as ERO produzidas anteriormente (Lambeth, 2004; El-Benna et al., 2010; Mayadas et
al., 2014; Grigorieva et al., 2016; Odobasic et al., 2016).

1.4. O processo de desgranulacio

Ap6s a fagocitose dos agentes infecciosos, ocorre a fusdo das vesiculas citoplasmaticas
de contetido granular dos neutréfilos com a membrana plasmatica ou com a membrana do
fagolisossoma em formagéo. Isso permite a exocitose de granulos liticos e desencadeia uma das
principais fungdes efetoras dessas células na defesa do organismo, a desgranulagdo. Esse
processo esta diretamente ligado a mecanismos celulares que culminam na morte, destruicéo e
eliminagéo dos patdgenos como, o aumento da expressado de receptores de membrana, a ativagéo

de vias de sinalizacdo intracelular, o auxilio no processo de fagocitose e a produgdo de ERO



(Kolaczkowska e Kubes, 2013; Pruchniak ef al., 2013; Bardoel et al., 2014; Kluter et al., 2014;
Costaet al., 2016).

A desgranulag@o € induzida por diversos agentes como, fMLP, lipopolissacarideo (LPS),
TNF-a, proteinas do complemento, imunoglobulinas da classe G (IgG) (Yang et al., 2009;
Kustiawan et al., 2016; Surmiak e Sanak, 2016). Nos neutréfilos, os granulos sdo principalmente
proteinas antimicrobianas, como a defensina e a lisozima (com ag#o litica sobre a superficie
bacteriana) e as serino-proteases, como a elastase (que degradam proteinas de bactérias e
fungos) (Pruchniak et al., 2013; Bardoel et al., 2014; Stapels et al., 2015; Kustiawan et al.,
2016).

Em processos inflamatdrios cronicos como na artrite reumatoide, a elastase perpetua a
inflamag@o, e € considerada uma das principais enzimas responsaveis pela destruigéo tecidual.
Desta forma, esta enzima parece ser um importante alvo para a terapia de doengas inflamatérias

cronicas (Beyer e Melzig, 2005).

1.5. NETs: formacio e liberacio

Até o século passado, o conhecimento cientifico sobre a resposta imune dos neutroéfilos,
estava limitado a fagocitose do patégeno, a subsequente morte e destruicdo do mesmo e
consequente agdo antimicrobiana. Com o avan¢o da ciéncia, novos conhecimentos acerca dos
mecanismos efetores dessas células foram observados, como a capacidade que as mesmas tém
de liberar o seu conteido de DNA, associado a histonas e proteinas dos granulos citoplasmaticos
(elastase e mieloperoxidase), formando as conhecidas Redes Extracelulares de DNA (NETs, da
sigla em inglés para “Neutrophil Extracellular Traps™) (Grayson e Kaplan, 2016; Hahn et al.,
2016). Quando o agente patogénico € persistente e ndo eliminado pelos mecanismos
microbicidas classicos, os neutrdfilos lancam as NETs (Kraaij et al., 2016). A formacgdo das
NETs esta relacionada com o tamanho do antigeno, seja ele um patdégeno ou uma molécula
organica (Branzk ef al., 2014). Quanto maior € este, mais dificuldade essas células teréo para
fagocita-lo e mais NETs ser@o formadas e liberadas para sua destrui¢o e eliminagéo (Branzk et
al., 2014).

As NETSs séo formadas quando os neutréfilos sdo ativados com agentes farmacoldgicos,
como o PMA; citocinas, como IL-8 e TNF-a; Padrdes Moleculares Associados a Patogenos

(PAMPs) como, LPS e fMLP e o fator de ativag@o de plaquetas (PAF) (Zawrotniak e Rapala-
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Kozik, 2013; Pruchniak et al., 2015). Além dos estimulos citados, estdo incluidos também
microrganismos: bactérias como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi e Shigella flexneri
(Brinkmann et al., 2004; Pilsczek et al., 2010; Grayson e Kaplan, 2016); alguns fungos como,
Candida albicans, Candida glabrata e Aspergillus fumigatus; e parasitas como, Toxoplasma
gondii (Kraaij et al., 2016) e Leishmania donovani (Gabriel et al., 2010). E, mais recentemente
foi visto que as NETs podem também ser produzidas e liberadas sob estimulos de
imunocomplexos (Behnen et al.,2014; Aleman et al., 2016).

O processo de formagdo e liberagdo das NETs se da por uma série de mudancgas
morfologicas e bioquimicas na célula, incluindo a separagdo dos lobulos nucleares, a
descondensagdo da cromatina, a modificagdo de histonas, o desprendimento da membrana
nuclear e a migragéo de granulos para o nucleo (elastase e mieloperoxidase) (Grayson e Kaplan,
2016). A mobilizacdo das proteinas granulares € regulada pelo status redox da célula, mostrando
que a produgéo de ERO € importante para a formagdo das NETs (Fuchs et al., 2007; Bianchi et
al., 2010; Nishinaka et al., 2011; Keshari et al., 2013; Grayson e Kaplan, 2016). A enzima
elastase também € importante para a formagédo das NETSs por facilitar a degradagéo de histonas
ligadas ao material genético, o que promove a liberagdo do DNA e a descondensagfo do mesmo.
A MPO por sua vez, tem participagdo nesse processo, por facilitar a liberagdo da elastase dos

granulos azur6filos e promover a reorganizagéo do citoesqueleto de actina (Metzler et al., 2014).

1.6. Apoptose

Quando da realizagdo das fungdes efetoras ou apds 8 horas sem ativagdo na corrente
sanguinea, os neutrofilos entram em apoptose (Strydom e Rankin, 2013; Viryasova et al., 2016).
A apoptose € o mecanismo pelo qual a célula promove sua autodestrui¢édo de forma programada,
e tem papel importante na homeostase do sistema imunolégico, balanceando a taxa de diviséo e
morte das c€lulas, ja que o acimulo de células indesejaveis pode levar ao mau funcionamento
de sistemas e ocasionar diversas patologias. E, também, o principal mecanismo de controle da
intensidade da resposta inflamatdria, limitando sua duragdo e prevenindo lesfo tecidual
provocada pela permanéncia prolongada de células pro-inflamatorias no local de injuria
(Jancinova et al., 2012; Bardoel et al., 2014; Luan et al., 2015).

A apoptose se da por meio de vias sinalizadoras que ativam um conjunto de proteases

intracelulares chamadas caspases, que levam a uma série de mudangas morfoldgicas e
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bioquimicas sofridas pelas células, como condensa¢do da cromatina, ruptura do ndcleo,
contragdo do citoplasma, alteragBes na simetria sem perda da integridade da membrana
plasmatica, fragmentagdo da célula em corpos menores (corpos apoptdticos), bem como a
clivagem do material genético e despolariza¢do mitocondrial (Vermes et al., 2000; Rossi et al.,
2006; Kobayashi e Deleo, 2009; Wang e Arase, 2014). A membrana das células apoptdticas
sofre modificagcdes, de modo a facilitar o processo de fagocitose por macréfagos, porém
permanece intacta, pois € imprescindivel para evitar a liberagdo de componentes intracelulares
téxicos que promovem a ativagdo do processo inflamatorio, favorecendo, assim, a restauragéo
da homeostase do sistema (Wang e Arase, 2014; Jie et al., 2016).

Neutrofilos podem sofrer apoptose pela ativagdo das vias intrinseca, extrinseca e morte
celular induzida por fagocitose (phagocytosis-induced cell death - PICD, da sigla em inglés)
(Whitlock et al., 2000; Kennedy e Deleo, 2009; Nikoletopoulou et al., 2013). A via intrinseca
ou apoptose espontanea (intracelular) acontece quando células senis sofrem permeabilizagéo da
membrana mitocondrial externa (MOMP), aumento da expressdo de proteinas pro-apoptodticas,
que se oligomerizam na membrana mitocondrial externa e formam poros, alterando o potencial
de membrana, e liberando o citocromo C e o fator ativador de protease de apoptose (APAF) para
o citosol, culminando com a formagdo do apoptossomo, a ativagdo da caspase-9 e caspase-3
(Barcellos-De-Souza et al., 2012; Pliyev e Menshikov, 2012; Gautam et al., 2013; Rossi e Lord,
2013). A via extrinseca (extracelular) € iniciada pela ligagéo e agregacdo de fatores externos
como o fator de necrose tumoral (TNF-@.), a ligacdo de Fas ao seu receptor especifico e TRAIL
(ligante indutor de apoptose relacionado a TNF) aos receptores de morte presentes na membrana
plasmatica, formando um complexo indutor de morte associado ao receptor, recrutando e
ativando caspase-8 e caspase-3 (Kennedy e Deleo, 2009; Nikoletopoulou ef al., 2013). Ja a via
dependente de fagocitose € acionada pela fagocitose de particulas e microrganismos,
subsequente ativagdo da NADPH-oxidase e produ¢do de (ERO) e a liberagdo da protease
catepsina presente nos granulos azurdfilos para o citoplasma da célula. A catepsina por sua vez,
inibe as proteinas anti-apoptoticas Mcl-1 e ativa proteinas pré-apoptéticas como a caspase 8
(Kennedy e Deleo, 2009; Nikoletopoulou et al., 2013; Viryasova et al., 2016). A produgéo do
anion superéxido e do peréxido de hidrogénio podem influenciar na sobrevivéncia dos

neutr6filos, apresentando aumento na porcentagem de células em apoptose. Dessa forma, o



balanco redox da célula estd intimamente conectado na regulacdo de fatores de transcrigéo de
proteinas anti e pré-apoptoticas (Barcellos-De-Souza et al., 2012).

Um conjunto de receptores de membrana estdo relacionados com os estagios de
sobrevida dos neutrdfilos entre eles, os receptores de ativagdo FcyRIIIb (CD16), que estdo
presentes em grande numero na superficie celular de neutrofilos viaveis (100.00 — 200.000
moléculas por célula) e que diminui com a redug@o da capacidade funcional dessas células
(Futosi et al., 2013; Pincetic et al., 2014). Outro marcador de ativa¢do celular sdo os receptores
CD64, que sdo expressos somente quando as células sdo ativadas (Titova et al., 2015; Dang et
al.,2016). Outro grupo sdo as selectinas. A L-selectina (CD62L) participa da adeséo e rolamento
dos neutréfilos no inicio da resposta inflamatoria e apds a ativag@o celular e a exposi¢do a
estimulos inflamatorios, estes receptores s@o clivados, diminuindo sua expressdo (Boer et al.,
2010; Futosi et al., 2013). Por outro lado, a medida que os neutrofilos envelhecem, reduz-se a

expressdo em sua membrana celular dessa molécula (Wang et al., 2010; Futosi et al., 2013).

1.7. Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenca inflamatoria cronica e sistémica, que atinge
entre 0,5-1,0% da populagdo mundial e tem maior predomindncia em mulheres com idade entre
30 e 55 anos. E caracterizada pela formagiio de nédulos cutdneos, vasculite e sinovite
poliarticular, de distribui¢do simétrica e com grande potencial deformante podendo dificultar ou
impossibilitar as fungdes habituais das articula¢des e redugéo na qualidade de vida (Cascao et
al.,2010; Wright et al., 2010; O'dell, 2015; Paoliello-Paschoalato et al., 2015).

A progressdo desses sinais que caracterizam a doenca, se da pela formag&o de uma rede
extensa de vasos sanguineos na membrana sinovial induzida por macréfagos. Concomitante a
isso, células T CD4 e CD8, células B, linfoblastos, plasmocitos, macréfagos e neutrofilos sofrem
diapedese pelas vénulas e se alojam na membrana sinovial, induzindo a neovascularizag&o
(Cascao et al., 2010; Pollono er al., 2010). Tudo isso contribui para o aspecto edematoso das
sindvias, caracterizando hiperplasia do revestimento sinovial, com neoangiogénese abundante,
ativagdo de células endoteliais que iniciam a produgdo de moléculas de adesdo e quimiocinas
que por sua vez, facilitam o influxo de c€lulas adicionais, entre elas, 90% neutréfilos (Gorman
e Criswell, 2002; Ji et al., 2002; Krumbholz et al., 2005; Takayanagi, 2012; O'dell, 2015;

Smolen et al., 2016). Esse influxo de células e a neoangiogénese leva a formagéo do “panus”
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que € um conjunto de células ativadas como fibroblastos, linfocitos, macréfagos e neutrdfilos,
culminando no aumento da concentragio de citocinas, quimiocinas e prostaglandinas e levando
a ativacdo de osteoclastos, provocando reabsorgéo dssea, erosdo da cartilagem e estresse
oxidativo (Hitchon e El-Gabalawy, 2004; Wright ez al., 2014).

Diversas teorias t€m sido sugeridas para determinar uma causa da AR, pois a etiologia
ainda ndo € bem definida. Dentre os mecanismos envolvidos na patogenia da AR, destacam-se
as participagdes de fatores ambientais, imunologicos e imunogenéticos. Entre os fatores
ambientais que podem iniciar a AR, algumas bactérias e virus estdo implicados como possiveis
candidatos (Abe e Takeuchi, 2001; Christen e Von Herrath, 2005; Shoenfeld, 2009). Entre os
fatores imunolégicos estdo, a presenga de imunoglobulinas (Ig) alteradas, o fator reumatoide
(FR) e os anticorpos anti-peptideos ciclicos citrulinados (anti-CCP) (Abe e Takeuchi, 2001;
Ioan-Facsinay et al., 2011; Willemze et al., 2012; Cantaert et al., 2013).

Estimulos quimiotéticos presentes no fluido sinovial, como leucotrienos (LTB4),
produtos bacterianos (fMLP), citocinas pro-inflamatdrias (IL-8, TNF), complexos imunes (IC),
e componentes do complemento (C3b, C5a) sdo responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos
para o local, levando a ativag@o exacerbada e prolongada dessas células, bem como altera¢des
na sua vida média, o que contribuem para o dano tecidual e a patogénese da artrite reumatoide
(Jakus et al., 2009; Borregaard, 2010; Kelkka et al., 2014; Hahn et al., 2016).

Os FcyR e CR desempenham papel importante nesse processo, ja que esse local possui
deposi¢do de imunocomplexos (IC) aderidos ao tecido articular (Luerman ef al., 2010; Segel et
al.,2011; Day e Link, 2012; Mayadas et al., 2014). Dessa forma, os neutrofilos ndo conseguem
finalizar o processo de fagocitose dos mesmos e entdo ocorre um evento denominado
“fagocitose frustrada” (Cascao et al., 2010; Wright et al., 2010; Mantovani et al., 2011; Wright
et al., 2014; Paoliello-Paschoalato et al., 2015). Tal processo, culmina com participagdo ativa
das enzimas NADPH oxidase e MPO na contribui¢do do estresse oxidativo e ainda, eventos
subsequentes como a desgranulagio de enzimas proteoliticas ou a liberagdo de contetido nuclear
(NETs) para o meio extracelular, lesionando a cartilagem local e tecidos adjacentes, e
contribuindo para o recrutamento e ativag@o de outras células, bem como para a formagéo de
auto-anticorpos e a perpetuag@o da doenga (Kobayashi e Deleo,2009; Boer et al.,2010; Amulic
et al., 2012; Nemeth e Mocsai, 2012; Kolaczkowska e Kubes, 2013; Pruchniak et al., 2013;
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Bardoel ef al., 2014; Kovacs et al., 2014; Mayadas et al., 2014; Paiva e Bozza, 2014; Wright e?
al.,2014).

Neutrofilos de sangue periférico de pacientes com AR, com estagio de doenga ativa,
também sdo mais polarizados, produzindo elevados niveis de ERO, desgranulando com
facilidade e respondendo mais facilmente a IC, em comparagio a neutr6filos de individuos
saudaveis (Fairhurst et al., 2007; Wright et al., 2010; Kundu et al., 2012). Pacientes com AR
ativa, submetidos a monoterapia de metotrexato (MTX), possuem neutréfilos periféricos com
aumentos do “burst” oxidativo e da expressdo de receptores Fcy e CR, além da presenga de
fatores quimiotédticos no soro e aumento simultdneo da migrag@o para a sindvia inflamada
(Cascao et al., 2009; Cascao et al., 2010; Paoliello-Paschoalato et al., 2011).

O tratamento medicamentoso atual da AR é baseado no uso de drogas anti-inflamatorias
ndo esteroidais (NSAIDs, da sigla em inglés), corticosteroides, drogas anti-reuméaticas como o
metotrexato (MTX) que sdo capazes de modificar o curso da doenga (DMARDs, da sigla em
inglés) e que devem ser indicadas nos trés a seis primeiros meses, para todo paciente com
diagnostico estabelecido de AR. E por ultimo, os agentes bioldgicos antagonistas anti-TNF e
anti-IL-6 (O'shea et al.,2013; Pomirleanu et al., 2013; Shaffu et al., 2013). Essas drogas podem
oferecer ao paciente o alivio dos sintomas, a prevencéo da progressdo das lesdes e a melhora da
funcdo das articulagdes pelo bloqueio da ag@o ou produgio de citocinas pré-inflamatoérias e
inducdo de apoptose de linfocitos T (Kundu et al., 2011; Selmi et al., 2014; Wang e Arase,
2014). Contudo, a terapéutica atual ndo reduz a migracéo e a ativa¢do exacerbada de neutrofilos,
e ainda possuem varios efeitos adversos aos pacientes, levando a n#o aderéncia e
descontinuidade do tratamento (Paoliello-Paschoalato et al., 2015).

Como o arsenal citotdxico liberado pelos neutrofilos néo séo especificos, a estratégia de
modulagio da produgdo de ERO, liberagédo de granulos e de NETs por essas células, sdo um
alvo terapéutico para a diminui¢@o da resposta inflamatdria e lesdo tecidual encontrada na artrite
(Liao et al., 2015). Dessa forma, (Hagfors et al., 2003), o emprego de substincias capazes de
modular essas fungdes efetoras dos neutrofilos € visto como adjuvante terapéutico (Kirchner et
al., 2012; Mohammed et al., 2013; Vorobjeva e Pinegin, 2016). Considerando este aspecto,
novas terapias para AR tém sido buscadas, havendo um grande interesse farmacéutico em
principios ativos de origem vegetal como terapia complementar ou adjuvante ao tratamento

convencional, a fim de reduzir as dosagens utilizadas por esses medicamentos e sobretudo
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prevenir os danos aos tecidos adjacentes pelo acimulo de IC e resposta inadequada dos

neutréfilos (Phillips et al., 2010; Paoliello-Paschoalato et al., 2015).

1.8. Derivados 3-fenilcumarinicos

Os derivados 3-fenilcumarinicos sdo um grupo de metabolitos secundérios, encontrados
em plantas e alguns microorganismos e sdo conhecidos também por aril-3-cumarinas ou 3-
arilcumarinas, possuem o nucleo basico das cumarinas, porém, sdo classificados como uma

subclasse de isoflavonodides (Zuanazzi e Montanha, 2004) (Figura 1.1.).

\ cn

Figura 1.1. Nucleo fundamental dos derivados 3-fenilcumarinicos (Zuanazzi; Montanha, 2004).

Esses compostos possuem diversas atividades bioldgicas como antioxidante (Roussaki
et al., 2010), inibindo o metabolismo oxidativo de neutréfilos (Kabeya et al., 2006; Kabeya et
al., 2008), antidepressiva (Sashidhara et al., 2011; Patil et al., 2013; Sashidhara et al, 2014),
anticoagulante (Tunali et al., 2004), antiagregante plaquetdria (Tawata et al., 1990),
antibacteriana (Nkengfack et al, 2000), inibidora da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de Trypanosoma cruzi (De Marchi et al., 2004), inibidora da replicagdo viral
(Olmedo et al., 2012), inibidora de esterdide-sulfatases (Demkowicz et al., 2016), inibidora da
enzima monoamina oxidase B (Matos et al., 2011; Ferino et al., 2013; Patil et al., 2013),
inibidora da enzima lipoxigenase (Roussaki ef al., 2010), inibidora da fosforilagdo da enzima
PKC (Drabikova et al., 2013), inibidora da desgranulagdo de mastocitos (Santos ef al., 2013) e
forte atividade “scavenger” de radicais de oxigénio (Roussaki et al., 2010; Svinyarov e

Bogdanov, 2014).
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Andrade e colaboradores (2013) avaliaram o efeito antioxidante de uma série de
derivados 3-fenilcumarinicos no metabolismo oxidativo de neutréfilos humanos estimulados
com imunocomplexos. Dentre o conjunto de substincias, o derivado 3-fenilcumarinico 6,7-
diidroxi-3-[3",4 -metilenodioxifenil]-cumarina, denominado de C13, foi o mais efetivo em
inibir a quimioluminescéncia em virtude de sua capacidade de atuar como “scavenger” de
radicais de oxigénio. Dando continuidade a esses estudos, Andrade M. F.; 2016, avaliou a
atividade in vitro da C13 em diversas fungées efetoras de neutréfilos de individuos saudaveis,
observando que a mesma, além de possuir atividade “scavenger” de ERO, atua na modulagéo
negativa do metabolismo oxidativo também por interagir com o sitio ativo da MPO. Além disso,
ela interfere na desgranulagdo da elastase e no processo de formagéo e liberagdo de NETs de

neutréfilos periféricos de individuos saudaveis.

1.9. Incorporaciao de compostos fendlicos em lipossomas

Os compostos fendlicos tém apresentado vérias atividades interessantes para serem
aplicados no tratamento de doengas, onde ha a participagdo efetiva dos neutréfilos (Pietta,
2000). No entanto, esses compostos apresentam baixa solubilidade em 4gua, como também
podem sofrer metabolizagéo e, portanto, podem néo promover seu efeito quando utilizados in
vivo. A fim de evitar esses problemas, essas substancias podem ser incorporadas em vesiculas
carreadoras capazes de entregé-las mais facilmente no alvo de interesse. Existem diversas
estruturas, de forma e composigéo diferentes, que promovem tais beneficios e que t€ém sido
utilizadas na incorporagdo de farmacos convencionais para o tratamento de varias doengas,
especialmente o cancer (Ajazuddin e Saraf, 2010; Allen e Cullis, 2013).

Os lipossomas formam um grupo desses carreadores, pois s@o construidos com base em
produtos biocompativeis, que ndo apresentam toxicidade para as células (Gharib ef al., 2015).
Existem diversos tipos de lipossomas que podem variar de acordo com o tamanho e o numero
de camadas de membrana lipidicas (Akbarzadeh et al., 2013; Pattni ef al., 2015). O uso desses
carreadores possuem vantagens como, alta biocompatibilidade (pois sdo veiculos
biodegradaveis e ndo toéxicos), facilidade de preparo, versatilidade quimica (permitindo o
carreamento de compostos hidrofilicos, anfifilicos e lipofilicos), aumento da solubilidade e
biodisponibilidade da droga, protegéo contra toxicidade (pois reduz a exposi¢do do farmaco aos

demais tecidos), aumento da atividade farmacoldgica (por direcionar o tempo de permanéncia
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do farmaco no local de lesdo), além de promover a estabilidade fisico-quimica da substincia
incorporada (Edwards et al., 2007; Ajazuddin e Saraf, 2010; Kapoor et al., 2014).

A incorporagdo de superdxido dismutase (SOD), principalmente, mas também de outras
substancias, em lipossomas de variadas composigdes tem sido investigada por diversos grupos,
em diferentes modelos animais, na tentativa de atenuar ou eliminar os efeitos em diferentes
doencas inflamatorias, inclusive a AR. Os resultados t€ém se mostrado positivos tanto na
diminui¢éo do niimero de leucocitos infiltrados, como na diminuig&o de citocinas inflamatdrias,
na protegdo da articulagdo ou inibindo o desenvolvimento de artrites induzidas em animais
(Corvo et al., 2002; Kim et al., 2002; Simoes et al., 2005).

Em relagéo ao tratamento da artrite, estudos mostraram que, em virtude de seu tamanho
e composi¢do quimica, os lipossomas t€ém se mostrado muito eficazes para reter o firmaco no
interior da cavidade sinovial, podendo aumentar seu tempo de permanéncia na sinévia em mais
de 40 horas (Edwards et al.,2007; Kapoor et al., 2014).

Considerando os efeitos biologicos que o derivado 3-fenilcumarinico (C13) possui sobre
fungdes efetoras dos neutréfilos e que essas células participam da patologia de doengas
autoimunes, que envolvem a deposi¢do de imunocomplexos, pesquisas utilizando essa
substancia sdo interessantes e necessarias. Nesse sentido, estudos in vitro, a fim de verificar os
efeitos da C13 nas fungdes efetoras de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com artrite
reumatoide, auxiliardo no entendimento dos mecanismos de agéo dessa substincia, permitindo
que a mesma possa servir de protdtipo para o desenvolvimento de novos farmacos com aplicacéo

terapéutica nessas doengas.
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1. OBJETIVOS



O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro os efeitos antioxidante e anti-inflamatdrio
do Derivado 3-fenilcumarinico 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-cumarina (C13), na
forma livre e/ou incorporada em lipossomas, sobre as fung¢des efetoras de neutrofilos de sangue

periférico de pacientes com Artrite Reumatoide (AR), estimulados via receptores FcyR e/ou CR.

Para atingir este objetivo, foi desenvolvida a seguinte abordagem experimental:

* Obtengéo, purificagdo e caracteriza¢do da IgG anti-OVA;

* Incorporagdo do derivado 3-fenilcumarinico em sistemas carreadores tipo lipossomas e

caracterizagdo fisico-quimica das vesiculas formadas;

e Avaliagdo in vitro do efeito do derivado 3-fenilcumarinico, na forma livre e/ou
incorporada em lipossomas, no metabolismo oxidativo de neutréfilos de sangue
periférico de pacientes com AR ativa ou inativa estimulados via receptores FcyR ou FcyR

+CR, por meio dos ensaios de quimioluminescéncia dependente de luminol;

* Avaliagdo in vitro do efeito do derivado 3-fenilcumarinico, na forma livre, sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase de neutrofilos de sangue periférico de pacientes
com AR ativa ou inativa estimulados via CR, por meio da mensuragdo da oxidagéo do

TMB;

* Avalia¢8io in vitro do efeito do derivado 3-fenilcumarinico, na forma livre e/ou
incorporada em lipossomas, sobre a desgranula¢do de neutrofilos de sangue periférico
de pacientes com AR ativa ou inativa estimulados com Imunocomplexos Imobilizados

(iIC), por meio da mensuragdo da atividade da enzima elastase;

» Avaliagdo in vitro do efeito do derivado 3-fenilcumarinico, na forma livre, sobre a
formagcdo e liberagdo das Redes extracelulares (NETs, da sigla em inglés) de neutréfilos,
de sangue periférico de pacientes com AR ativa ou inativa, estimulados com ilC, por

meio de Microscopia de Fluorescéncia e Picogreen®;

* Investigagdo do efeito do derivado 3-fenilcumarinico na viabilidade celular de
neutrofilos de sangue periférico de pacientes com AR ativa ou inativa, mantidos em
cultura, por meio: da andlise de exclus@o ao corante Azul de Tripan, da liberagdo da

enzima lactato desidrogenase (LDH), do indice de apoptose (Anexina-V) e necrose
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(Iodeto de propidio), da fragmentacdo do DNA (Hipodiploidia) e da expressdo de

receptores relacionados a ativagéo celular (CD64 e CD62L).
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III. CASUISTICA E METODOS



3.1. Sujeitos da Pesquisa

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizado sangue periférico de pacientes do sexo
feminino com artrite reumatoide, diagnosticados conforme os critérios do Colégio Americano
de Reumatologia (Arnett et al., 1988), provenientes do Ambulatério de Doengas Reumaticas do
Centro de Reabilitagdo (CER) do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRP-USP). Foram avaliadas
um total de 84 pacientes do sexo feminino, faixa etéria entre 33 e 82 anos, em tratamento com
metotrexato (10 — 20mg/ semana) e prednisolona (5 — 20mg/dia), classificadas em AR ativa ou
AR inativa através do célculo de indice de atividade da doenga (DAS-28), baseado na escala:
0,0 — 3,2 (baixa a moderada atividade, AR inativa); 3,3 — 10,0 (alta atividade, AR ativa). Foram
também 32 mulheres saudaveis, recrutadas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP-USP), comparadas as pacientes em termos de sexo, idade, perfil imunogénico e
sem uso de medicamentos.

Para cada experimento foi utilizado um N amostral obtido por célculos estatisticos e
adequado em estudos sobre fisiopatologia de doeng¢as por imunocomplexos como a artrite
reumatoide e o Lupus Eritematoso Sistémico (Marzocchi-Machado ez al., 2002; Russo-

Carbolante et al., 2005; Alves et al., 2008) realizado em nosso grupo de pesquisa.

3.2. Obtenc¢édo de material biolégico
Amostras de sangue foram obtidas por pun¢do venosa na regido da fossa cubital por
profissional capacitado, utilizando sistema a vacuo estéril e descartavel, sem anticoagulante.

Foram colhidos 25 ml de sangue de cada individuo para a realizac¢@o deste estudo.

3.3. Aspectos éticos

Para o desenvolvimento deste trabalho, as pacientes foram conscientizadas dos objetivos
do trabalho e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da coleta
do material bioldgico. A realizagdo desse procedimento seguiu as recomendacdes da resolucdo
466/12 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — HC-FMRP-USP (Protocolo de pesquisa CEP/HCRP n° 15038/2015 com data
11/12/2015, anexo 1). A Faculdade de Ciéncias farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP), como
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instituicdo coparticipante, esteve ciente do recrutamento de voluntarias saudaveis para
participag@o na pesquisa, € as mesmas foram conscientizadas dos objetivos do trabalho e
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da colheita de sangue

(Institui¢@o proponente FCFRP, 24/03/16, anexo 2).

3.4. Obtencdo do soro humano normal (SHN) e soro humano de artrite (SHAr)

O sangue colhido foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 1 hora, para
retragdo do codgulo formado, e posteriormente centrifugado (Eppendorf 5810 R, Hamburg,
Alemanha) a 805 x g por 10 minutos, 20°C. O soro obtido foi armazenado & -80 °C para

utilizag&o na opsonizagéo dos estimulos.

3.5. Obtencao de leocdcitos polimorfonucleares humanos - Neutroéfilos

Os neutréfilos foram purificados a partir do sangue periférico de individuos saudaveis e
pacientes com AR e misturado com volume igual de anticoagulante (Alséver pH 6,1). O método
de separag@o dos neutrdfilos utilizado foi o da gelatina, descrito por (Henson, 1971), modificado
por (Lucisano e Mantovani, 1984). O sangue contido no tubo com anticoagulante foi
centrifugado (1258g, 10 minutos, 25 °C, sem acelerag@o e sem desaceleracdo) e o plasma e a
camada de células mononucleares foram removidos. O sedimento foi suspenso em uma solugéo
de gelatina a 2,5% em NaCl 0,15 mol/L, e incubado em banho-maria a 37 °C por 15 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante contendo neutréfilos foi diluido em igual volume de NaCl 0,15
mol/L e centrifugado (974g, por 10 minutos, 25 °C, 5 de aceleragéo, 5 de desacelaracdo). As
hemacias remanescentes foram lisadas com NH4Cl 0,83% (pH 7,2) incubadas a 37 °C por 5
minutos. As células foram centrifugadas e o sedimento lavado com NaCl 0,15 mol/L,
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des anteriores, e em seguida suspensas em solugéo
de Hanks (pH 7,2) contendo 0,1% de gelatina, nas concentragdes requeridas para cada
experimento, € mantidos em banho de gelo até¢ o0 momento do uso.

A contagem das células foi realizada em cdmara de Neubauer com liquido de Turk na
diluicdo de 1:100, e a viabilidade foi analisada por meio da exclusdo do corante azul de Tripan.
As preparagGes de neutrofilos obtidas por este método de purificagdo apresentaram cerca de
80% de pureza e 97% de viabilidade, mostrado anteriormente por (Paoliello-Paschoalato ez al.,

2014).
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3.6. Obtencdo, purificacio e caracterizacio dos anticorpos
3.6.1. Obtencdo do soro imune rico em IgG anti-OVA

Para a obtengfo dos anticorpos foram utilizados quatro coelhos da espécie Nova
Zelandia, fémeas, jovens e de aproximadamente 2,5 kg, provenientes do Biotério Central do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Os procedimentos experimentais
realizados nesses animais seguiram os principios éticos do Conselho Nacional de Controle da
Experimenta¢&o Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissé&o de ética no Uso de Animais
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade S&o Paulo (CEUA
FCFRP) na data de 12/04/2016, (protocolo de pesquisa n® 15.1.1163.60.0, anexo 3).

As coelhas foram imunizadas com solugéo de antigeno (albumina de ovo de galinha —
OVA, Sigma, St. Louis, Estados Unidos da América) preparada a 5 mg/mL em NaCl a 0,15
mol/L, e emulsionada em adjuvante completo de Freud (1:2). A emuls&o foi administrada por
via subcutdnea no dorso do animal, sendo que cada animal recebeu quatro inje¢des de 0,5 mL,
totalizando 5 mg de OV A por animal. Apos 30 dias, os mesmos foram anestesiados com xilazina
(5 mg/kg) e ketamina (35 mg/kg) para colheita do sangue por pungdo cardiaca, sendo os animais
eutanasiados em cdmara de CO; imediatamente ap6s o término do procedimento.

O sangue ficou em repouso por 1 hora em temperatura ambiente (25°C) para retragio e
desprendimento do coagulo. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado (755g
por 15 minutos a 4°C). O soro obtido foi mantido em banho-maria (30 minutos, 56°C), para
inativagdo dos componentes do sistema complemento. Apds o resfriamento, o soro dos

diferentes animais foi reunido em um “pool” e armazenado em freezer a -20°C.

3.6.2. Purificacio do soro imune rico em IgG anti-OVA

A IgG total foi purificada a partir do soro imune, utilizando a metodologia descrita por
(Fahey et al., 1964), modificada por (Lucisano e Mantovani, 1984). Inicialmente, a fragéo
proteica contendo IgG foi precipitada pela adi¢do de solugdo saturada de (NH4)2SO4 ao soro
imune total, em quantidade suficiente para que a mistura atingisse 40% de saturagdo. A mistura
permaneceu em repouso por 24 horas a 4°C, e depois foi centrifugada (1800g, 15 minutos,
25°C). O precipitado foi lavado com solugfo de sulfato de amonio (NH4)2SO4 a 40% (m/v),

centrifugado novamente nas mesmas condi¢des anteriores, dissolvidlo em PBS pH 74 e
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dialisado contra solugdo tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) a 4°C por 48 h, sendo realizado
trocas do tampéo a cada 12 horas.

Apbs essa etapa, empregou-se a técnica de cromatografia de troca idnica para purificar
a IgG contida na amostra dialisada. Para isso, foi utilizada a resina dietilaminoetil (DEAE)-
celulose como fase estacionaria e solugdo tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) como fase mével.
O efluente da coluna foi recolhido e a elui¢@o das fragdes foi monitorada através da leitura de
absorvancia em 280 nm, em espectrofotdometro (modelo U2910, Hitachi Instruments, Téquio,
Japao). Quando o pico I, que contém a IgG total, foi eluido, a fase mdvel foi acrescida de solugéo
tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) suplementada com 1 mol/L de NaCl para eluir as demais
proteinas presentes na amostra, formando o pico II. As fra¢des cromatograficas correspondentes
ao primeiro pico de proteinas foram reunidas e concentradas por filtragdo em sistema Amicon®,
utilizando membrana de celulose com limite de exclusdo de 100 kDa. Enquanto que as proteinas
correspondentes ao pico II foram descartadas. Por ultimo a amostra concentrada foi dialisada

contra PBS pH 7,4 por 24 horas a 4 °C e armazenadas a -20°C até o uso.

3.6.3. Caracterizacio da preparacio de IgG total rica em IgG anti-OVA

Para analisar se a preparag@o de IgG estava pura, foi utilizada a técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS) (Laemmli, 1970). Para isso, um
gel de empilhamento a 4% e um gel de corrida a 10%, preparados em tamp&o Tris-HCI 0,5 mol/l
pH 6,8 e Tris-HCI 1,5 mol/l pH 8,8, respectivamente, foi montado no suporte de eletroforese.
Na sequéncia foram adicionados a solugdo de acrilamida a 30% (m/v) e o catalisador
tetrametilenodiamino (TEMED) a 10% (m/v), foram utilizados.

As amostras de IgG e os padrdes de proteina de alta densidade foram diluidos (na
proporg¢do 1:10 e 1:2, respectivamente), em uma mistura constituida de tamp&o Tris 0,06 mol/L
pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20% e azul de bromofenol. A analise eletroforética foi realizada em
temperatura ambiente (25°C) sob corrente elétrica continua de 10 mA, utilizando-se o tamp&o
Tris-glicina pH 8,3 como fase movel. O tempo de analise foi determinado acompanhando-se a
migracdo do corante azul de bromofenol.

A massa molecular das amostras de IgG foram calculadas conforme sugerido por
Johnstone e Thorpe (1987), através da curva de regress@o linear do logaritmo da massa

molecular em fungdo do fator de retencdo (Rr) de cada proteina do padréo de massa molecular.
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3.6.4. Determinaciio do ponto de equivaléncia da reacio antigeno-anticorpo

No intuito de avaliar a habilidade da IgG em reagir com o antigeno, bem como as
quantidades relativas de IgG e OV A necessarias para formagdo de imunocomplexo, foi realizada
uma imunodifusdo radial dupla de acordo com o método (Ouchterlony, 1958). Para isso, uma
camada de agar fundido (preparado a 1,3% em PBS pH 7,4) sobre uma ldmina de vidro foi
depositada e, apos solidifica¢do, pogos nos quais foram adicionadas amostras de OVA (1 mg/ml)
e de IgG, diluidas de forma seriada foram perfurados. Apds 48 h em temperatura ambiente
(25°C), o gel foi lavado, seco em estufa a 37°C e corado com Coomassie Brilhant Blue “G”.
Apo6s lavagem com solucdo descolorante (metanol: 4cido acético: agua 10:15:75), foi possivel
analisar, de modo qualitativo, a zona de equivaléncia da rea¢do antigeno-anticorpo em questo.

A andlise desta ldmina mostrou a provavel proporc¢éo de antigeno e anticorpo do ponto
de equivaléncia. A partir dai, foi construida a curva de precipitagdo para determinag&o
quantitativa do ponto de equivaléncia. Para isso, aliquotas do anticorpo foram diluidas 1:2 em
PBS e a solugdo do antigeno (OVA, 1 mg/mL) foi diluida em PBS nas seguintes proporgdes:
s/d, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16. Em seguida, volumes iguais de antigeno e anticorpo foram misturados,
e a reagdo foi incubada (1 hora, 37°C) e depois mantida em refrigeragéo-(12 horas, 4°C) para
formagdo dos IC.

As suspensdes formadas foram centrifugadas (7200g, 15 minutos, 25°C), lavadas por
duas vezes e suspensas em NaCl 0,15 mol/L. Em seguida, o precipitado foi dissolvido em NaOH
0,1 mol/L e diluida em NaCl 0,15 mol/L, para leitura de absorvéancia em espectrofotdmetro, no

comprimento de onda de 280 nm.

3.7. Preparacio dos estimulos
3.7.1. Preparag¢ao de Imunocomplexos (IC)

Para avalia¢do das fungdes efetoras dos neutrdfilos, foram preparados imunocomplexos
(IC) precipitados e imobilizados formados de IgG anti OVA e o antigeno OVA. Foram
preparados também IC precipitados formados de IgG-OVA opsonizados com proteinas do
sistema complemento presentes no soro das mulheres saudaveis ou das pacientes com AR,

denominados IgG-OVA/SHN e IgG-OVA/SHAr.

3.7.2. Preparac¢io de Imunocomplexos precipitados
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Os IC foram preparados adicionando-se o antigeno (OVA) sobre o anticorpo (IgG) nas
proporgdes estabelecidas pelo ponto de equivaléncia. A mistura antigeno-anticorpo foi incubada
por 1 hora a 37°C. O IC precipitado foi armazenado overnight, a 4°C, formando uma malha IC
precipitado. O precipitado foi centrifugado a 12000g por 10 minutos a 4°C, lavado por 2 vezes
com PBS pH 7,4 gelado e suspenso em 1 mL de PBS pH 7,4. Aliquotas de 50 pL da suspensédo
foi misturada com igual volume de NaOH 0,1 mol/L e o volume completado para 1 ml com

PBS, para quantificagdo de proteinas através da leitura de absorbdncia em 280nm.

3.7.3. Preparac¢iao de Imunocomplexos Imobilizados (iIC)

IC imobilizados (iIC) foram preparados conforme metodologia de (Jakus et al., 2009).
O método seguiu a proporcdo antigeno e anticorpos estabelecida na zona de equivaléncia
(antigeno 1:2 e anticorpo 1:2 ). Para isso, uma solug@o de 1 mg/ mL de Ovoalbumina (OVA)
diluida 1:2 em tampZo carbonato/bicarbonato (0,5 mol/L, pH 9,6), foi adicionada aos pogos. A
placa foi mantida por 16 horas na geladeira. Na sequéncia, os pogos foram lavados trés vezes
com PBS, pH7.,4 contendo Tween 20 a 0,05% (PBST), bloqueados para ligagdo inespecifica
com uma solugéo de PBS com 2% de albumina de soro bevino (BSA, da sigla em inglés) por 1
hora.

Para formar os IC, foi adicionado IgG anti-OVA (1:2 em PBS) aos pogos e mantido por
90 minutos. Apds esse periodo os pogos foram lavados trés vezes com PBST e a placa foi
armazenada na geladeira até o momento do uso. As placas utilizadas foram: de 96 pogos proprias
para leitura de quimiluminescéncia e placas de 96 pogos (Immulon 2HB®) préprias para leitura

em espectrofotometria.

3.7.4. Opsonizacio de Imunocomplexos precipitados

Os IC preparados IC-IgG-OVA foram centrifugados a 12000g por 10 minutos a 4 °C. O
sedimento foi suspenso em SHN ou SHAr, previamente diluido 1:2 em CFD (Tampéo Diluente
para Fixagdo de Complemento) descrito por Weir (1986), na propor¢do de 1pL de soro para
cada 1pg de IC. Apoés 30 minutos de incubagdo em banho-maria a 37 °C, as amostras foram
centrifugadas nas mesmas condigées, o sedimento foi suspenso em PBS na concentragdo de

lpg/pL e mantidos em banho de gelo até o momento do uso. Os ICs opsonizados foram
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denominados IgG-OVA/SHN e IgG-OVA/SHAr sendo utilizados como agonistas dos
receptores FcyR e CR.

3.7.5. Preparacio Zimosan opsonizado (ZIops)

Zimosan (ZI) € uma preparagdo insoluvel em meio aquoso, formada de residuos de
polissacarideos da parede celular de levedura que, em contato com o soro, ativa o sistema
complemento, produzindo particulas revestidas (opsonizadas). Nesta forma, estas particulas sdo
reconhecidas por receptores presentes na membrana dos neutrofilos, facilitando o processo de
fagocitose (Woeber e Ingbar, 1973). Uma suspensdo de ZI (3 mg/mL) em solugéo fisioldgica
(NaCl 0,9%) foi mantida em banho fervente (100 °C) durante 30 minutos, sendo depois
centrifugada a 270g por 5 minutos. Para cada mg de ZI adicionou-se 0,1 mL de Soro Humano
Normal (SHN) diluido 1:2 em CFD (Tampéo Diluente para Fixa¢do de Complemento). Apo6s
incuba¢do em banho-maria a 37°C durante 30 minutos obteve-se o zimosan opsonizado (ZIops).
A suspensdo foi centrifugada a 480 g por 5 minutos e o sedimento formado foi lavado com
solugdo fisioldgica nas mesmas condigdes. A concentracdo da suspensdo de Zlops foi ajustada,

de acordo com o ensaio requerido com solu¢do de Hanks-Taurina (SmM).

3.8. Sintese do derivado 3-fenilcumarinico utilizado no estudo

O derivado 3-fenilcumarinico 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-cumarina (C13)
(Figura 3.1.) foi sintetizado com a colaborag@o dos grupos de pesquisa da Profa. Dra. Monica
Tallarico Pupo e do Prof. Dr. Flavio da Silva Emery, do Laboratério de Quimica Farmacéutica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FCFRP-USP). A substancia foi sintetizada através da reacdo de Perkin-Oglialoro, onde
derivados do 4acido fenilacético (Aldrich) reagem com derivados do salicilaldeido (Aldrich),
ambos apropriadamente substituidos, em meio contendo anidrido acético e acetato de potassio
(De Marchi et al., 2004; Kabeya et al., 2007; Matos et al., 2011). O derivado 3-fenilcumarinico
foi purificado por recristalizagdo, avaliado quanto & pureza por cromatografia em camada
delgada e caracterizado pela determinagédo do ponto de fusdo. A amostra apresentou um grau de
pureza adequado (99%) para ser utilizada nos ensaios subsequentes. A estrutura quimica foi
elucidada por meio de ressonédncia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono, bem como

por espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagdo por electrospray.
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Figura 3.1. Estrutura quimica de 6,7-diidroxi-3-[3°,4’-metilenodioxifenil]-cumarina (C13).

3.9. Preparo de lipossomas e caracterizacio fisico-quimica dos LUV

Neste estudo, vesiculas lipossomais unilamelares (LUV, da sigla em inglés) foram
empregadas utilizando o método descrito por (Batzri e Korin, 1975), modificado por (Oliveira
et al., 2005), por possuir algumas vantagens uma vez que é muito simples, de baixo custo e
produz preparag¢des lipossomais razoavelmente homogéneas, como revelado pelas técnicas de
determinagdo de tamanho. Além disto, pode ser aplicado para produgéo de vesiculas em larga
escala. Tal ferramenta, constituiu-se em uma injeg&o controlada (1-3pL/s) de uma solucéo
etanolica de lipideos contendo fosfatidilcolina hidrogenada de soja e colesterol na proporgéo de
massa de 5:1 (PC:CHOL) usando uma seringa de 1 mL de insulina em excesso de solugéo
aquosa de NaCl a 0,9% sob agitagéo e a temperatura de 55 a 59°C, acima da temperatura de
transi¢do de fase do fosfolipideo empregado. Os lipossomas livres obtidos foram purificados
por ultracentrifugag@o a 40.000g por 2h a 4°C, e a C13 nfo encapsulada foi removida.

A caracterizag@o fisico-quimica dos nanocarreadores, foi realizada pelo método de
espectroscopia de correlagdo de fotons. Na proporgdo dos lipossomas 1:10 foi determinado o
tamanho da particula, o indice de polidispersdo (PdI) e o potencial zeta través de medidas de
espalhamento de luz em Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, UK).

Para determinagéo da eficiéncia de incorporagdo da substéncia em estudo, foi obtido o
espectro de varredura no UV-visivel no comprimento de onda de 375 nm da mesma em etanol.
Apoés o preparo, os LUV foram rompidos com alcool etilico absoluto na proporgéo 1:4 e a
concentracdo da C13 encapsulada foi determinada com base na medida da absorbancia em
espectrofotdmetro UV-Visivel no comprimento de onda especifico determinado paraa C13 (375

nm).
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3.10. Avaliac¢ido do efeito do derivado 3-fenilcumarinico sobre o metabolismo oxidativo de
neutréfilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados via
receptores FcyR ou FeyR+CR

O metabolismo oxidativo de neutrdfilos de mulheres saudaveis e de pacientes com AR,
estimulados por IC precipitados formados de IgG-OVA, IgG-OVA/SHN ou IgG-OVA/SHAr e
IC imobilizado formado de IgG-OVA, foi avaliado através da medida da produgfo total de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) por QL dependente de luminol (QLIum), conforme
metodologia adaptada de LUCISANO-VALIM et al. (2002).

Em placas de 96 pogos, foram adicionados os neutréfilos (1 x 10°mL), o derivado 3-
fenilcumarinicos nas formas, livre ou incorporada em lipossomas, na concentragdo de Clso
(concentragdo da amostra capaz de inibir 50% da QL), descrita por Andrade et al. (2013), ou o
controle solvente (DMSO; 0,15%), e a sonda quimioluminescente luminol (100 pmol/L). Apos
incubagdo por 3 minutos a 37°C, foi adicionado os diferentes IC precipitados [IgG-OVA ou
IgG-OVA/SHN ou IgG-OVA/SHAr (60 pg/mL)] a cada pogo para estimular as células ou Hanks
com gelatina 0,1% (controle sem estimulo - espontdneo) e, imediatamente, foi medida a QL em
c. p. m. (f6tons contado por minuto), durante 15 minutos a 37°C em lumindmetro de microplacas
(Centro LB 960-Berthold Technologies). Nos ensaios, onde os neutrdfilos foram estimulados
por IC imobilizado em placa, o experimento difere no tempo de medida da QL, que foi de 30
minutos. Os IC preparados formados de [gG-OVA, IgG-OVA/SHN ou IgG-OVA/SHAr e IgG-
OVA imobilizado foram preparadas conforme os itens 3.7.2, 3.7.4 e 3.7.3 respectivamente.

O método utilizado, de quimioluminescéncia amplificada pelo luminol (QLlum), baseia-
se na oxidagdo do luminol pelas EROs produzidas pelos neutrdfilos estimulados. A sonda
oxidada gera um produto eletronicamente excitado que, ao retornar ao seu estado fundamental,
emite fotons de luz, denominada quimioluminescéncia (QL). A intensidade da QLIlum ¢
proporcional a quantidade de EROs produzida (Van e Castranova, 1987).

Através dos perfis cinéticos de QLIum em fung¢o do tempo foram calculados os valores
de area integrada de 0 a 15 ou de 0 a 30 minutos. Tais valores foram utilizados para determinar
a porcentagem de inibi¢do promovida pela concentra¢do da C13 em relagdo ao respectivo

controle, através da formula:
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% inibi¢cdo da QL =100 — Area integrada da C13 x 100
Area integrada do respectivo controle (DMSO 0,1%)

O efeito da C13 sobre o metabolismo oxidativo de neutrdfilos estimulados com IC
precipitado, foi avaliado em neutr6filos de sangue periférico de 19 pacientes AR ativa, 17
pacientes AR inativa e 30 individuos saudaveis. Ja quando as células foram estimuladas com IC
imobilizado, foram avaliados neutréfilos de sangue periférico de 9 pacientes AR ativa, 12

pacientes AR inativa e 10 individuos saudéveis controles, todos realizados em duplicatas.

3.11. Avaliacio do efeito do derivado 3-fenilcumarinico sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase de neutré6filos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide
estimulados via CR
A avaliagdo da atividade da MPO, foi realizada através da quantificagdo do
produto (HOCI) formado pela interag@o da mieloperoxidase com o seu substrato, o perdxido de
hidrogénio (H20,). Para isso em tubos de fundo redondo, neutréfilos (4x10° cel/mL) incubados
com Hank’s suplementado com taurina (5 mM), foram tratados com C13 na forma livre (20
uM). A reagéo foi iniciada com a adigéo do estimulo Zlops (3 mg/mL) em um volume final de
500 pL. . O estimulo utilizado formado de Zimosan opsonizado (Ziops) foi preparado conforme
o item 3.7.5. As amostras foram incubadas durante 30 min a 37°C e sob agitagdo leve,
posteriormente, foi adicionada catalase (2 mg/mL) para interromper a reagdo. Os tubos foram
centrifugados 1620g por 5 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram separados e mantidos em
banho de gelo. A quantificagdo da reagéo foi realizada adicionando-se em placa de 96 pogos o
sobrenadante da reagdo juntamente com a solugéo reveladora contendo TMB (20 mM) e, apos
5 minutos, foi realizada a leitura da absorvéancia em espectrofotométro em 630 nm (Epoch 2-
Biotek Instruments, Estados Unidos).
Com os valores de absorvancia (630 nm) referentes a oxidagdo do TMB de cada amostra
foram calculadas as porcentagens de inibi¢do em relagdo ao controle positivo (100% de

oxidac¢do do TMB). Os célculos foram realizados da seguinte forma:

% inibi¢do da oxida¢do TMB = 100 — Absorvéncia da amostra x 100

Absorvancia do controle negativo
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O efeito da C13 sobre a atividade da MPO, foi realizado com neutrofilos de sangue
periférico de 8 pacientes AR ativa, 8 pacientes AR inativa e 8 individuos saudaveis, realizados

em triplicata.

3.12. Avaliacio do efeito do derivado 3-fenilcumarinico sobre o processo de desgranulagio
de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados via
FCyR

Descrito por (Johansson et al., 2002) e modificado por (Kanashiro et al., 2004) este
ensaio avalia a atividade catalitica da enzima elastase utilizando o substrato incolor succinil-
Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) que na presen¢a desta enzima é degradado no produto
de coloragdo amarela, p-nitroanilina (p-NA), o qual passa a ser quantificado
espectrofotometricamente a 405 nm. Para isso, em tubos de fundo redondo, neutréfilos (4x106
mL) foram incubadas (37°C, 30 min) com C13 na forma livre (20 umol) ou encapsulada em
lipossomas (20 umol), controle solvente (DMSO 0,1%) ou solugdo de HBSS com gelatina a
0,1% (controle positivo). Posteriormente, as células incubadas com os referidos tratamentos,
foram transferidas para placas de 96 pogos que possuiam uma camada de imunocomplexos
imobilizados, formados de IgG-OVA, e incubadas (30 min a 37°C). Apds incubagéo a placa foi
centrifugada (700g, 10 minutos, 4°C), e o sobrenadante colhido. Ao sobrenadante foi adicionado
o substrato SAAVNA (1 mM). Foi realizado leitura espectrofotométrica em 405 nm (Epoch 2-
Biotek Instruments, Estados Unidos) apds 30 minutos para verificar a formagdo de p-NA
durante este periodo. O sistema foi mantido a 37°C. Como controle negativo, foi medida a
atividade da enzima liberada na auséncia de estimulo (apenas células e tamp&o). Para corrigir
possiveis interferéncias da substancia estudada nas leituras, foram feitos “brancos” contendo o
derivado 3-fenilcumarinico na concentragdo avaliada juntamente com os demais compostos da
reacdo exceto o substrato SAAVNA, o qual foi substituido pelo seu solvente (DMSO). Os
valores de absorvancia obtido nestes pogos foram subtraidos dos valores de absorvancia das
respectivas amostras. As placas com IC imobilizados foram preparadas conforme o item 3.7.3.
O efeito da C13 sobre a liberagdo da enzima elastase foi averiguado em neutrofilos de sangue
periférico de 09 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR inativa e 5 controles, realizados em

duplicatas.
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3.13. Avaliacao do efeito do derivado 3-fenilcumarinico sobre o processo de formacao de
Redes extracelulares de Neutroéfilos (NETs) de sangue periférico de pacientes com artrite
reumatoide estimulados via FCyR
3.13.1. Analise quantitativa da formacio e liberagao das NETs

O ensaio foi realizado de acordo com Behnen et al., 2014, com modifica¢des. Neutrofilos
(1x10%cel/mL) foram incubados com C13 na forma livre (20uM), DMSO (0,1% - controle
solvente), solugdo de HBSS ou DPI (1 pmol/L — controle negativo), (Palmer e al., 2012) em
tubos de fundo redondo, por 15 minutos, 37°C, sob agita¢do leve. Foi adicionado 1nM de TNF-
o humano (El-Benna et al., 2008) e incubados por mais 15 minutos. Apos essa etapa, as c€lulas
com os referidos tratamentos, foram transferidas para placa de 96 pogos (Immulon 2HB®), que
possuiam uma camada de imunocomplexos imobilizados, formados de IlgG-OVA, e mantidos a
37°C, sob agitagéo leve, por um periodo de 6 horas. Em um dos pogos, o estimulo utilizado foi
0 PMA 10”mol/L. Ao final do periodo de incubagdo, foi adicionado 0,5 U/mL de DNAse (10
minutos, 37°C) para clivar o DNA liberado. A seguir, adicionou-se 10 mmol/L de EDTA para
paralisar a atividade da enzima. As amostras foram centrifugadas (300 g, 25 °C por 5 minutos,
sem aceleragdo e sem desaceleragdo), o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para
posterior quantificagdo do DNA liberado. O DNA foi quantificado por meio de fluorescéncia
em fluorimetro de placa (Synergy 2-Biotek Instruments, Estados Unidos), com filtro de
excitagdo de 485 nm e de emissdo de 527 nm, utilizando-se o Kit Picogreen. As placas com IC
imobilizados foram preparadas conforme o item 3.7.3.

O efeito da C13 sobre a formacao e liberagdo de NETs foi realizado em neutréfilos de
sangue periférico de 10 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR inativa e 7 individuos saudaveis,

com medidas em em duplicata.

3.13.2. Analise qualitativa da formacio e liberag¢iao das NETs

Para realizacdo do ensaio, seguiu-se 0os mesmos passos descritos no item 3.12.1 até o
periodo de incubagdo de 6 horas. ApoOs essa etapa, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido, permeabilizadas com 0,05% de Triton X-100 por 10 minutos e realizado o
bloqueio com 3% de BSA por 20 minutos. Para a visualiza¢do das NET em microscopia de
fluorescéncia invertido, foi utilizado anticorpo primario especifico para a elastase humana (anti-

neutrophil elastase antibody ab21595 — Rabbit policlonal IgG). As células foram incubadas
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overnight com o referido anticorpo, lavada com PBS e incubadas com anticorpo secundario anti-
IgG (Donkey Anti-Rabbit IgG H&L - Alexa Fluor 488). As células foram incubadas também
com DAPI (4,6 diamino-2-fenilindol). As imagens foram obtidas por meio do Microscépio de
Fluorescéncia (Axiovert 40CFL Zeiss). Foram realizados dois experimentos para confirmago

do resultado utilizando neutréfilos de sangue periférico de pacientes com AR ativa.

3.14. Investigacio do efeito do derivado 3-fenilcumarinico nos processos de sobrevida de
neutroéfilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide mantidos em cultura
3.14.1. Analise do potencial toxico do derivado 3-fenilcumarinico pelo método de exclusiao
ao corante azul de Tripan

Descrito anteriormente por Andrade et al (2013), em ensaios de exclusdo ao corante azul
de Tripan e liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH), os derivados 3-fenilcumarinico
nas concentragdes de Clso (1 pmol/L) e méaxima concentragdo avaliada (20 pmol/L), ndo
interfere na viabilidade celular de neutrofilos de individuos saudaveis. Para confirmar esse dado
em células de pacientes, foi repetido o teste de viabilidade celular, conforme descrito em
(Lucisano-Valim et al., 2002). Dez experimentos (5 pacientes e 5 controles) independentes
foram realizados, com medidas em duplicata.

Em tubos de fundo redondo, os neutréfilos (1x10° cel/mL), foram incubados com C13
na forma livre nas concentrag¢des de estudo (1 e 20 pmol/L), Triton X-100 (0,2%; v/v), solvente
(DMSO; 0,1%; v/v) ou Hanks, sob condigdes de cultura em camera de CO2 (5%) 37°C. Apds o
periodo de incubag@o, as células foram centrifugadas (970g, 10 minutos, 4°C), possibilitando a
separag@o entre o sobrenadante e o sedimento de células.

O sedimento foi suspenso em Hank’s com gelatina 0,1% e uma aliquota dessa suspenséo
foi misturada com igual volume do corante azul de Tripan (0,1% em NaCl 0,15 mol/L), corando
células inviaveis. A porcentagem de células viaveis foi avaliada em cdmera de Neubauer a partir
da contagem de 200 células, em microscopio Optico (modelo BX51, Olympus, Téquio, Japdo)
(Freshney, R. 1., 1994). Os resultados foram obtidos utilizando-se neutrofilos de sangue
periférico de 4 pacientes AR ativa, 6 pacientes AR inativa e 18 individuos saudaveis, com
medidas em duplicata. O sobrenadante foi analisado quanto a presen¢a da enzima lactato

desidrogenase (LDH), descrito a seguir.

31



3.14.2. Analise do potencial téxico do derivado 3-fenilcumarinico pelo método de liberacao
da enzima lactato desidrogenase (LDH)

Sobrenadantes da cultura de neutréfilos, obtido conforme o item anterior, foram
analisados quanto a presencga da enzima lactato desidrogenase (LDH), pelo emprego do kit LDH
Liquiform (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil). Ao reagente de trabalho, que ¢
composto de piruvato, NADH e tampéo, foi adicionada uma aliquota do sobrenadante, e a
absorvancia foi mensurada em 340 nm durante 3 minutos a 37°C, em espectrofotdmetro (modelo
U2910, Hitachi Instruments, Toquio, Japdo) (Kabeya et al., 2002). A atividade enzimatica da
LDH foi calculada conforme instrugdes do fabricante do kit. Os resultados foram obtidos
utilizando-se neutréfilos de sangue periférico de 4 pacientes AR ativa, 6 pacientes AR inativa e

18 individuos saudaveis, com medidas em duplicata.

3.14.3. Analise do indice de apoptose e necrose, utilizando anexina V e iodeto de propideo
(PI) em citometria de fluxo

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, onde foram estabelecidas condi¢des de
cultura para neutr6filos humanos e analisadas o efeito modulador de compostos fenélicos sobre
a viabilidade dessas células, foi visto que até a méaxima concentragéo testada (20 pmol/L), a C13
ndo apresenta citotoxicidade para os neutréfilos de individuos saudéveis quando mantidos em
contato com a mesma por até 12 horas (Carvalho, C. A. 2015). Pensando numa possivel
aplicacgdo terapéutica dessa substancia em processos inflamatérios onde ha uma participagdo
efetiva dos neutrofilos, como na AR, foi avaliado a viabilidade dessas células frente ao derivado
3-fenilcumarinico por um periodo de tempo mais estendido.

Para isso, neutréfilos foram cultivados em contato com C13 por um periodo de 18 horas
e foram analisados o indice de apoptose e necrose. Este ensaio foi realizado de acordo com as
recomendacdes descritas por Kirchner et al, 2012. Em tubos de citometria neutrofilos (1x10°
cel/mL), foram tratados com o derivado 3-fenilcumarinico nas concentra¢des de 1 e 20 umol/L,
DMSO 0,1% (controle solvente) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina durante 18
horas. Para isso as células foram mantidas sob condi¢des de cultura em camara de CO2 (5%) a
37°C. Apds o periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas a 200g por 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 100 pl do reagente de incubagio,

contendo o tamp@o de ligacdo, a Anexina V-APC e o Iodeto de Propidio (PI), diluidos em &gua
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milli-Q. Apds essa etapa as amostras foram incubadas no escuro por 15 minutos, em temperatura
ambiente, e em seguida foi adicionado o tampao de ligagdo e feita imediatamente a aquisi¢ao
das amostras em citometro de fluxo (Citdmetro de Fluxo FACSCanto — Becton Dickinson, CA,
EUA). A analise foi realizada com base em 10.000 eventos.

A avaliag@o do indice de apoptose e necrose, foi realizada em neutréfilos de sangue
periférico de 10 pacientes AR ativa, 20 pacientes AR inativa e 20 individuos saudaveis, com

medidas em duplicata.

3.14.4. Analise da altera¢do do conteiido de DNA de neutrofilos por citometria de fluxo

A analise da alteragdo do contetido de DNA foi realizada conforme metodologia descrita
por (Nicoletti ef al., 1991). Em tubos de citometria, neutréfilos (1x10° cel/mL), foram tratados
ou ndo com o derivado 3-fenilcumarinico C13 nas concentragdes de 1 e 20 pmol/L, DMSO
0,1% (controle solvente) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina. As células foram
mantidas em cultura por 18h a 37°C em camera contendo 5% de CO2. Apds o periodo de
incubagdo, as células foram centrifugadas a 200g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 200 pl de tampdo Citrato, contento Triton X-100 0,1% e PI
50pg/ml. Apéds essa etapa as amostras foram incubadas no escuro overnight a 4°C. A aquisigéo
das amostras foi realizada em citometria de fluxo (FACS Canto - software DIVA - Becton
Dickinson, CA, EUA) e a analise foi realizada com base em 10.000 eventos. A avalia¢do da
alteracdo do contetido de DNA, foi realizada em neutrofilos de sangue periférico de 20 pacientes

AR ativa, 20 pacientes AR inativa e 20 controles, com medidas em duplicatas.

3.14.5. Analise da expressao de receptores de membrana CD62L e CD64, relacionados
com o nivel de ativaciio celular de neutrofilos

A expressdo dos receptores relacionados com o estagio de ativagdo dos neutrofilos foi
avaliado de acordo com (Nicoletti et al., 1991). Em tubos de citometria, neutrofilos, foram
tratados com o derivado 3- fenilcumarinico C13 nas concentragdes de 1 e 20 umol/L, DMSO
(0,1% - controle solvente ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina. As células foram
mantidas em cultura, pelos periodos de 0 e 18 horas (5% de CO2, 37°C). Apo0s o periodo de
incubagdo, as células foram marcadas com anticorpos IgG1-PE anti-CD62L (I1gG1lkapa), e anti-

CD64 (I1gGlkapa) ou isotipo controle (IgG1kapa) por 30 minutos, no escuro a 4°C. Em seguida
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foram centrifugadas a 200g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 500 pl de PBS gelado suplementado de 0,05% de SBF e centrifugadas nas mesmas
condi¢des. O sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com paraformaldeido 2%
e analisadas em citometro de fluxo (FACSCanto - software DIVA - Becton Dickinson, CA,
EUA) e a andlise foi realizada com base em 10.000 eventos. A avaliagdo da expressdo de
receptores, foi realizada em neutréfilos de sangue periférico de (CD64 tempo Oh: 6 pacientes
AR ativa, 9 pacientes AR inativa e 6 individuos saudaveis; CD64 18h: 6 pacientes AR ativa, 7
pacientes AR inativa e 5 individuos saudaveis; CD62L Oh: 6 pacientes AR ativa, 6 pacientes
AR inativa e 9 individuos saudaveis controles; CD62L 18h: 6 pacientes AR ativa, 7 pacientes

AR inativa e 5 individuos saudaveis, com medidas em duplicata.

3.15. Analise de dados

Os dados obtidos foram processados e analisados estatisticamente através do programa
GraphPad Prism verséo 7.0. Foram utilizadas a andlise de varidncia ANOVA two way seguida
do método de Tukey para multiplas comparagdes, para determinar as diferencas existentes entre

0s grupos experimentais, sendo estas consideradas significantes quando p <0,05.
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IV. RESULTADOS



PARTE I: Purificacio do soro imune rico em IgG anti-
OVA, Caracterizacdo da preparacio de IgG total rica em
IgG anti-OVA e Caracterizacio Fisico-quimica das
vesiculas lipossomais utilizadas no estudo
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4.1. Purificacio do soro imune rico em IgG anti-OVA e caracterizacio da preparacio de
IgG total rica em IgG anti-OVA
4.1.1. Purificaciio do soro imune rico em IgG anti-OVA

Os anticorpos foram obtidos por meio da imunizagdo de coelhos com OVA. A
purificagdo das fragdes globulinas do soro desses animais foi realizada em vérias etapas,
conforme descrito nos itens 3.6.1 € 3.6.2.

O perfil cromatografico do soro imune € mostrado na Figura 4.1, onde foram detectados,
por meio da leitura de absorvancia em 280 nm, dois grupos distintos de proteinas eluidas: o
primeiro grupo corresponde as fragGes de interesse (IgG) e o segundo grupo corresponde as
demais proteinas séricas presentes na amostra analisada. As fragdes cromatograficas de interesse
foram reunidas, concentradas e caracterizadas por meio das técnicas de eletroforese e

imunodifusdo radial dupla, cujos resultados sdo apresentados abaixo.
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Figura 4.1. Perfil cromatografico de soro imune rico em IgG anti-OVA, obtido em coluna de
DEAE-celulose. Utilizou-se como fase mével solugdo tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) para eluigéo
do grupo 1 (IgG total) representado pelo pico I, e tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) acrescido de 1
mol/L de NaCl para elui¢do do grupo 2 (demais proteinas séricas contidas na amostra) representados
pelo pico II. O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/min, e o volume de cada fragdo cromatografica foi de
5 mL, coletada em temperatura ambiente. Abreviaturas: DEAE: dietilaminoetil; IgG: Imunoglobulina
da classe G; OVA: Ovoalbumina.

4.1.2. Caracterizacio da preparacio de IgG total rica em IgG anti-OVA

Na Figura 4.2, pode ser analisada a significante homogeneidade na preparagédo da IgG,
visto que por meio da técnica de eletroforese foi encontrada uma banda tnica e fina no gel,
mostrando que as técnicas de purificagdo empregadas foram efetivas para a obtencdo de uma
preparacdo de IgG policlonal com elevado grau de pureza. Podemos observar a banda da

amostra da IgG préxima do padrdo de peso molecular de 150kDa.
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Figura 4.2. Analise eletroforética da fraciao IgG total do soro de coelhos imunizados com OVA em
gel de poliacrilamida com SDS. Os valores de massa molecular das solu¢des padrées estio indicados
na figura. Abreviatura: IgG: Imunoglobulina da classe G; MM: massa molecular; OVA: ovalbumina.

SDS: dodecil sulfato de sodio

Os valores de logaritmo da massa molecular das proteinas constituintes do padrdo de
massa molecular foram plotados em fungdo do seu fator de retengdo. Apos analise dos dados
por meio de regressdo linear foi obtida a equagdo da reta, a qual possibilitou o calculo da massa

molecular aparente da IgG purificada, que foi de 153 kDa (Figura 4.3.).

IgG (153 kDa)

Log MM. =- 1027 Rg+2,310
r’: 0,895

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05
Fator de Retengao

Figura 4.3. Curva de logaritmo da massa molecular (log MM) em fun¢io do fator de retencio (Rr)
das proteinas separadas por eletroforese. Por meio da equacio da reta de regressio linear foi possivel
determinar a Massa Molecular aparente da IgG purificada (153 kDa; circulo vermelho indicado pela
seta), purificada por cromatografia de troca idnica. Abreviatura: IgG: Imunoglobulina da classe G.
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4.1.3. Determinacio do ponto de equivaléncia da rea¢io antigeno-anticorpo

A habilidade da IgG de reagir com o antigeno (OVA) foi avaliada e percebe-se que a
propor¢do antigeno-anticorpo da zona de equivaléncia € anticorpo 1:2 e antigeno 1:2. Essa
proporgdo foi mostrada através da determinag@o quantitativa de imunocomplexos precipitados,
utilizando-se anticorpo na diluigdo 1:2 e OVA em diferentes dilui¢des (Figura 4.4.). Pode ser
visto que o maior valor de absorvancia e, portanto, a maior concentragdo de IC precipitados, foi

obtido utilizando-se 0,5 mg/mL de OVA, equivalente ao antigeno na diluigéo 1:2.
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Figura 4.4. Curva de precipitacdo de imunocomplexos formados de IgG anti-OVA (diluido 1:2) e
OVA em diferentes dilui¢des, para determinacio quantitativa do ponto de equivaléncia. A analise
foi feita por meio da determinagéo da concentragio de proteinas pela medida de absorvancia em 280 nm.
Para isso, aliquotas do anticorpo foram diluidas 1:2 em PBS e a solug¢do do antigeno (OVA, 1mg/mL)
foi diluida em PBS nas proporgdes: s/d, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16. A concentragéo de proteinas nas amostras foi
determinada através da medida da absorvancia em 280 nm. Foi obtida na proporcéo de antigeno diluido
1:2 e anticorpo 1:2. A seta indica o ponto de equivaléncia, onde houve o maximo de precipitagéo dos IC.
Abreviaturas: IgG: Imunoglobulina da classe G; OVA: Ovoalbumina.

4.2. Caracterizacio fisico-quimica das vesiculas e determinacio da eficiéncia de
incorporacio do composto fendlico em lipossomas

Podemos observar na tabela 4.1, a caracterizagdo fisico-quimica dos nanocarreadores. A
preparacdo lipossomal encontra-se homogénea quanto ao tamanho e a incorporacéo da C13 nédo
alterou esse pardmetro. Quanto a carga, eles estdo proximos da condi¢do de neutralidade e da
mesma forma que a caracteristica fanterior, a incorporag@o da C13 néo interferiu nesse aspecto.
Ja em relagdo a eficiéncia de incorporacdo da C13, foi alcangcada uma média de

aproximadamente 60%.
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Tabela 4.1. Caracterizag@o fisico-quimica de lipossomas compostos de PC:CHOL na propor¢éo
de massa de 5:1, vazios e contendo a Cl3, pela determinagdo do tamanho, indice de

polidispersdo (PdI), potencial zeta e Eficiéncia de Incorporagéo (EI).

Parimetros® LUV PC:CHOL 5:1
Vazio C13
Tamanho (nm) 119,8 £11,80 133,7 + 18,35
Pdl 0,297 £ 0,06 0,392 + 0,06
Potencial zeta (mV) -1,69 £+ 0,93 -1,22 £ 0,34
EI (%) 57,45+79

(a) Valores obtidos para os parametros de tamanho, Pdl e potencial zeta representam a média +
desvio padrdo de 17 preparacdes lipossomais. E valores para El, representam média + desvio

padréo de 33 preparagdes de LUV.
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PARTE 1II: Avaliacio do efeito do derivado 3-
fenilcumarinico, livre e incorporado em vesiculas
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4.3. Avaliacido do efeito do derivado 3-fenilcumarinico sobre as funcdes efetoras de
neutroéfilos de pacientes com artrite reumatoide

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, neutréfilos de sangue periférico de
pacientes com artrite reumatoide em atividade, apresentaram o burst oxidativo aumentado em
relagdo a neutrofilos de sangue periférico de individuos saudaveis, quando estas células foram
estimuladas via FcyR e/ou CR (Paoliello-Paschoalato, et. Al., 2011). Mais recentemente, vimos
que a C13 modula negativamente o metabolismo oxidativo, a formagéo e liberagido de NETs e
a desgranulacdo de neutrofilos isolados de individuos saudéaveis (Andrade, et al., 2013; Andrade,
M. F. 2016). Desta forma, visto que neutrofilos de pacientes com artrite reumatoide em atividade
apresentam metabolismo oxidativo exacerbado e que a C13 mostrou atividade antioxidante e
anti-inflamatdria em neutrdfilos saudaveis, propds estudar o efeito bioldgico do derivado 3-
fenilcumarinico C13 em neutrofilos de pacientes com artrite reumatoide.

Em todos os experimentos aqui realizados, as concentra¢gdes empregadas da C13 ndo

apresentaram efeito toxico para as células (Andrade, et al., 2013; Andrade, M. F. 2016).

4.3.1. A C13, na forma livre, modula negativamente a producio de ERO de neutréfilos de
sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados via FcyR ou FeyR+CR

O ensaio de Quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIum) avaliou a capacidade
da C13 em modular as espécies reativas de oxigénio (ERO) de neutrdfilos de sangue periférico
de pacientes com artrite reumatoide, estimulados via receptores Fcy ou FcyR+CR, utilizando
diferentes tipos de IC precipitados formados de: IgG-OVA, IgG-OVA/SHN, IgG-OVA/SHAR
e também IC imobilizado (iIC) formado de IgG-OVA. A figura 4.5 mostra perfis representativos
de QLIlum, referente a um experimento de pacientes com artrite reumatoide ativa e inativa para
os diferentes estimulos. Ja a figura 4.6 representa os valores de 4rea integrada e Porcentagem de
Inibicdo referente a QLlum e valores de porcentagem de inibigdo da C13 nos diferentes
estimulos utilizados. Os resultados mostraram que a C13 , na concentragdo de Clsp (1pM)
previamente estabelecida por Andrade et al., 2013, modulou negativamente a produgdo de ERO
dos neutréfilos de pacientes com AR ativa e inativa. Os valores encontrados mostraram que a

C13 inibiu a quimiluminescéncia em aproximadamente 60%.
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Figura 4.5. Perfis cinéticos representativos de quimiluminescéncia dependente de luminol (QLlum)
de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide, incubados com C13 na
forma livre e estimulados via Fey ou FeyR+CR. Neutrofilos (1x10° ml) foram tratados (3 min, 37°C)
com C13 (1 pmol/L), DMSO (0,1% - controle solvente) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina
e em seguida estimulados com IC precipitado formado de IgG-OVA, [gG-OVA/SHN, IgG-OVA/SHAr
(60pg/ml) medindo-se a QL (15 min, 37°C) ou estimulados com [IC imobilizado formado de I[gG-OVA
medindo-se a QL (30 min, 37°C) em lumindometro. a) Perfil de QLIum de neutréfilos de AR ativa,
estimulados por IC precipitado formado de [gG-OV A; b) Perfil de QLlum de neutréfilos de AR inativa,
estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA; ¢) Perfil de QLIum de neutréfilos de AR ativa,
estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA/SHAr; d) Perfil de QLIum de neutrofilos de AR
inativa, estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA/SHAr; e) Perfil de QLIum de neutréfilos
de AR ativa, estimulados por IC imobilizado formado de 1gG-OVA; f) Perfil de QLIum de neutréfilos
de AR inativa, estimulados por IC imobilizado formado de IgG-OVA. Experimentos em duplicata e
comparados com controle saudavel, estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA/SHN.
Abreviaturas: HBSS: sigla do inglés, Solugdo Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulféxido;
QLlum: quimiluminescéncia dependente de luminol; c.p.m: contagem de fdétons por minuto; E:
espontineo; AR: Artrite Reumatoide; IC: Imunocomplexo; IgG-OVA: Imunoglobulina G anti
Ovoalbumina; SHN: Soro Humano Normal; SHAr: Soro Humano artrite reumatoide; OVA:
Ovoalbumina.
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Figura 4.6. Valores de Area Integrada e de Porcentagem de Inibi¢io de Quimioluminescéncia
dependente de luminol (QLIum) de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com artrite
reumatoide, incubados com C13 na forma livre e estimulados via FcyR ou FcyR+CR. Neutrofilos
(1x10° ml) foram tratados (3 min, 37°C) com C13 (1 umol/L), DMSO (0,1% - controle solvente) ou
HBSS suplementado com 0,1% de gelatina e em seguida estimulados com IC precipitado formado de
IgG-OVA, IgG-OVA/SHN, IgG-OVA/SHAr (60pg/ml) medindo-se a QL (15 min, 37°C) ou estimulados
com IC imobilizado formados de IgG-OV A medindo-se a QL (30 min, 37°C) em lumindmetro. a) Area
integrada de QLIum de neutrdfilos estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA; b)
Porcentagem de Inibigdo de QLIum calculada em relagdo ao DMSO 0,1% (controle solvente) de
neutrofilos estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA; ¢) Area integrada de QLIum de
neutrofilos estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA/SHN ou IgG-OVA/SHAr; d)
Porcentagem de Inibi¢do de QLIlum calculada em relagio ao DMSO 0,1% (controle solvente) de
neutrofilos estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA/SHN ou IgG-OVA/SHAr. As células
incubadas com HBSS nao foram estimuladas. Resultados expressos como média + desvio padrdo em
duplicatas. Dados experimentais para neutrofilos estimulados com IC precipitado foram obtidos a partir
de 19 pacientes AR ativa, 17 pacientes AR inativa e 30 controles. Ja os dados para neutréfilos
estimulados com IC imobilizado foram obtidos a partir de 9 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR inativa
e 10 controles. Analises estatisticas: amostras que ndo compartilham da mesma letra (a, b, c, d) s@o
significativamente diferentes; ANOVA two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p <
0,05). Abreviaturas: HBSS: Solucio Salina balanceada de Hanks; DMSQ: dimetilsulféxido; QLIum:
quimiluminescéncia dependente de luminol; c.p.m: contagem de fétons por minuto; E: espontianeo; AR:
Artrite Reumatoide; IC: Imunocomplexo; IgG-OVA: Imunoglobulina da classe G anti Ovoalbumina;
SHN: Soro Humano Normal; SHAr: Soro Humano artrite reumatoide; OVA: Ovoalbumina.

4.3.2. A C13, incorporada em lipossomas, mantém a capacidade de modular
negativamente a producio de ERO de neutrdéfilos de sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide estimulados via FcyR ou FeyR+CR

Nos experimentos in vitro realizados anteriormente, o derivado 3-fenilcumarinico
modulou negativamente o metabolismo de neutrdfilos de pacientes com AR, quando os mesmos
foram estimulados por diferentes tipos de IC. Esse resultado refor¢a a ideia do emprego futuro
da C13 como uma possivel terapia adjuvante de aplicagdo em pacientes com AR. Sabendo das
caracteristicas bioquimicas da C13, e tendo em vista que ela atua como antioxidante, e que sua
atividade pode ser neutralizada facilmente no organismo € necessario proporcionar “prote¢do”
a esta molécula se pensarmos em aplica-la como terapia in vivo.

A proposta de “protegdo” da atividade antioxidante da C13, foi a incorporacéo desta
molécula em sistemas vesiculares lipidicos, LUV (Large Unilamellar vesicles). Visto que esses
carreadores ou dispositivos de libera¢do de drogas, séo capazes de entregar mais facilmente a
substdncia no alvo de interesse, e aumentam sua biodisponibilidade, foram realizados

experimentos de quimiluminescéncia para verificar se a atividade inibitoria da C13 € mantida
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quando incorporada em lipossomas, avan¢ando nas etapas necessarias para que a mesma possa
vir a ser utilizada no desenvolvimento de uma terapia adjuvante na fase clinica no futuro.
Podemos observar nas figuras 4.7 e 4.8 que o derivado 3-fenilcumarinico C13
incorporado em lipossomas, no valor de CI50 (3pM) previamente estabelecido por Andrade M
F, 2016; inibiu aproximadamente 50% da quimioluminescéncia produzida pelos neutrdfilos,
quando estimulados pelos mesmos estimulos do experimento anterior. A figura 4.7 mostra perfis
representativos de QLIum, referente a um experimento de pacientes com artrite reumatoide ativa
e inativa para os diferentes estimulos. Na figura 4.8 estdo representados os valores de érea
integrada referente a QLIum e valores de porcentagem de inibi¢do da C13, incorporada em

lipossomas, nos diferentes estimulos utilizados.
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Figura 4.7. Perfis cinéticos representativos de quimiluminescéncia dependente de luminol (QLIum)
de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide, incubados com C13
encapsuladas em lipossomas (C13 LUV) e estimulados via Fey ou FeyR+CR. Neutrofilos (1x10° ml)
foram tratados (3 min, 37°C) com C13 incorporada em lipossomas (C13 LUV - 3 umol/L), LUV DMSO
(0,1% - controle solvente) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina e em seguida estimulados com
IC precipitado formado de [gG-OV A, [gG-OVA/SHN, IgG-OVA/SHAr (60pg/ml) medindo-se a QL (15
min, 37°C) ou estimulados com IC imobilizado formado de [gG-OV A medindo-se a QL (30 min, 37°C)
em lumindmetro. a) Perfil de QLlum de neutrofilos de AR ativa, estimulados por IC precipitado formado
de IgG-OVA; b) Perfil de QLlum de neutréfilos de AR inativa, estimulados por IC precipitado formado
de I[gG-OV A; ¢) Perfil de QLIum de neutrdfilos de AR ativa, estimulados por IC precipitado formado de
[gG-OVA/SHAr; d) Perfil de QLIum de neutrofilos de AR inativa, estimulados por IC precipitado
formado de IgG-OVA/SHAr; e) Perfil de QLlum de neutrofilos de AR ativa, estimulados por IC
imobilizado formado de IgG-OVA; f) Perfil de QLIum de neutrofilos de AR inativa, estimulados por IC
imobilizado formado de IgG-OVA. Abreviaturas: HBSS: Solugdo Salina balanceada de Hanks;
DMSO: dimetilsulfoxido; QLIum: quimiluminescéncia dependente de luminol; e¢.p.m: contagem de
fotons por minuto; E: espontdneo; AR: Artrite Reumatoide; IC: Imunocomplexo; IgG-OVA:
Imunoglobulina da classe G anti Ovoalbumina; SHN: Soro Humano Normal; SHAr: Soro Humano
artrite reumatoide; OVA: Ovoalbumina; LUV: Large Unilamellar vesicles.
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Figura 4.8. Valores de Area Integrada e de Porcentagem de Inibicio de Quimioluminescéncia
dependente de luminol (QLIum) de neutrdfilos periféricos de pacientes com artrite reumatoide,
incubados com C13 incorporada em lipossomas (C13 LUV) e estimulados via FcyR ou FeyR+CR.
Neutréfilos (1x10° ml) foram tratados (3 min, 37°C) com C13 incorporada em lipossomas (C13 LUV -
3 pmol/L), LUV DMSO (0,1% - controle solvente) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina e em
seguida estimulados com IC precipitado formado de IgG-OVA, IgG-OVA/SHN, IgG-OVA/SHAr
(60pg/ml) medindo-se a QL (15 min, 37°C) ou estimulados com IC imobilizado formados de IgG-OVA
medindo-se a QL (30 min, 37°C) em lumindémetro. a) Area integrada de QLlum de neutréfilos
estimulados por IC precipitado formado de IgG-OVA; b) Porcentagem de Inibigdo de QLlum calculada
em relagdo ao DMSO 0,1% (controle solvente) de neutréfilos estimulados por IC precipitado formado
de IgG-OVA; ¢) Area integrada de QLIum de neutréfilos estimulados por IC precipitado formado de
IgG-OVA/SHN ou [gG-OVA/SHAr; d) Porcentagem de Inibigdo de QLIum calculada em relagdo ao
DMSO 0,1% (controle solvente) de neutrdfilos estimulados por IC precipitado formado de IgG-
OVA/SHN ou IgG-OVA/SHATr. As células incubadas com HBSS n&o foram estimuladas. Resultados
expressos como média + desvio padrdo com medidas em duplicatas. Dados para os experimentos de
neutrofilos estimulados com IC precipitado foram obtidos a partir de 19 pacientes AR ativa, 17 pacientes
AR inativa e 30 controles. Ja os dados experimentais de neutrofilos estimulados com IC imobilizado
foram obtidos a partir de 9 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR inativa e 10 controles. Analises
estatisticas: amostras que ndo compartilham da mesma letra (a, b, c, d) s@o significativamente diferentes;
ANOVA two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas: HBSS:
Solugdo Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulféxido; QLlum: quimiluminescéncia
dependente de luminol; e.p.m: contagem de f6tons por minuto; E: espontaneo; AR: Artrite Reumatoide;
IC: Imunocomplexo; IgG-OVA: Imunoglobulina da classe G anti Ovoalbumina; SHN: Soro Humano
Normal; SHAr: Soro Humano artrite reumatoide; OVA: Ovoalbumina; LUV: sigla do inglés, Large
Unilamellar vesicles.

4.3.3. A C13, na forma livre, modula negativamente a atividade da enzima mieloperoxidase
de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados via
CR

Na realizac¢do deste ensaio, podemos observar que os neutrdfilos de pacientes com AR
em atividade, produzem mais HOCI do que neutréfilos de paciente com AR inativa e células de
individuos saudaveis. Quando essas células sdo tratadas com C13 na concentra¢io de 1uM, nio
ocorre a inibi¢éo da produg¢do de HOCI (dados ndo mostrado)., No entanto, na concentragdo de
20 uM, ocorreu inibigdo de aproximadamente 50% da producdo de HOCI (figura 4.9) indicando
que a C13 pode estar interferindo na MPO.
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Figura 4.9. Valores da Oxidacio do TMB e da Porcentagem de TMB oxidado pela Taurina-
cloramina proveniente da producido de HOCI pela MPO de neutrofilos de sangue periférico de
pacientes com artritre renumatoide, incubados com C13 na forma livre e estimulados via CR com
zimosan opsonizado. Neutrofilos (4x10° ml) foram tratados com taurina (5SmM) e incubados DMSO
(controle positivo - 0,1%); ou HBSS (controle negativo - com adigdo de catalase no inicio da reagdo); ou
C13 (20 pmol/L). As células foram estimuladas com zimosan opsonizado opsonizado com soro humano
normal (3mg/mL) de individuos saudaveis, medindo-se a absorbancia da reagdo em espectrofotdmetro
(630 nm). a) valores de absorbancia referente a oxidagdo do TMB; b) Porcentagem de I[nibi¢do da
oxidagdo do TMB calculada em relagdo ao (DMSO 0,1% - controle positivo (100% de oxidagdo do
TMB). Resultados expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados com 8 pacientes
AR ativa, 8 pacientes AR inativa e 8 controles, com medidas em duplicatas. Analises estatisticas:
amostras que ndo compartilham da mesma letra (a, b, c, d) sdo significativamente diferentes; ANOVA
two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p <0,05). Abreviaturas: HBSS: Solucio Salina
balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide; HOCI: acido hipocloroso;
MPO: mieloperoxidase; Ziops: zimosan opsonizado; TMB: tetrametilbenzidina.

4.3.4. A C13, livre e incorporada em lipossomas, modula negativamente a desgranulaciao
de neutrdfilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados via
FcyR

Uma das manifestagdes clinicas da AR € a injuria nas articulagdes. Nesses locais, ha
acumulo de imunocomplexos, que por sua vez promove o recrutamento, a ativagdo e a
desgranulagdo de neutrofilos. E para que a liberagdo de granulos ocorra, é presumivelmente
necessario a participagdo e mobilizacdo de espécies reativas de oxigénio. Visto que a C13
modula a produgdo de ERO, foi avaliado o efeito desta molécula sobre a atividade de um dos
granulos liberados no processo de desgranulagéo, a enzima elastase.

A atividade da enzima elastase foi avaliada através da degrada¢do do substrato
SAAVNA. A C13 inibiu cerca de 60% da capacidade do neutréfilo de liberar a enzima elastase,

tanto na forma livre como também quando a mesma foi incorporada em lipossomas. A Figura
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4.11. representa a cinética da atividade da elastase, liberada de neutrdfilos previamente
incubados com a C13. Na figura 4.11 os valores de absorvancia para o tempo de 30 minutos e a
porcentagem de inibicdo da atividade da elastase pela C13, calculada em relagdo ao tratamento

com DMSO (0,1%) estdo representados, respectivamente.
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Figura 4.10. Perfil cinético representativo da atividade da enzima elastase liberada de neutroéfilos,
de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide incubados previamente com C13 livre ou
incorporada em lipossomas e estimulados via FeyR. Neutrdfilos (4x10° ml) foram tratados (30 min,
37°C, 50 rpm) com C13 livre ou incorporada em lipossomas (20 pmol/L), DMSO (0,1% - controle
negativo) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina, e em seguida estimulados, com
Imunocomplexos imobilizado (iIC) formados de IgG-OVA, por 1 hora (37°C, 50 rpm). a) Perfil cinético
representativo da atividade da elastase de neutrofilo de AR ativa tratados com C13 livre; b) Perfil cinético
representativo da atividade da elastase de neutrofilo de AR inativa tratados com C13 livre; ¢) Perfil
cinético representativo da atividade da elastase de neutrofilo de AR ativa tratados com C13 incorporada
em lipossomas; d) Perfil cinético representativo da atividade da elastase de neutrdfilo de AR inativa
tratados com C13 incorporada em lipossomas. Resultados representativos de um experimento expressos
como média = desvio padrdo, com medidas em duplicatas. Abreviaturas: HBSS: Solucdo Salina
balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide; SAAVNA: N-succinil-Ala-
Ala-Val-p-nitroanilida.
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Figura 4.11. Valores de absorbincia e de Porcentagem de inibicio da atividade da enzima elastase
liberada de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide incubados
previamente com C13, livre ou incorporada em lipossomas, e estimulados via FcyR. Neutrofilos
(4x10° ml) foram tratados (30 min, 37°C, 50 rpm) com C13 livre ou incorporada em lipossomas (20
umol/L), DMSO (0,1% - controle negativo) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina, e em seguida
estimulados com Imunocomplexos imobilizados (ilC) formados de [gG-OVA por 1 hora (37°C, 50 rpm).
a) Valores de absorbancia apds 30 minutos de incubagdo da enzima elastase, proveniente de neutrofilos
incubados com C13 livre na forma livre; b) Porcentagem de inibi¢do da atividade da enzima elastase
calculada em relagdo ao DMSO (0,1% - controle solvente), de neutrofilos tratados com C13 livre. ¢)
Valores de absorbancia apds 30 minutos de incubagdo da enzima elastase, proveniente de neutrofilos
incubados com C13 incorporada em lipossomas; d) Porcentagem de inibi¢do da atividade da enzima
elastase calculada em relagdo ao DMSO (0,1% - controle solvente), de neutrofilos tratados com C13
incorporada em lipossomas. Resultados expressos como média + desvio padrio de experimentos
realizados com 09 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR inativa e 5 controles, com medidas em duplicatas.
Analises estatisticas: amostras que ndo compartilham da mesma letra (a, b, ¢) sdo significativamente
diferentes; ANOVA two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas:
HBSS: Solu¢do Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide;
SAAVNA: Nsuccinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida.

4.3.5. A C13, na forma livre, modula negativamente a formacio e liberacio de Redes
Extracelulares de Neutrofilos (NETs) de sangue periférico de pacientes com artrite

reumatoide estimulados via FcyR
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A formagdo das NETs, dependendo do estimulo que as produzem, € um evento que esta
diretamente relacionado com as ERO. Dessa forma, como o derivado 3-fenilcumarinico
apresenta forte atividade antioxidante, foram realizados experimentos para verificar se 0 mesmo
seria um potencial modulador da formagéo e liberagdo das NETs. Pela andlise do Kit Picogreen,
os dados representados na figura 4.10 demonstram um significativo aumento na libera¢do do
DNA nuclear de neutrofilos de pacientes com artrite inativo (primados com TNF-a) e
estimulados por Imunocomplexos Imobilizados (iIC), em relagdo aos neutréfilos dos individuos
saudaveis. Quando tratados com a C13, o processo de formagéo e liberagdo de NETs foi inibido
tanto nos pacientes ativo e inativo, como também nos individuos saudaveis. Foi possivel
observar ainda, que o tratamento com o DPI (controle positivo) reduziu drasticamente a

formagao e liberagdo dessas redes de material genético.
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Figura 4.12. Quantificagiio da liberagio de DNA de neutrofilos de sangue periférico de pacientes
com artrite reumatoide incubados com C13, na forma livre, e estimulados via FcyR. Neutrofilos
(1x10° ml) foram tratados (15 min, 37°C, 50 rpm) com C13 (20 umol/L), DPI (1 umol/L), DMSO (0,1%
- controle negativo) ou HBSS suplementado com 0,1% de gelatina, primados com TNF-o humano (15
min, 37°C, 50 rpm) e em seguida estimulados com Imunocomplexos imobilizado (ilC) formados de 1gG-
OVA por 6 horas (37°C, 50 rpm). A quantificagdo do DNA liberado foi realizada por meio do Kit
Picogreen - Invitrogen. As células tratadas com HBSS nao foram estimuladas. Resultados expressos
como média + desvio padrdo de experimentos realizados com 10 pacientes AR ativa, 12 pacientes AR
inativa e 7 controles, com medidas em duplicatas. Andlises estatisticas: amostras que ndo compartilham
da mesma letra (a, b) s@o significativamente diferentes; ANOVA two way seguido de Tukey's multiple
comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas: HBSS: Solucdo Salina balanceada de Hanks; DMSO:
dimetilsulfoxido; DPI: difenileno-iodonio; AR: Artrite Reumatoide; IC: Imunocomplexo; TNF-a:
Fator de Necrose Tumoral alfa.
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Para confirmar que a C13 seria um potencial modulador da formagéo e liberagéo das
NETs, foram realizados experimentos com células de pacientes com AR ativa, onde as NETs
foram visualizadas por meio de Microscopia de Fluorescéncia. As imagens da figura 4.11,
mostram que o iIC foi capaz de estimular a formagfo e liberagdo das NETs. Pode-se observar
ainda que as células tratadas com DMSO 0,1%, apresentaram uma rede de material genético
extracelular, marcadas em azul pelo DAPI (4,6 diamino-2-fenilindol), e associadas a essa rede
estad, com marca¢do em verde, a enzima elastase, demonstrando que de fato essa rede
extracelular sdo as NETs. Foi possivel observar ainda, que o tratamento com o DPI reduziu
drasticamente a formagdo e liberacdo dessas redes de material genético. Esses dados revelam
que as condigbes experimentais para a avaliagdo da formag@o e liberagdo das NETs foram bem
estabelecidas. Quando as células foram incubadas com a C13 (20 pmol/L), a formagédo e

liberag@o das NETs foi modulada negativamente, confirmando os dados obtidos anteriormente.
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Figura 4.13. Visualizacao da formacao e liberacido de Redes Extracelulares de neutrdéfilos de
sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide incubados com C13, na forma livre, e
estimulados via FeyR. Neutrofilos (1x10° ml) foram tratados (15 min, 37°C, 50 rpm) com C13 (20
umol/L), DPI (1 pumol/L), DMSO (0,1% - controle negativo) ou HBSS suplementado com 0,1% de
gelatina, primados com TNF-a humano (15 min, 37°C, 50 rpm) e em seguida estimulados com
Imunocomplexos imobilizados (ilC) formados de IgG-OVA ou PMA (10-” mol/L) por 6 horas (37°C, 50
rpm). A marcagdo da elastase foi feita com anticorpo primario (IgG anti-elastase de neutrofilos
humanos). Anticorpo secundario (anti-IgG) acoplado ao fluorocromo Alexa Fluor 488 (verde) foi
utilizado para a visualizagdo em microscopia de fluorescéncia invertido (objetiva 40). O niicleo da célula
foi marcado com DAPI. As imagens sdo representativas de dois experimentos. Abreviaturas: HBSS:
Solugio Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; DAPI: 4,6 diamino-2-fenilindo!; AR:
Artrite Reumatoide; IC: Imunocomplexo; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa. PMA: acetato de
miristoilforbol.
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PARTE III: Avaliacdo do efeito do derivado 3-
fenilcumarinico nos processos de sobrevida e morte de
neutréfilos de sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide mantidos em condic¢des de cultura
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4.4. Avaliaciao do efeito do derivado 3-fenilcumarinico nos processos de sobrevida de
neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide mantidos em
condicdes de cultura

Ja era sabido que de 15 a 30 min, periodo de tempo decorrido nas incubagdes necessarias
a realiza¢do dos experimentos anteriores, a maxima concentragdo de C13 (20 uM), ndo
apresentava efeito citotoxico para neutrofilos de sangue periférico de individuos saudaveis
(Andrade er al., 2013). No intuito de uma possivel aplicagdo dessa substdncia como terapia
adjuvante ao tratamento de pacientes em fase aguda do desenvolvimento da artrite reumatoide,
viu-se a necessidade de aumentar o tempo de incubag@o dos neutréfilos com a C13, afim de
verificar se num periodo de tempo maior (18 horas), a C13 seria capaz de interferir na

viabilidade dessas células.

4.4.1. A C13 nao afeta a viabilidade de neutroéfilos de sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide, mantidos sob condi¢des de cultura, e avaliados pelo método de
exclusiio ao corante azul de Tripan

Para avaliar se o derivados 3-fenilcumarinico, nas concentra¢des de estudo, 1 e 20 pM),
apresentavam atividade toxica sobre os neutréfilos sangue periférico de pacientes com artrite
reumatoide, foram realizados os ensaios de exclusdo ao corante azul de Tripan.

Células tratadas com as duas concentragdes de C13 ou solvente (DMSO 0,1%)
apresentaram-se viaveis no ensaio de exclusdo ao corante azul de Tripan, sendo estes resultados
semelhantes ao controle negativo (Hanks) (Tabela 4.2). Dessa forma, nas condi¢des avaliadas,
a C13 ndo apresenta citotoxicidade sobre os neutrofilos de sangue periférico de pacientes com

AR mantidos em condi¢des de cultura por 18 horas.
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Tabela 4.2. Avaliacdo do efeito citotéxico do derivado 3-fenilcumarinico sobre os neutr6filos

de pacientes com AR mantidos em cultura por 18 horas. @

Substincia ) Células Viaveis (%)

Controle Paciente

Triton X-100 (0,2%)  —eeeem

HBSS 92,06 + 5,97 96,94 + 1,08

DMSO 92,99 + 2,35 95,57 + 2,54
C13 (1 pM) 95,58 + 2,31 96,30 + 1,20
C13 (20 uM) 91,35+ 2,86 91,25+ 6,83

(a) Resultados expressos como média + desvio padréo de trés experimentos, com medidas em duplicata.

Dados determinados pelo ensaio de exclusdo ao Azul de Tripan, com base na contagem de 200
células.

(b) Triton X-100 0,2% (controle positivo); Hanks suplementado com 0,1% de gelatina (controle
negativo); DMSO 0,1% (controle do solvente); derivado 3-fenilcumarinico avaliados em 1 e 20 pM.

4.4.2. A C13 nao afeta a viabilidade de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com
artrite reumatoide, mantidos em condicées de cultura, e avaliados pelo método de
liberacao da enzima LDH

Neste método, ndo houve diferenca na porcentagem de LDH liberada em relagéo ao
controle (Hanks), para as células tratadas com a C13 ou solvente. Além disso, os valores da
atividade da LDH nas amostras e no controle negativo foram muito menores que os obtidos para
o controle positivo (0,2% de Triton X-100). Portanto, esse dado corrobora que a C13 néo
apresenta citotoxicidade sobre os neutréfilos de sangue periférico de pacientes com AR,

mantidos em condigdes de cultura por 18 horas.
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Figura 4.14. Determinacio da Atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) do sobrenadante
de cultura de neutrdfilos de sangue periférico de pacientes com AR incubados com a C13 por 18
horas. Neutrofilos (1 x 10° cel/mL) foram incubados com C13 (1 - 10uM), DMSO (0,1%), Hanks
(suplementado com 0,1% de gelatina) ou Triton X-100 (0,2%) durante 18 horas sob condigdes de
cultura em camera de (5% de CO», 37°C) o sobrenadante da cultura foi utilizado para a determinagio da
atividade da LDH liberada que foi calculada conforme instrugdes do fabricante do kit. Resultados
expressos como média £ desvio padrdo de experimentos realizados com 04 pacientes AR ativa, 06
pacientes AR inativa e 18 controles, com medidas em duplicatas. Analises estatisticas: amostras que
ndo compartilham da mesma letra (a, b) sdo significativamente diferentes; ANOVA two way seguido de
Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas: HBSS: Solu¢do Salina balanceada de
Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide; LDH: lactato desidrogenase.

4.4.3. A C13 altera o indice de apoptose e necrose de neutréfilos de sangue periférico de
pacientes com artrite reumatoide, mantidos em condicdes de cultura e avaliados utilizando
anexina V-APC e iodeto de propidio propidio (PI) em citometria de fluxo

A fim de corroborar com os dados anteriores, foi analisado se a C13 interfere no processo
de apoptose ou provoca necrose de neutréfilos de pacientes com AR ativa ou inativa, mantidos
em condi¢des de cultura por um periodo de 18 horas. Esses experimentos foram realizados
utilizando-se citometria de Fluxo, por meio do uso de Anexina-V e Iodeto de Propidio de acordo
com os resultados apresentados na figura 4.15 a porcentagem de células viaveis, apoptoticas,
apoptoticas tardias e necrdticas ndo foram significativamente alteradas, quando comparado
HBSS, DMSO e C13 (1uM) entre os neutrdfilos provenientes de individuos saudaveis e
pacientes com AR ativa ou inativa. No entanto, na concentragdo de 20uM a C13, de certa forma,
modulou os estagios de morte dos neutrdfilos, pois esse tratamento mostrou uma diferenga

significativa em relagdo os demais tratamentos, reduzindo a porcentagem de células em
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apoptose e aumentando o nimero de células em necrose, mas ndo alterou a porcentagem de
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Figura 4.15. Viabilidade de neutrofilos de sangue periférico de pacientes com AR incubados com
C13 em condicdes de cultura, por 18 horas: andlise do indice de apoptose e necrose utilizando
citometria de fluxo. Neutrdfilos (1x10° cel/mL) foram incubados com C13 (1 - 20uM), DMSO (0,1%)
ou Hanks suplementado com 0,1% de gelatina e mantidos em condigées de cultura (5% de COs (5%),
37°C) por 18 horas. As células foram analisadas em citometro de fluxo quanto a porcentagem de células
viaveis (Anexina V- e PI-), em apoptose (Anexina V+ e PI-), em apoptose tardia (Anexina V+ e Pl+) e
em necrose (Anexina V- e PI+). Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de 50
experimentos diferentes (10 pacientes AR ativa, 20 pacientes AR inativa e 20 controles), com medidas
em duplicata. Analises estatisticas: amostras que apresentam (*) diferem na apoptose em relagdo aos
demais tratamentos; amostras que apresentam (**) diferem na necrose em relacdo aos demais
tratamentos; ANOV A two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas:
HBSS: Solugdo Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide; PI:
lodeto de Propidio.

4.4.4. A C13 nao altera o conteido de DNA de neutrofilos de sangue periférico de pacientes
com artrite reumatoide, mantidos em condi¢des de cultura e avaliados por meio de
Hipodiploidia

A fim de corroborar com os dados de apoptose e necrose dos neutrdéfilos mantidos em
cultura descritos no item anterior, foi realizada a andlise da fragmentagdo do material genético
dessas células incubadas com C13 (1 - 20 uM), ja que a fragmentacdo do DNA nuclear é uma
das principais caracteristicas da morte celular programada. Os experimentos foram realizados
utilizando-se citometria de Fluxo, por meio do uso de Iodeto de Propidio. Conforme observado
na figura 4.16, a porcentagem de células hipodiploides ndo apresentou diferenga estatistica entre
os tratamentos, nem tampouco entre 0s grupos experimentais (pacientes com AR ativa, AR

inativa e individuos saudaveis). Contudo na concentra¢do de 20 uM, a C13 mostrou uma
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tendéncia em reduzir a porcentagem de Hipodiploidia para os trés grupos experimentais
estudados, confirmando os dados observados no item anterior quando esse tratamento aumentou
a porcentagem de células em necrose e reduziu a porcentagem de células apoptdticas incubadas

nas mesmas condi¢des de cultura e tempo deste experimento.
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Figura 4.16. Porcentagem de células hipodipldides provenientes de sangue periférico de pacientes
com AR e incubados com C13 em condicdes de cultura por 18 horas. Neutrofilos (1x10° cel/mL)
incubados com C13 (1 -20uM), DMSO (0,1%) ou Hanks suplementado com 0,1% de gelatina e mantidos
em cultura COs (5%), 37°C por 18 horas. As células foram analisadas em citometro de fluxo quanto a
porcentagem de células hipodiploides utilizando lodeto de Propidio (PI). Os resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo de 60 experimentos diferentes (20 pacientes AR ativa, 20 pacientes AR
inativa e 20 controles), com medidas em duplicata. Analises estatisticas: ANOV A two way seguido de
Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas: HBSS: Solugdo Salina balanceada de
Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide; PI: lodeto de Propidio.

4.4.5 A C13 nio altera a expressao dos receptores de membrana CD64 e CD62L de
neutrofilos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide, mantidos em
condicdes de cultura e avaliados utilizando citometria de fluxo

O receptor CD64 € expresso na membrana da célula quando a mesma esta ativada
(Moulding et al., 1999). Por sua vez, a medida que os neutrdfilos envelhecem, reduz-se a
expressdo em sua membrana celular da molécula de adesdo CD62L (Boer et al., 2010; Futosi et
al., 2013).

Assim, foi analisada a expressdo dessas duas moléculas na membrana celular de

neutréfilos mantidos em condi¢des de cultura por 0 e 18 horas em citometria de fluxo. De acordo
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com os dados apresentados na figura 4.17.a, a intensidade de florescéncia da expressdo de CD64
manteve-se constante durante os dois periodos de tempo analisados (0 e 18 horas), ndo havendo
diferenga entre os tempos, nem contudo, entre os tratamentos ou grupos avaliados (AR ativa,
AR inativa e individuos saudaveis). Ja na figura 4.17.b, a intensidade de fluorescéncia para o
receptor CD62L, indica sutil diferenga entre os tempos avaliados, ndo havendo diferenca entre

tratamentos e grupos.
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Figura 4. 17. Mediana de Intensidade de Fluorescéncia relacionada a expressio dos receptores de
membrana celular CD64 e CD62L de neutroéfilos de sangue periférico de pacientes com AR e
incubados com C13 em condi¢des de cultura por 0 e 18 horas. Neutrofilos (1x108 cel/mL) incubados
com CI13 (1 - 20uM), DMSO (0,1%) ou Hanks suplementado com 0,1% de gelatina e mantidos em
cultura (5% de CO,, 37°C por 0 e 18 horas). As células foram analisadas em citdmetro de fluxo quanto
a intensidade de fluorescéncia para marcacdo dos receptores de membrana (a) CD64 e (b) CD62L. Os
resultados estdo expressos como média = desvio padrdo de 78 experimentos diferentes (CD64 tempo Oh:
6 pacientes AR ativa, 9 pacientes AR inativa e 6 controles; CD64 18h: 6 pacientes AR ativa, 7 pacientes
AR inativa e 5 controles; CD62L Oh: 6 pacientes AR ativa, 6 pacientes AR inativa e 9 controles; CD62L
18h: 6 pacientes AR ativa, 7 pacientes AR inativa e 5 controles), com medidas em duplicata. Analises
estatisticas: ANOVA two way seguido de Tukey's multiple comparisons test (p < 0,05). Abreviaturas:
HBSS: Solugio Salina balanceada de Hanks; DMSO: dimetilsulfoxido; AR: Artrite Reumatoide
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V. DISCUSSAO



Diversas pesquisas tém procurado entender a importdncia dos neutréfilos para a
resolugdo do processo inflamatorio, como também descobrir novos alvos e estratégias
terapéuticas capazes de minimizar os efeitos indesejaveis do recrutamento excessivo dessas
células para o foco da inflamacdo (Poon ef al., 2014). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa
vem investigando os efeitos de Derivados 3-fenilcumarinicos no metabolismo oxidativo de
neutr6filos estimulados com imunocomplexos, como também vem analisando as alteragdes
bioquimicas e funcionais de neutréfilos de pacientes com doengas autoimunes, principalmente
a artrite reumatoide, visando o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nas
fungdes destas células e a selegdo de novos alvos terapéuticos para um tratamento mais
adequado dessas patologias.

Kabeya e colaboradores avaliaram o efeito de um grupo de derivados 3-fenilcumarinicos
no metabolismo oxidativo de neutrdfilos de coelho estimulados via FcyR, onde algumas dessas
substancias inibiram de modo seletivo, diferentes etapas do processo em questdo. A partir dos
resultados obtidos, foram realizadas analises de relagdo quantitativa estrutura-atividade
bidimensional e tridimensional (QSAR-2D e QSAR-3D, respectivamente), que direcionaram a
selecdo de algumas moléculas, consideradas promissoras como moduladoras do metabolismo
oxidativo de neutrofilos. Em trabalho mais recente, foi observado efeito semelhante dos
derivados 3-fenilcumarinicos selecionados, em neutrofilos de sangue periférico de individuos
saudaveis estimulados via FcyR. Uma dessas fenilcumarinas, a 6,7-diidroxi-3-[3’,4’-
metilenodioxifenil]-cumarina (C13), possui atividade moduladora sobre a enzima
mieloperoxidase, como também exerce importante atividade “scavenger” de intermediarios de
oxigénio (Andrade et al., 2013). Mais recentemente, foi observado que essa mesma substéncia
¢ capaz de modular negativamente a desgranulagéo e o processo de formagdo e liberagdo de
NETs de neutrofilos de sangue periférico de individuos sauddveis (Andrade M.F., 2016).

Tendo em vista que os neutrdfilos participam ativamente dos estagios inicias do
desenvolvimento da artrite reumatoide e que o acimulo de complexos imunes, na sindvia
inflamada desses pacientes, € um fator importante para o estabelecimento da doencga, por
favorecer o recrutamento e a ativagio exacerbada dessas células para o local da inflamag&o, o
estudo de possiveis moléculas capazes de modular as fungdes efetoras dessas células € essencial
e importante. Dessa forma, nesse trabalho avaliou-se o efeito do derivado 3-fenilcumarinico

C13, livre e/ou encapsulado em lipossomas (LUV), no metabolismo oxidativo de neutrofilos de
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sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide desencadeado pela ativagdo dos
receptores Fcy, como também receptores CR, e a cooperagdo entre ambos. As demais fungoes
dos neutréfilos, como desgranulagéo e formagéo e liberagéo das redes de DNA (NETs) também
foram avaliadas.

Os resultados mostraram que neutrofilos de pacientes com AR ativa, estimulados com
imunocomplexos precipitados formados de IgG-OVA e IgG-OVA/SHAr, produzem mais
quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIum) do que células de pacientes com AR
inativa, como também de neutréfilos de individuos saudaveis (ver figuras 4.5a, 4.5b, 4.5¢, 4.5d
e 4.5f). Paoliello-Paschoalato e colaboradores (2011), ja4 haviam mostrado esse fenOmeno.
Quando o estimulo néo é fagocitavel, como é o caso dos Imunocomplexos Imobilizados (iIC),
esse padrdo de resposta ndo foi observado, pois as células dos pacientes com AR ativa
apresentaram uma area de QLlum reduzida em relagdo aos neutréfilos de individuos com AR
inativa e também em relagdo aos neutrdfilos de individuos saudéaveis (ver figura 4.5¢). Esse
resultado concorda com as observagdes de (Fairhurst ef al., 2007), onde neutrofilos de sangue
periférico de pacientes com AR em atividade e que possuem status de células “primadas”, ou
seja, pré-ativadas, quando colocadas frente a um estimulo ndo fagocitavel, apresentam resposta
menor em comparacdo a estimulos fagocitdveis. As células de pacientes com AR ativa,
utilizadas nesse estudo, também possuem status de células “primadas”, conforme avaliado em
Paoliello-paschoalato (2011).

Existem diversos veiculos carreadores de farmacos que, além de outros beneficios,
atuam principalmente no aumento da eficiéncia da a¢do imunomoduladora de compostos
fenodlicos e a0 mesmo tempo na reducdo dos efeitos colaterais indesejaveis dos mesmos
(Torchilin, 2005; Karn ef al., 2013). Um dos carreadores bastante utilizados na incorporagéo de
compostos fenodlicos, sdo os lipossomas, que aumenta a biodisponibilidade e a estabilidade
destas substancias (Huong et al, 2001; Kapoor et al., 2014). Neste trabalho, lipossomas
formados de fosfatidilcolina e colesterol foram utilizados para encapsular a C13, uma vez que
essas vesiculas ja foram utilizadas em pesquisas anteriores do grupo (Landi-Librandi et al.,
2011; Landi-Librandi et al., 2012; Santos, E. O. L., 2014; Figueiredo-Rinhel, A. G., 2015;
Andrade, M. F., 2016). A caracterizagdo fisico-quimica do sistema vesicular lipidico,
empregado nos experimentos desse estudo, apresentou um baixo didmetro (< 800 nm), uma

distribui¢do de tamanho homogénea (caracterizada pelo baixo indice de polidispersdo) e uma

66



carga superficial préxima da neutra (caracterizada pelo baixo valor do potencial zeta) (tabela
4.1.). Tais pardmetros sdo adequados para o ndo reconhecimento dos lipossomas pelos
mecanismos efetores da imunidade inata, evitando a facil depuragdo dos mesmos (Landi-
Librandi et al., 2012).

Neste estudo, para avaliar o efeito da C13 no metabolismo oxidativo dos neutrofilos de
pacientes com AR, tanto ativa quanto inativa, as células foram incubadas com a C13, nas formas
livre e/ou incorporada em lipossomas (LUV), nas concentragdes de Clso (1 uM - livre, 3 pM -
LUV) isto €, as concentragdes necessarias para inibir 50% da QLlum de neutrdfilos estimulados
com IC, previamente estabelecidas (Andrade, M. F., 2016). A C13, tanto na forma livre como
no LUV, foi capaz de manter sua capacidade antioxidante, reduzindo 50% da QLlum de
neutr6filos de pacientes com AR tanto ativa como inativa, estimulados com IC precipitados e
também Imunocomplexos Imobilizados (iIC) (ver figuras 4.6. e 4.8.). Como mencionado
anteriormente, neutr6filos de pacientes com AR ativa, apresentam metabolismo oxidativo
exacerbado, quando comparados com neutréfilos de pacientes com AR inativa, como também
neutrdfilos de individuos saudaveis (Paoliello-Paschoalato et al., 2011). Isso também pode ser
confirmado pelos dados obtidos na figura 4.9, onde neutréfilos de sangue periférico de pacientes
com AR ativa produziram mais acido hipocloroso (HOCI) do que neutréfilos de pacientes com
AR inativa e de neutréfilos de individuos saudaveis, tendo em vista que a mensuragdo da
oxidagdo do TMB, pela taurina-cloramina produzida pelas primeiras, foi maior do que a
produgfo das tltimas. Portanto, a C13, mesmo em células com maior produgfo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e mesmo quando incorporada em LUV, manteve sua atividade
antioxidante, inibindo 50% das ERO produzidas, nas condi¢Ges analisadas.

Quando complexos imunes se ligam aos receptores FcyR e/ou CR presentes na
membrana citoplasmaética dos neutréfilos, ocorre a ativagio dessas células, evento relacionado
com a produgdo das ERO; a fagocitose dos complexos imunes e a formagéo do fagossoma; o
recrutamento dos granulos citoplasmaticos para o fagossoma e o amadurecimento do mesmo,
originando o fagolisossoma, estrutura onde ocorrera a eliminagéo do antigeno (Nauseef, 2007;
Cassatella et al., 2009; Strydom e Rankin, 2013; Kruger et al., 2015; Leliefeld et al., 2016).
Para serem executadas, as fun¢des que o neutréfilo utiliza na eliminagéo dos agentes infeciosos,
dependem direta ou indiretamente do status redox da célula (Sakai et al., 2012). Portanto a

utilizagdo de substincias antioxidantes que modulem negativamente o metabolismo oxidativo,
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podem interferir nas demais fungdes celulares (Hattori ef al., 2010). Nesse contexto, Andrade,
M.F., (2016), observou que o Derivado 3-fenilcumarinico (C13) inibe a desgranulagdo e a
formagdo e liberagfio de NETs de neutrdfilos de sangue periférico de individuos saudaveis,
quando estimulados. Dessa forma, avaliou-se nesse trabalho se essa substancia seria capaz de
modular essas mesmas fun¢des em neutrdfilos de sangue periférico de pacientes com AR.

Os resultados mostraram que a C13 na concentragdo de 20 pM, livre ou lipossomal,
inibiu cerca de 80% da desgranulagdo da enzima elastase de neutrofilos periféricos de pacientes
com AR, como também, na forma livre, reduziu pela metade a capacidade dessa célula de formar
e liberar as NETs (ver figuras 4.10, 4.11, 4.12 e 4.13). O fato dessa substidncia modular
negativamente essas duas fungdes efetoras dos neutréfilos, mostra que ela apresenta também
uma atividade anti-inflamatoria. Esses dois processos estdo intimamente conectados, pois a
elastase, quando recrutada para o nucleo da célula, facilita a degrada¢do de histonas,
possibilitando a liberagdo do DNA (Papayannopoulos et al., 2010). Por sua vez, a liberagédo da
enzima elastase € completamente dependente do status redox da célula, ja que ela esta associada
fortemente a matriz de proteoglicana, presente nos granulos azuréfilos, de forma que sua
liberagdo e subsequente ativacdo € dependente do influxo de ions e da variagdo do pH
fagolisossomal, eventos que estdo associados a produgdo do dnion superdxido pelo complexo
enzimatico da NADPH oxidase (Reeves et al., 2002). O Derivado 3-fenilcumarinico (C13)
desempenha forte atividade “scavenger” de radicais livres e modula negativamente a atividade
da enzima MPO, alterando o status redox da célula (Kabeya et. al., 2007; Andrade et al., 2013;
Andrade, M. F., 2016). Este efeito inibitério de compostos fenoélicos como a C13, esta
relacionado com a presenga do grupo catecol em sua estrutura o que promove alteragcdo no
processo de desgranulagdo da elastase (Blackburn et al., 1987; Kanashiro et al., 2007; Santos et
al.,2013).

Além disso, as ERO também sdo importantes na formag¢do das NETs por facilitar a
citrulinizagio de histonas e favorecer a descondensagdo do material genético (Kawakami et al.,
2015). Substéncias antioxidantes que atuam como “scavenger” de radicais livres ou interferem
no funcionamento das enzimas NADPH oxidase e MPO, dificultam a formac¢do das NETs
(Kirchner et al., 2012; Mohammed et al., 2013; Vorobjeva e Pinegin, 2016). E sabido que as
NETs tem, dentre outros efeitos benéficos, o papel de impedir a disseminagdo de agentes
infecciosos através da corrente sanguinea e limitar a inflamagao (Fuchs et al., 2012; Schauer et
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al., 2014). Contudo elas reforgam a patologia de intmeras doengas, onde aumentam a
possibilidade do surgimento de autoantigenos, dentre outros eventos, acentuando e tornando
cronico o processo inflamatorio (Sangaletti et al., 2012; Khandpur ef al., 2013). Drogas capazes
de impedir a formag&o das NETs sdo importantes principalmente para o tratamento de doengas
autoimunes, onde as mesmas sdo formadas de forma expressiva.

Duas caracteristicas interessantes na estrutura molecular da C13 estéo relacionadas com
as atividades antioxidante e anti-inflamatéria por ela apresentada, nos dados experimentais
apresentados: a presenga do grupo substituinte orto-diidroxi nas posi¢des C6 e C7 do esqueleto
cumarinico e uma metilenodioxila ligada ao anel fenilico. Como mencionado anteriormente, a
primeira caracteristica estrutural estaria relacionada com a atividade “scavenger” de radicais de
oxigénio e com a atividade moduladora da MPO (Andrade, M. F., 2016), e a segunda estrutura,
aumentaria a capacidade dessa substdncia de interagir com membranas biolégicas, servindo
como um carreador da mesma para o espago intracelular e sugerindo que ela possua alvos
intracelulares de atuagdo (Van Acker et al., 1998; Vuotto et al., 2003).

De maneira geral, o derivado 3-fenilcumarinico se mostrou um excelente modulador das
funcdes efetoras -de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com AR in vitro. Esses
resultados possibilitam que essa substancia possa servir de protétipo para o desenvolvimento de
farmacos com emprego em processos inflamatérios, onde ocorre o recrutamento em massa de
neutréfilos. Dessa forma, pensando-se na aplicagdo terapéutica dessa substancia, foram
realizados experimentos visando analisar se a C13 interfere na viabilidade celular de neutréfilos,
mantidos em condigdes de cultura. Tendo em vista que para avaliar a apoptose dessas células
faz-se necessario manté-las em condigdes de cultura (5% de CO3, 37°C) por um periodo minimo
de seis horas, a viabilidade das mesma foi verificada quando elas foram mantidas em cultura
por até 18 horas.

De acordo com os dados experimentais, o Derivado 3-fenilcumarinico no apresentou
efeito citototoxico, nem quando analisada a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)
liberada no sobrenadante da cultura celular (ver figura 4.14), nem quando foi realizada a analise
de exclusdo ao corante azul de Tripan (ver tabela 4.2). A substincia também nio alterou a
viabilidade celular, quando foi realizado o experimento utilizando Anexina-V e Iodeto de
Propidio (PI), ja& que ambas as concentragdes (1 e 20 pM), ndo mostraram difereng¢a na
porcentagem de c€lulas vidveis (80%), quando comparadas ao controle (DMSO 0,1%).
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Apesar da C13 néo interferir na viabilidade celular, as porcentagens de células positivas
para Anexina-V (apoptose) ou lodeto de Propidio (necrose) foram diferentes para células
tratadas na concentracdo de 20 pM, aumentando a porcentagem de células em necrose e
reduzindo a porcentagem de células em apoptose, quando comparado ao controle (DMSO 0,1%)
(ver figura 4.15). Dessa forma, a C13 interferiu nos estagios de morte dos neutr6filos mantidos
em condi¢cdes de cultura por até 18 horas, nas condi¢des analisadas. Esse fato se deve,
provavelmente em decorréncia da concentragéo utilizada da C13 (20 uM), uma vez que € capaz
de inibir praticamente 100% da produgdo de QLIum. Assim a auséncia total de ERO, provocada
pelo excesso de antioxidante no meio de cultura, poderia estar favorecendo uma modulag¢&o no
estagio de morte celular, alterando de uma condig@o que promove a apoptose espontinea para a
uma condi¢do que favorece a necrose. Essa ideia € confirmada por estudos que mostram que em
neutrofilos senis, hd um aumento na produ¢do de ERO, de forma constitutiva, que induz a
liberacdo de catepsina D dos grénulos azuréfilos, ativando a caspase-8, ou a4 diminuigédo da
produgéo de glutationa, que atua como inibidor de caspase-8 e caspase-3, resultando no aumento
da atividade da caspase e ativagéo da apoptose esponténea (Geering e Simon, 2011).

Dentre as alteragdes morfologicas sofridas por neutrofilos em apoptose ocorre a
clivagem do material genético, tornando esse material hipodiploide (Riccardi e Nicoletti, 2006).
Apesar de ndo ser uma redugdo significativa em relagdo ao controle (DMSO 0,1%), a
permanéncia das células por 18 horas incubadas com a C13 na concentragéo de 20 pM, reduziu
a porcentagem de células hipodiploides, confirmando os dados obtidos no experimento anterior
(ver figura 4.16).

Desde o momento que os neutrofilos deixam a medula dssea até a sua retirada da
circulacdo, essas cé€lulas apresentam uma varia¢éo no nivel de expressdo de alguns receptores
de membrana. Muitas vezes, os niveis de expressdo desses receptores reflete o estagio de
envelhecimento ou o nivel de ativagdo da célula. O receptor CD62L, por exemplo, tem a sua
expressdo reduzida a medida que a célula fica madura ou quando as mesmas séo ativadas. Por
sua vez, a expressdo do receptor para a porgdo cristalizavel das imunoglobulinas G, FcyRI
(CD64), ¢é induzida e aumentada a medida que as células sdo ativadas (Zhang et al., 2015).

De acordo com os dados experimentais, ndo houve diferenga na expresséo do receptor
CD64, na membrana de neutréfilos de sangue periféricos de pacientes com AR mantidos em

cultura, mostrando que as condigdes de cultivo celular estavam adequadas e que as células ndo
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sofreram ativagdo durante o periodo de incubagdo (ver figura 4.17a). Com relagdo & expresséo
do CD62L, houve uma redugfo na sua expressio para o tempo de 18 horas em relagéo ao tempo
de 0 horas para todos os tratamentos. Portanto, a C13 nfo alterou o padrdo de expressdo nem do
CD64 nem do CD62L, se comparado com o controle (DMSO 0,1%) de cada tempo (ver figura
4.17b).

O Derivado 3-fenilcumarinico C13 modula negativamente o metabolismo oxidativo de
neutro6filos de sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide estimulados com diferentes
tipos de Imunocomplexos. Na concentragdo de 20 pM, a C13 modulou a desgranulagédo da
enzima elastase, como também diminuiu a formag#o e liberagdo das NETs pelos neutréfilos de
sangue periférico de pacientes com AR estimulados com Imunocomplexos Imobilizados (iIC),
sem interferir na viabilidade celular. Assim sendo, esta substancia pode servir de prototipo para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que poderdo ser empregados no tratamento de

doengas, onde ha intensa participagdo de neutréfilos como na artrite reumatoide.
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VI. CONCLUSAO



Os resultados desse trabalho mostraram que o Derivado 3-fenilcumarinico 6,7-diidroxi-
3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-cumarina (C13), uma substincia sintetizada com base em produtos
de origem vegetal, nas concentragdes de Clsg- QLIum - estabelecida em experimentos realizados
com neutréfilos de sangue periférico de individuos saudaveis - , na forma livre ou incorporada
em lipossomas (LUV), também foi capaz de inibir cerca de 50% da QLIlum de neutrdfilos de
sangue periférico de pacientes com AR ativa ou inativa. Além disso, nessas mesmas condigGes,
ndo interferiu nas demais fungdes efetoras dos neutréfilos avaliadas. Contudo, na maxima
concentragdo avaliada (20 uM), livre e/ou incorporada no LUV, a C13 inibiu cerca de 50% da
capacidade do neutréfilo de oxidar o TMB pela taurina-cloramina, cerca de 60% da capacidade
das células de liberar a enzima elastase e cerca de 40% do processo de formag#o e liberagdo das
NETs de neutréfilos periféricos de pacientes com AR. Em condi¢des de cultura, a C13 néo
interferiu na viabilidade de neutréfilos de sangue periférico de pacientes com AR,
permanecendo essa porcentagem em torno de 80% para todos os tratamentos realizados durante
as 18 horas. No entanto, na concentragdo de 20 pM, modulou os estagios de morte das células,
reduzindo a porcentagem de neutrdfilos em apoptose e aumentando a porcentagem de células
em necrose, em relagdo ao controle (DMSO 01%) (ver figura 6.1).

A capacidade de inibir a desgranulagio da enzima elastase e de impedir a formagéo e a
liberagdo das NETs, associada com a capacidade da mesma de modular negativamente o
metabolismo oxidativo, sem interferir na viabilidade celular, indica que a C13 possa ser aplicada
como prototipo de um agente terapéutico adjuvante ao tratamento convencional de pacientes

com artrite reumatoide.
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IC Imobilizados :

Figura 6.1: Esquema representativo do efeito imunomodulador do Derivado 3- fenilcumarinico
6,7-diidroxi-3-[3’,4’-metilenodioxifenil]-cumarina (C13) em neutrofilos de pacientes com artrite
reumatoide, estimulados via FCyR e CR. Para maiores detalhes ver conclus@o. Figura adaptada de:

Mocsai, 2013.
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ANEXO I — Parecer do Comité de €tica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo

HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA

o ]
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO B

Ribeirdo Preto, 02 de marc¢o de 2016
Oficio n® 714/2016
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “MODULACAO FUNCIONAL DE
NEUTROFILOS DE SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE POR 6,7-DIIDROXI-3-[3,4-METILENODIAXIFENIL]-CUMARINA,
INCORPORADA EM LIPOSSOMAS” - versdo 2, de 19/11/2015, foi analisado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em sua 422® Reunido Ordinaria, realizada em
29/02/2016 e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como 0s Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido, de 11/12/2015, de acordo com o Processo
HCRP n° 15038/2015.

®e acordo com Carta Circular n® 003/2011/CONEP/CNS, datada
de 21/03/2011, o sujetto de pesquisa ou seu represenitante, quando for o caso,
deverd rubricar todas as folhas do Termno de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE - apondo sua assinatura na wuitima do referido Termo; o pesquisador
responsdvel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ~ TCLE - apondo sua assinatura na ultima pagina
do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizagao de Boas Prdticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugdo n° 466/ 12
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

~DR . MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Tlustrissimas Senhoras

LUCINEIA REUSE ALBIERO

PROF*.DR®. YARA MARIA LUCISANO VALIM{Orientadora)
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirac Preto - SP FWA-00002733; IRB-00002186 e Registro PBICONEP n® 5440
(16)3602-2228/cep@hcrp.usp.br

WWWBCTP.USD DT
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ANEXO II - Parecer do Comité de ética da Instituicdo proponente (Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo)

"s Magy e,

n"’

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
8 Comité de Elica em Pesquisa
>

e
Yorraim 39

Ribeirdo Preto, 24 de margo de 2016.

Projeto de pesquisa: “MODULAGAO FUNCIONAL DE NEUTROFILOS DE
SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE POR 6,7-

DIIDROXI-3-[3,4-METILENODIOXIFENIL}-CUMARINA, INCORPORADA EM
LIPOSSOMAS”.

Pesquisador Responsavel: LUCINEIA REUSE ALBIERO

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

“O Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Prcto - USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da Instituigdo
Proponente, que cumpre as Resolucdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugao
CNS 446/12. Diante disso, a FCFRP-USP, como institui¢do coparticipante do referido
projeto de pesquisa, estd Eiente de suas corresponsabilidades e de seu compromisso
no resguardo da seguranca e bem-estar dos sujeitos da pesquisa, dispondo de

infraestrutura necesséria para a garantia de tal seguranga e bem-estar”.

Ciente e de acordo:

é‘&m BT ahads ﬂw ,,
Cleni Mara Marzocchi Machado Maria Vitéria Lopcs\Badra Bentlcv
Coordenadora do CEP/FCFRP M\,ﬂ"f Diretora da FCF RP/ USP /

Avenida do Cale, s/n® - Monte Alegre ~ CEP 14040-803 - Ribeirao Preto ~ SP
Diretoria ~ fcirp@usp.br
Fone: (16) 33154181 ~ Fax: {16) 33154692



ANEXO III — Certificado de aprovagdo da comissdo de ética no uso de animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO ""l_
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiriio Preto A )

COMISSAO DE ETICA NO.USO BE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos ‘que o projeto intitulado “Modula¢io funcional de neutréfilos de
sangue Pperiférico de pacientes com artrite reumatdide por 6,7-diidroxi-3-{3°4"-
merilenodioxifenil]-cumarina, incorporada em lipossomas™, protocolo n° 15.1.1163.60.0, sob a
responsabilidade de L.ucinéia Reuse Albiero e da Profa. Dra. Yara Maria Lucisano Valim, que
envolve manutengdo e utilizagdo dc animais pertencentes ao. filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o.homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n®11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA). e foi
aprovado ud referendum pela Comissio de Etica no Uso. de Animais da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na data de 12/04/2016.

Vigénciado Projeto ‘ 01/02/2016 a 02/02/2017
Espécie/Linbagem Coclho New Zealand white
N° de-animais 04
Peso/ldade 2,5kg
Sexo Fémea
Origem Biotério Central USP RP

Ribeirdo Preto, 12 de abril de 2016.

%ﬂ@%{%ﬁ/
Profa. DraZ Ada Patfitia Yatus da Natsui

Presidente da CEUA-FCTRP

Avenida do Café SIN®~ Monte Alegre - CEP 14040-903 ~ Ribeirdo Preto - SP
Camissfo de Etica no Uso de Animais - ceoadfefm.usp.br
Fone: (16) 3315-8539 ~ Fax: {16} 33152-1892
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