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RESUMO 

 

A Esclerose sistêmica (ES) é uma doença do tecido conjuntivo, caracterizada pela 

fibrose da pele e de órgãos internos, alterações vasculares e presença de autoanticorpos. Poucas 

terapias eficazes existem até o momento para tratamento da ES, e a maior parte é direcionada 

para os sintomas, não existindo nenhuma modalidade terapêutica que atue comprovadamente 

no envolvimento fibrótico da doença. A vitamina D atua nas células do sistema imunológico, 

regulando a produção de citocinas, além de promover a redução de marcadores fibróticos. Dessa 

forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrótica da 

vitamina D na ES. Foram incluídos no estudo 36 pacientes com ES atendidos no serviço de 

reumatologia do HC-UFPE. A resposta ao tratamento in vitro foi realizada em cultura de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 de 21 

pacientes com ES e 10 controles saudáveis e em fibroblastos saudáveis de pele (HFF-1) e 

pulmão (MRC-5) estimulados com fator transformador do crescimento-β (TGF-β). As células 

foram tratadas com a 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH)2 D3) em diferentes concentrações 

(0.1, 1, 10 e 100 nM) e a dexametasona (1.000 nM) foi utilizada como controle positivo. 

Adicionalmente foi realizada a dosagem da 25 (OH) vitamina D sérica pela técnica de 

quimioluminescência em 36 pacientes e 36 controles saudáveis pareados por sexo e idade.  As 

dosagens das citocinas presentes no sobrenadante nas culturas de PBMC foram realizadas 

utilizando o ELISA ou CBA. A avaliação da expressão gênica foi realizada por PCR em tempo 

real após extração do RNA dos fibroblastos. Observamos que 63,8% dos pacientes com ES 

apresentavam insuficiência de vitamina D e níveis séricos mais baixos quando comparados com 

os controles saudáveis (p= 0.04). O tratamento com a 1,25 (OH) 2 D3 promoveu redução 

significativa nos níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-γ e TNF em 

sobrenadante de cultura de PBMC de pacientes com ES , além disso, observou-se um aumento 

nos níveis de IL-10 e IL-4. O tratamento com 1,25 (OH) 2 D3 em culturas de fibroblastos de 

pele reduziu significativamente a expressão gênica de ACTA2 (p<0.05). Adicionalmente, 

vimos que a dexametasona promoveu redução nos níveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, 

IL-17F, IFN-γ, TNF e IL-1β. Com base nos resultados obtidos, sugere-se a vitamina D como 

um possível agente terapêutico para o tratamento da ES. Ademais, os resultados vistos com a 

dexametasona esclarecem os efeitos desempenhados por esse medicamento in vitro e podem 

dar suporte para novas possibilidades de investigação do papel da molécula desempenhado in 

vivo.  
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ABSTRACT 

 

Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue disease characterized by fibrosis of the 

skin and internal organs, vascular changes and the presence of autoantibodies. Few effective 

therapies exist to date for treatment of SSc, and most are directed at symptoms, and there is no 

therapeutic modality that acts demonstrably in the fibrotic involvement of the disease. Vitamin 

D acts on the cells of the immune system, regulating the production of cytokines, in addition to 

promoting the reduction of fibrotic markers. Thus, the objective of this study was to evaluate 

the immunomodulatory and antifibrotic activity of vitamin D in SSc. The study included 36 

patients with SSc from the rheumatology departament of the HC-UFPE. The response to in 

vitro treatment was performed in anti-CD3 and anti-CD28 stimulated peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) from 21 SSc patients and 10 healthy controls and in healthy skin 

(HFF-1) and lung (MRC-5) fibroblasts stimulated with transforming growth factor-β (TGF-β), 

the cells were treated with 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25 (OH)2 D3) at different 

concentrations (0.1, 1, 10 and 100 nM) and dexamethasone (1.000 nM) was used as a positive 

control. In addition, 25 (OH) vitamin D serum was measured by chemiluminescence in 36 

patients and  36 healthy controls matched by sex and age. The dosage of the cytokines present 

in PBMC cultures supernatant were performed using the ELISA or CBA. Gene expression 

evaluation was performed by real-time PCR after extraction of RNA from fibroblasts. We 

observed that 63.8% of SSc patients had vitamin D insufficiency and lower serum levels when 

compared to healthy controls (p= 0.04 ). The treatment with 1,25 (OH)2 D3 promoted 

significant reduction in IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F, IFN-γ and TNF levels in the 

supernatant PBMC culture of SSc patients, in addition, an increase in IL-10 and IL-4 levels was 

observed. Treatment with 1,25 (OH)2 D3 in cultures of skin fibroblasts significantly reduced 

gene expression of ACTA2 (p<0.05). In addition, we found that dexamethasone reduced IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-γ, TNF and IL-1β levels. Based on the results obtained, 

vitamin D is suggested as a possible therapeutic agent for the treatment of SSc. In addition, the 

results seen with dexamethasone clarify the effects os this drug in vitro and may support new 

possibilities for investigation the role of the molecule perfomed in vivo.  

Keywords: Systemic sclerosis. Vitamin D. Cytokines. Therapeutic innovation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A Esclerose Sistêmica (ES) é uma doença do tecido conjuntivo de caráter 

autoimune, que se caracteriza principalmente por fibrose cutânea e visceral progressivas.  

A ES está relacionada a significativa morbidade, com espessamento da pele, úlceras 

digitais, contraturas de articulações, hipertensão pulmonar, doença pulmonar intersticial, 

e insuficiência renal. A doença está associada a alta taxa de mortalidade, que ocorre 

devido a manifestações graves e ausência de tratamentos efetivos, cerca de 3,5 vezes 

maior que a estimativa para pessoas do mesmo sexo e idade (ZIMMERMANN; 

PIZZICHINI, 2013; HUDSON et al., 2009; NIKPOUR; BARON, 2014). 

 A fisiopatogênese da ES é complexa e ainda não está completamente 

compreendida, resulta da inter-relação de três mecanismos principais: a disfunção 

endotelial, a desregulação da imunidade inata e adaptativa e a hiperativação dos 

fibroblastos e células relacionadas, que resulta no desenvolvimento da fibrose 

(ZIMMERMANNN; PIZZICHINI, 2013). 

 Pacientes com ES apresentam níveis séricos aumentados de citocinas Th1, Th2 e 

Th17 em comparação com indivíduos saudáveis. As citocinas pró-inflamatórias Th1 e 

Th17 parecem estar aumentadas nos estágios iniciais da doença, enquanto que as citocinas 

Th2 associam-se com o estágio mais tardio da doença. Estudos realizados mostram 

associações entre as manifestações clínicas da ES e níveis de citocinas presentes no soro 

e na pele de pacientes (BARAUT et al., 2010; BREMBILLA; CHIZZOLINI, 2012). 

 A complexa interação entre os mecanismos fisiopatogênicos da ES dificulta o 

desenvolvimento de uma terapia que seja eficaz. Os tratamentos da ES geralmente são 

determinados pela extensão e gravidade das manifestações da doença, e a maior parte é 

direcionada para os sintomas, não existindo nenhuma modalidade terapêutica que atue 

impedindo a progressão da fibrose (RAJA; DENTON, 2016; TYNDALL et al., 2009; 

ALLARONE et al., 2016). Os glicocorticoides são amplamente utilizados no tratamento 

da ES, embora faltem dados que mostrem os seus efeitos positivos no tratamento da 

doença, e geralmente são usados em associação com outros imunossupressores. Os efeitos 

terapêuticos dos glicocorticoides estão associados com reações adversas, principalmente 

quando usados em doses mais elevadas (IUDICI et al., 2014; IUDICI, 2017; SPIES et al., 

2011). 
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 Dessa forma, é clara a necessidade de estudos que visem a descoberta de novos 

tratamentos que possam ser usados para o manejo da ES. A 1,25- Dihidroxivitamina D3 

atua nas células T inibindo a proliferação e produção de citocinas por essas células. 

Evidências mostram que a vitamina D é capaz de regular citocinas das vias Th1, Th2, 

Th17 e Treg (CARTONA et al., 2015). Além disso, o tratamento in vitro com a vitamina 

D promoveu redução significativa na expressão de mediadores do processo fibrótico da 

ES e diminuição da fibrose dérmica em modelo experimental de ES (ZEER et al., 2014). 

Estudos realizados mostram alta prevalência de hipovitaminose D em pacientes com ES, 

além de correlação com manifestações clínicas da doença (ARNSON et al., 2011; 

VACCA et al., 2009). 

 Os efeitos desempenhados pela vitamina D na modulação do sistema imunológico 

e na regulação de mediadores fibróticos podem representar uma boa alternativa 

terapêutica para o tratamento da ES, no entanto, até o presente momento não existem 

estudos que explorem a ação imunomoduladora da vitamina D na doença. Além disso, 

ainda não foi completamente compreendida a relação existente entre hipovitaminose D e 

ES, reforçando a necessidade de trabalhos que busquem o entendimento do papel da 

vitamina D na doença. 

 O presente estudo tem por finalidade a busca de estratégias de tratamento para a 

esclerose sistêmica, por meio da avaliação da atividade imunomoduladora e antifibrótica 

da vitamina D e da dexametasona in vitro na esclerose sistêmica, dos níveis séricos da 

vitamina D em pacientes com ES e das possíveis correlações entre os níveis de vitamina 

D, manifestações clínicas e resposta aos tratamentos in vitro. 

1.1  OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo geral 

 Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrótica da vitamina D e da 

dexametasona in vitro. 

1.1.2 Objetivos específicos 

 Avaliar os níveis séricos da 25 (OH) vitamina D em pacientes com Esclerose 

Sistêmica; 
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 Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na modulação de citocinas relacionadas com o 

processo fibrótico; 

 Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na regulação da expressão de genes pro-

fibróticos em fibroblastos de pele (HFF-1) e pulmão (MRC-5); 

 Avaliar possíveis correlações entre os níveis de vitamina D, manifestações clínicas e 

a resposta ao tratamento com a vitamina D in vitro; 

 Avaliar o efeito in vitro da dexametasona na produção de citocinas em pacientes com 

ES. 

 

1.2 JUSTIFICATIVA 

 A esclerose sistêmica é considerada uma das mais graves doenças reumáticas 

autoimunes devido ao seu grande impacto na morbimortalidade dos pacientes 

acometidos. É uma doença que atinge preferencialmente o sexo feminino, com maior 

incidência dos 30 aos 50 anos, o que representa uma faixa etária economicamente ativa, 

e o seu alto grau de incapacidade funcional determina grandes repercussões no âmbito 

psicossocial e econômico 

 Os mecanismos fisiopatogênicos da doença são complexos e ainda não estão 

completamente compreendidos. Caracteriza-se essencialmente por dano vascular, 

desregulação imunológica e fibrose, que representa a via final comum da doença. A soma 

desses eventos resulta na heterogeneidade clínica da doença e reflete na dificuldade em 

se estabelecer um tratamento eficaz. Até o momento, as modalidades terapêuticas 

disponíveis para o tratamento da doença são direcionadas para os sintomas, não existindo 

ainda nenhum fármaco que comprovadamente atue interferindo na progressão da fibrose, 

e apresentam pouco impacto na evolução da doença. Neste contexto, fica clara a 

necessidade de estudos que visem à descoberta de novos alvos e de novos fármacos a 

serem utilizados no tratamento desta doença. 

 Estudos têm demonstrado que a vitamina D possui outras funções, além das 

desempenhadas no metabolismo do cálcio e formação óssea, como a interação com o 

sistema imunológico e propriedades antifibróticas, sugerindo um grande potencial 

terapêutico no tratamento da ES. Entretanto, os estudos que avaliaram os efeitos in vitro 

na ES, uma estratégia importante no entendimento do mecanismo de ação da molécula, 
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são ainda escassos. Sendo assim, o presente trabalho tem como finalidade avaliar efeito 

imunomodulador e antifibrótico in vitro da vitamina D na ES. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1  ESCLEROSE SISTÊMICA 

 A Esclerose Sistêmica  é uma doença do tecido conjuntivo, que se caracteriza pela 

fibrose da pele e de vários órgãos internos, alterações vasculares e presença de 

autoanticorpos. De acordo com a extensão e localização do acometimento cutâneo, a ES 

classifica-se clinicamente em: cutânea limitada (CL) e cutânea difusa (CD) (ZUO et al., 

2016; ZIMMERMANN; PIZZICHINE, 2013). Trata-se de uma doença rara, cujas taxas 

de incidência e prevalência variam de acordo com a localização geográfica, com 

incidência variando de 3,7 a 22,8 por milhão de habitantes e prevalência variando de 31 

a 286 por milhão de habitantes (BARNES; MAYES, 2012). Em um estudo brasileiro 

foram relatadas taxas de incidência de 11,9 por milhão de habitante e de prevalência de 

105,6 por milhão de habitantes, dados que estão inferiores aos encontrados em estudos 

americanos e próximo dos estudos europeus (HORIMOTO et al., 2016). Além disso, a 

ES está associada ao aumento da morbidade e mortalidade (BARON, 2016).   

2.1.1 Etiopatogênese 

 Embora os conhecimentos a respeito dos eventos etiopatogênicos da ES tenham 

avançado, a causa exata do surgimento da doença não é conhecida, mas possivelmente 

envolve fatores ambientais e genéticos (ZIMMERMANN; PIZZICHINE, 2013; ZUO et 

al., 2016). 

 Pesquisas realizadas mostram que mesmo a ES sendo considerada uma doença 

idiopática na maior parte dos casos, fatores ambientais podem estar relacionados com o 

surgimento da doença em alguns casos. A exposição à sílica e aos solventes orgânicos 

representam fatores de risco ambientais que podem ter associação com o 

desenvolvimento da ES. Além desses fatores, as exposições a agentes infecciosos, 

principalmente viral, também têm sido relacionadas com a etiologia da ES, como as 

infecções pelo citomegalovírus, parvovírus B19, Epstein-Barr e papilomavírus humano 

(ZIMMERMANN; PIZZICHINE, 2013; STICHERLING, 2012). 

 A susceptibilidade genética é outro fator que tem sido apontado por diversos 

estudos para o desenvolvimento da ES.  Histórico familiar da doença é considerado um 

fator de risco importante, os parentes de primeiro grau parecem ser os mais 
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predisponentes ao desenvolvimento da doença em relação a população geral 

(STICHERLING, 2012; MAYES & TROJANOWSKA, 2007; ARNETT et al., 2001; 

ENGLERT et al., 1999). Vários estudos buscam descobrir os genes que podem estar 

envolvidos no aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento da ES e na progressão da 

doença. Os genes da região do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) são 

os que apresentam maiores indícios de associação com a ES, essa região reúne genes que 

desempenham importantes funções do sistema imunológico (NAVARRO; BUSTOS, 

2006; STICHERLING, 2012; JIN et al., 2014).  

2.1.2 Manifestações clínicas 

 A fibrose da pele representa o comprometimento cutâneo mais característico da 

ES (Figura 1). De acordo com a natureza e extensão do envolvimento cutâneo, a ES 

classifica-se em duas formas clínicas: a cutânea limitada (CL) e a cutânea difusa (CD).  

A CL é a forma de maior ocorrência e o espessamento da pele é restrito à face e às 

extremidades, essa forma clínica costuma ter uma progressão mais lenta.  Enquanto que 

a CD tem um início mais rápido, e se caracteriza por um comprometimento mais extenso 

da pele, acometendo além da face e extremidades, os membros e o tronco. Os pacientes 

podem desenvolver outras manifestações cutâneas além do espessamento da pele, como 

telangiectasias, calcinose e microstomia, que é a limitação da abertura da boca (KRIEG; 

TAKEHARA, 2009). 

 

Figura 1. Espessamento cutâneo e alteração de pigmentação em mãos de paciente com ES (Banco de 

imagens do Serviço de Reumatologia do Hospital das Clínicas – HC – UFPE). 
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 A disfunção vascular crônica também está presente nos pacientes com  ES, 

inicialmente se manifesta com alterações de vasoconstricção e vasodilatação reversíveis 

e progridem para alterações estruturais ou vasculopatia da microcirculação.  O fenômeno 

de Raynaud (FRy) se manifesta em aproximadamente 95% dos pacientes, é resultado de 

uma resposta vasoconstrictora alterada ao frio e/ou estresse que causa espasmo de 

arteríolas cutâneas e resulta em palidez cutânea e cianose, e pode preceder em anos o 

desenvolvimento dos demais sintomas da doença (Figura 2A) (FLAVAHAN et al., 2003). 

As úlceras digitais ocorrem em cerca de 30% dos pacientes, e são resultantes de 

vasculopatias primárias que podem levar ao espessamento da camada íntima dos vasos e 

oclusão do lúmen (Figura 2B). As úlceras digitais têm etiologia multifatorial, podendo 

estar associadas à isquemia, microtraumas repetitivos, esclerodactilia e calcinose 

(STEEN et al., 2010). 

 

Figura 2. A. Fenômeno de Raynaud B. Úlceras digitais e necrose em polpas digitais (Banco de imagens do 

Serviço de Reumatologia do Hospital das Clínicas – HC – UFPE). 

 

  

Alterações pulmonares também podem ser comuns em pacientes, e inclui a doença 

pulmonar intersticial (DPI), que pode evoluir com fibrose pulmonar, e a hipertensão 

arterial pulmonar (HAP), que é resultante da doença vascular pulmonar. Os sinais clínicos 

do envolvimento pulmonar incluem dispneia, tosse, dor torácica e fadiga. As 

manifestações pulmonares são a principal causa de morbimortalidade dos pacientes com 
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ES. DPI pode representar até 16% das mortes em ES. A HAP está presente em 

aproximadamente 12% dos pacientes com ES e tem uma taxa de mortalidade de 50% nos 

três anos subsequentes ao diagnóstico (WELLS et al., 2009; CHAISSON; HASSOUN, 

2013). 

 O trato gastrointestinal (TGI) é frequentemente afetado na ES, podendo ser o 

segundo local mais comum de acometimento da doença, presente tanto em pacientes com 

a forma CL quanto com a CD. O aspecto fibrótico da doença é que se desenvolve nos 

órgãos do TGI, promovendo alterações na motilidade, digestão e excreção. Dessa forma, 

os pacientes podem apresentar refluxo gastroesofágico, incontinência fecal, constipação, 

disfagia, retardo no esvaziamento gástrico, manifestações que apresentam importantes 

valores para prognóstico, morbidade e mortalidade (FORBES; MARIE, 2008). 

 O envolvimento cardíaco é frequentemente secundário a manifestações da doença 

em outros órgãos, rins ou pulmões, mas pode surgir também como resposta primária, 

podendo desenvolver fibrose miocárdica, neuropatia autonômica, envolvimento de 

pequenos vasos coronarianos ou do pericárdio. Assim, várias anormalidades podem 

surgir dependendo da estrutura afetada, incluindo arritmias cardíacas, derrame 

pericárdico, isquemia, hipertrofia ou fibrose com ou sem insuficiência cardíaca 

(ALMEIDA et al., 2011). 

 A crise renal esclerodérmica representa o envolvimento renal na ES, e já foi 

considerada a complicação mais grave da doença, por ter sido a principal causa de morte 

nos pacientes. Com o desenvolvimento de inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (IECA), a crise renal esclerodérmica se tornou uma manifestação passível 

de tratamento, embora alguns pacientes tenham resultados  desfavoráveis e evoluam com 

necessidade de terapia substitutiva renal  (STEEN, 2014). 

 O envolvimento músculo-esquelético é comum na ES. Manifesta-se com o 

acometimento de articulações, que afeta de 46 – 95% dos pacientes na forma de artralgia, 

contratura articular e artrite, e a miopatia, que é um grupo heterogêneo de distúrbios 

musculares que inclui fraqueza muscular, mialgia e elevação de enzimas musculares 

(MORRISROE et al., 2015; ALMEIDA et al., 2011). 
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2.1.3 Fisiopatogênese 

 A fisiopatogênese da ES é complexa e incompletamente compreendida, sendo 

composta por três eventos principais, que são: o dano vascular de pequenas artérias e 

arteríolas, a desregulação imunológica e a fibrose, que representa a via final comum da 

doença e acomete a pele e vários órgãos internos (Figura 3). A soma desses eventos 

fisiopatogênicos resulta na heterogeneidade de expressão fenotípica da doença (KUMAR 

et al., 2017; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013). 

 

 

Figura 3. Fisiopatogênese da esclerose sistêmica. Interação entre vasculopatia, desregulação imunológica 

e fibrose. 

 

Fonte: modificado de KUMAR et al., 2017. 

 

2.1.3.1 Comprometimento vascular 

 A vasculopatia é uma manifestação de grande importância na ES, estando presente 

em quase todos os indivíduos acometidos pela doença. Os pacientes apresentam 

diferentes graus de comprometimento vascular, resultantes do desequilíbrio entre os 
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vasodilatadores e vasoconstrictores (NAVARRO; BUSTOS, 2006). Não se sabe qual o 

fator inicial desencadeante dos danos vasculares na ES, mas a partir desse fator 

determinante, iniciam-se uma série de alterações que resultam em mudanças iniciais da 

microcirculação e culminam com o desenvolvimento de fibrose. Essa série de alterações 

levam a um comprometimento na microcirculação, disfunção endotelial, alteração de 

angiogênese e vasculogênese, ativação crônica de plaquetas e vasoconstrição contínua 

(SEGURA; FERRAZ-AMARO, 2015). 

 A alteração inicial que ocorre nos capilares é o aumento dos espaços 

intercelulares, que leva a uma maior permeabilidade e consequentemente ao edema da 

matriz extracelular (MEC). Posteriormente essas células endoteliais ficam edemaciadas e 

ativadas, e aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio e a liberação de 

diversas moléculas como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, que realizam o 

recrutamento de linfócitos T e B e macrófagos pró-fibróticos para o interstício dos 

tecidos. Com a ativação de células inflamatórias e hipóxia tecidual decorrentes das lesões 

vasculares, há liberação de espécies reativas de oxigênio, citocinas e mediadores 

inflamatórios que impulsionam o desenvolvimento da doença (NAVARRO; BUSTOS, 

2006; KUMAR et al., 2017). 

 A disfunção endotelial leva a um desequilíbrio na liberação de moléculas 

vasoativas, com um aumento dos vasoconstritores e diminuição dos vasodilatadores. O 

aumento da liberação de mediadores como o fator de Von Willebrand, endotelina- 1 e 

tromboxano B, somado ao aumento da agregação plaquetária induzida pela serotonina, 

são indicadores de danos às células endoteliais que são mantidas pela hipóxia e por fatores 

tóxicos como proteases, radicais livres, óxido nítrico (NO) e autoanticorpos 

antiendoteliais. As células endoteliais aumentam ainda a expressão de moléculas de 

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

célula vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, que facilitam a migração de células 

inflamatórias das paredes dos vasos para o interior dos tecidos (SEGURA; FERRAZ-

AMARO, 2015; STICHERLING, 2012). 

 Todas estas alterações geram um ambiente antiendotelial, que provoca o aumento 

da taxa de apoptose das células endoteliais, anticorpos endoteliais e redução do número 
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de células endoteliais progenitoras, o que dificulta a neovascularização (STICHERLING, 

2012). 

2.1.3.2 Desregulação imunológica 

 Outra importante alteração que ocorre na fisiopatogênese da ES é a desregulação 

do sistema imunológico, envolvendo tanto a resposta humoral quanto a resposta celular. 

Os autoanticorpos estão presentes na ES e são importantes componentes da imunidade 

humoral, caracterizam as formas clínicas da doença e apresentam associações 

prognósticas. A imunidade celular é representada principalmente pelos linfócitos T, 

responsáveis pela produção de diversas citocinas que desempenham papéis importantes, 

incluindo alterações nas funções das células endoteliais e fibroblastos (RAJA; DENTON, 

2016; CHIZZOLINI; BOIN, 2015). 

 Evidências sugerem diferentes associações dos linfócitos B com a fisiopatogênese 

da ES (LAFYATIS et al., 2007; SATO et al., 2004; BIELECKI et al., 2010; FRANÇOIS 

et al., 2013). A alteração da homeostase e função das células B estão implicadas no 

desenvolvimento e progressão de doenças autoimunes sistêmicas, como a ES. Essas 

células parecem atuar regulando a ativação de fibroblastos, e dessa forma aceleram o 

processo fibrótico da doença, além de contribuir para amplificação do processo 

inflamatório por meio da produção dos autoanticorpos (CHIZZOLINI; BOIN,2015; 

FRANÇOIS et al., 2013). 

 Os autoanticorpos da ES são direcionados para uma série de alvos, intra e 

extracelulares. Mais de 95% dos pacientes apresentam autoanticorpos no momento do 

diagnóstico da doença, e os mesmos já foram associados com subtipos da doença e com 

diferenças na gravidade da doença, como extensão do envolvimento cutâneo, 

manifestações em órgãos internos e prognóstico. Grande parte dos primeiros anticorpos 

identificados na ES são direcionados a antígenos nucleares, são os anticorpos 

antinucleares (ANA). Esses ANA mostraram-se úteis clinicamente na predição do início 

da doença, antes que se tenha um diagnóstico claramente definido. Os principais ANA 

associados com a ES e que são úteis no diagnóstico específico, incluem o anticentrômero, 

anti-DNA topoisomerase I (anti-Scl70), anti-RNA polimerase III (anti-RNAP) e o anti-

fibrilarina, esses quatro diferentes autoanticorpos representam até 80% dos ANA 

detectados na ES (MEHRA et al., 2013). 
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 O anticorpo anticentrômero apresenta uma sensibilidade entre 20 – 40% e 

especificidade maior que 90% (STTEN, 2005; WALKER; FRITZLER, 2007). Apesar da 

frequência relatada do anticentrômero em pacientes com ES ser 20 – 40%, já foi visto que 

pode sofrer variações de acordo com a etnia da população: pacientes brancos 

apresentaram uma frequência de 30%, enquanto que a frequência foi menor em pacientes 

afro-americanos (REVEILLE et al., 2001). A maior parte dos pacientes que produzem o 

anticorpo anticentrômero tem a forma clínica limitada da ES, e apresentam um 

prognóstico mais favorável, com menor mortalidade, em relação aos pacientes que 

possuem outros ANA associados com a ES (MEHRA et al., 2013). 

 O anti-DNA topoisomerase I ou anti-Scl 70 tem uma frequência que varia de 9,2 

– 42% em pacientes com ES. A especificidade pode mudar de acordo com a técnica de 

detecção utilizada, chegando até 99%, embora a sensibilidade geralmente seja inferior a 

25% (SENECA et al., 2005; REVEILLE; SOLOMON, 2003; MAHLER et al., 2010). O 

anti-Scl70 é mais associado com a forma difusa da ES, mas não é exclusivo desse grupo, 

pois pacientes com a forma limitada da doença também podem apresentar esse 

autoanticorpo (REVEILLE; SOLOMON, 2003; WALKER at al., 2007). Esse tipo de 

ANA tem sido associado a pior prognóstico, com aumento da mortalidade, fibrose 

pulmonar e comprometimento músculo-esquelético e cardíaco (MEHRA et al., 2013). 

 Os autoanticorpos anti-RNA polimerase (anti-RNAP) I e III frequentemente estão 

presentes de forma simultânea e representam um padrão de expressão específico para a 

ES, com prevalência na ES em torno de 20% e frequência variável nas diferentes 

populações. A presença dos anti-RNAP I e III está associada com o acometimento 

cutâneo difuso, e em algumas coortes com o maior risco de crise renal. Embora os 

pacientes com anti-RNAP tenham alta prevalência de comprometimento renal, 

apresentam melhor sobrevida em comparação aos pacientes com anti-SCl70 e anti-

fibrilarina (MEHRA et al., 2013; MIERAU et al., 2011; REVEILLE;  SOLOMON, 2003; 

STEEN, 2010; GRAF et al., 2012). 

 A fibrilarina é uma proteína nuclear de 35kDa. Os autoanticorpos dirigidos à essa 

proteína são considerados específicos para a ES, e estão presentes no soro de menos de 

7% dos pacientes. Estudos realizados associaram a presença desse autoanticorpo com 

maior frequência do envolvimento cutâneo difuso, hipertensão arterial pulmonar, lesões 
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músculo-esqueléticas e cardíacas e uma frequência menor de artrite (TORMEY et al., 

2001; SHARIF et al., 2011). 

 A desregulação imunológica na ES envolve também a ativação dos linfócitos T, 

que participam do processo fisiopatogênico da doença por meio da produção de citocinas, 

as quais interagem com células endoteliais e fibroblastos, e dessa forma, desencadeia 

efeitos de indução ou prevenção de doenças vasculares e síntese excessiva de colágeno 

(CHIZZOLINI; BOIN, 2015). Estudos realizados demonstraram a presença de infiltrado 

de células inflamatórias em lesões precoces na ES, sugerindo que essas células, 

principalmente os linfócitos T, atuam promovendo os mecanismos que levam ao 

desenvolvimento da vasculopatia e fibrose. As células T ativadas parecem induzir a 

ativação dos fibroblastos por meio do contato direto ou pela liberação de citocinas que 

atuam de forma parácrina (MEDSGER et al., 2011; CHIZZOLINI, 2007). 

 Evidências mostram que pacientes com ES apresentam níveis séricos de citocinas 

Th1, Th2 e Th17 aumentados em comparação com indivíduos saudáveis. Citocinas pró-

inflamatórias Th1 e Th17 parecem estar aumentadas no estágio inicial da doença, 

enquanto que as citocinas da via Th2 são associadas com a extensão do comprometimento 

fibrótico e envolvimento de órgãos (BARAUT et al., 2010). 

 Linfócitos Th1 se diferenciam dos demais subtipos pela expressão do fator de 

transcrição T-Bet, que regula a expressão de genes específicos das células Th1, essas 

células produzem principalmente citocinas envolvidas em respostas imune celulares, 

como IFN-γ, TNF e IL-2 (GIZINSKI; FOX, 2014). Estudos indicam a participação do 

IFN-γ na fisiopatogênese da ES. O IFN-γ pode atuar regulando a produção de quimiocinas 

envolvidas com a ES, como demonstrado em cultura de fibroblastos de pacientes 

(CHIZZOLINI et al., 2005). Scala et al mostraram em seu estudo que pacientes com ES 

apresentaram níveis mais baixos de IFN-γ em comparação com indivíduos saudáveis 

(SCALA et al., 2004). Por outro lado, outros estudos realizados evidenciaram que 

pacientes com ES apresentam níveis séricos mais elevados de IFN-γ em comparação com 

indivíduos saudáveis, além da associação com manifestações clínicas. Níveis séricos mais 

altos do IFN-γ foram associados com hipertensão arterial pulmonar e miosite 

(BALANESCU et al., 2015; DANTAS et al., 2015).  
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 Funções conflitantes também foram descritas para o TNF na ES. O TNF 

demonstrou propriedades anti-fibróticas in vitro, regulando negativamente a produção de 

colágeno tipo I, e aumentando a produção de metaloproteinases de matriz (MMP), como 

a MMP-1, que são responsáveis pela degradação do colágeno (CHIZZOLINI et al., 2000). 

De forma contrária, achados apontam para funções pró-fibróticas do TNF, o bloqueio da 

citocina preveniu o desenvolvimento da fibrose em modelo de fibrose pulmonar induzida 

pela bleomicina (CHIZZOLINI, 2007). Estudos realizados mostram que pacientes com 

ES apresentam níveis séricos de TNF-α significativamente mais elevados em comparação 

com indivíduos saudáveis, além de sugerir sua participação no desenvolvimento da 

fibrose pulmonar, hipertensão arterial pulmonar e disfunção endotelial (PEHLIVAN et 

al., 2012; MUDARCA et al., 2014).  

 Na ES a IL-2 atua na diferenciação das células precursoras Th0 em células efetoras 

Th2 (CHIZZOLINI; BOIN, 2015). Níveis séricos de IL-2 foram relacionados com a 

atividade da ES e associados com doença intersticial pulmonar (SCHMIDT et al., 2009). 

Segel et al demonstraram que o bloqueio da IL-2 atenuou a fibrose pulmonar induzida 

por bleomicina in vivo, através da redução da infiltração linfocitária pulmonar (SEGEL 

et al., 2005). 

 As células do subtipo Th2 expressam o fator de transcrição GATA-3, e assumem 

esse perfil após a diferenciação do precursor Th0 que é induzida na presença da IL-4 ou 

IL-2. Esses linfócitos produzem principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. IL-6, IL-

4 e IL-13 atuam a favor do processo fibrótico, estimulando a produção e colágeno e 

inibindo a síntese de colagenase. A IL-4 promove a expansão das células Th2 e suprime 

as demais subpopulações de linfócitos Th (GIZINSKI; FOX, 2014; BARAUT et al., 

2010). 

 As citocinas IL-4 e IL-13 têm um receptor em comum, o IL-4Rα2, e a partir da 

ligação com seus receptores podem ativar várias vias de sinalização. Ambas citocinas são 

consideras pró-fibróticas, e devido ao compartilhamento de um mesmo receptor, elas 

apresentam muitas funções iguais. Estas citocinas ativam os fibroblastos, que se 

diferenciam em miofibroblastos, células que produzem e depositam grandes quantidades 

de MEC. Diversos estudos apontam para os papéis desempenhados pela IL-4 no processo 

fibrótico, sua atuação ocorre na fibrose de órgãos internos, como fibrose cardíaca, 

pulmonar e hepática, além de ter apresentado importantes funções pró-fibróticas in vitro, 
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estimulando a proliferação e diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos e 

aumentando a síntese de colágeno por fibroblastos humanos (KANELLAKIS et al., 2012; 

HUAUX et al., 2003; SAITO et al., 2003; SUGIMOTO et al., 2005; SOMMER et al., 

2002; SEMPOWSKI et al., 1994; HUANG et al., 2015). A IL-13 é considerada o principal 

mediador pró-fibrótico, está envolvida em vários processos de doenças fibróticas, 

incluindo a ES. Possui atividades in vitro, como a capacidade de ativar e induzir a 

diferenciação de fibroblastos, e aumentar a expressão de colágeno tipo I e outros genes 

que possuem funções críticas no processo fibrótico, tais como o α- actina de músculo liso 

(α-SMA) (WYNN, 2004; FIRSZT et al., 2013; SUGIMOTO et al., 2005). Há relatos na 

literatura de níveis significativamente elevados de IL-4 e IL-13 em pacientes com ES 

(HASEWAGA at al., 1997; SALMON-EHR et al., 1996). Estudos realizados 

encontraram diferenças significativas nos níveis séricos de IL-13 de pacientes com ES 

em comparação com controles saudáveis (RICCIERI et al., 2003; HASEGAWA et al., 

2003; HUANG et al., 2015). 

 A IL-6 é uma citocina que realiza diversos papéis na inflamação crônica, 

autoimunidade, disfunção de células endoteliais e fibrose. O receptor da IL-6 (IL-6R) é 

expresso em poucos tipos celulares, apenas nos hepatócitos, monócitos, células B e 

neutrófilos, e em uma pequena parcela de células T, mas as células T respondem a IL-6 

principalmente pelo mecanismo de transinalização. Fibroblastos e células endoteliais não 

expressam o IL-6R, e interagem com a IL-6 também pela transinalização. A IL-6 pode se 

ligar ao seu receptor solúvel (sIL-6R), e formar o complexo IL-6/sIL-6R. O IL-6/sIL-6R 

pode ligar-se ao receptor gp130, que é expresso em uma grande variedade de células, 

incluindo células endoteliais e fibroblastos, e a partir dessa ligação ocorre a ativação do 

signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) que irá controlar os processos 

celulares induzidos pela IL-6, e assim se estabelece a transinalização (BARNES et al., 

2011). Evidências sugerem diversos papéis desempenhados pela IL-6 na ES. Níveis 

séricos elevados de IL- 6 em pacientes com ES já foram relatados, e associados com 

miosite e com fibrose cutânea, além de também ter sido relatado que células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes com ES produzem níveis mais altos de 

IL-6 e sIL-6R in vitro em comparação com células de indivíduos saudáveis 

(MATSUSHITA et al., 2006; SATO et al., 2001; GIACOMELLI et al., 1996). 

Adicionalmente, a IL-6 regula a expressão do fator de crescimento endotelial vascular 
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(VEGF), um importante mediador de angiogênese e fibrose, que se encontra alterado na 

ES (NAKAHARA et al., 2003). 

 Em condições fisiológicas, a IL-10 pode suprimir a ativação de linfócitos T e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-6, além de ter sido visto que a 

IL-10 inibe a expressão de genes do colágeno tipo I em fibroblastos. Dziankowska-

Bartkowiak et al encontraram uma correlação negativa estatisticamente significante entre 

os níveis séricos de IL-10 e a duração do FRy, sugerindo um envolvimento da IL-10 nas 

fases iniciais da doença (DZIANKOWSKA-BARTKOWIAK et al., 2004). Há 

ainda evidências que sugerem a participação da IL-10 na fibrose pulmonar e cutânea de 

pacientes com ES (SATO et al., 2001; HASEGAWA et al., 1997; SCALA et al., 2004). 

 As células Th17 produzem as citocinas IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23, mas secretam 

principalmente IL-17A e IL-17F. Essas células expressam o fator de transcrição retinoic 

acid nuclear orphan receptor (ROR)γT (BALANESCU et al., 2015; CHIZZOLINI; 

BOIN, 2015). Diversos estudos realizados evidenciam a participação das células Th17 na 

fisiopatogênese da ES (ZHOU et al., 2015; Yang et al., 2014; Jiang et al., 2014; Lei et al., 

2016). A avaliação do infiltrado de células inflamatórias na pele de pacientes no estágio 

inicial da ES mostrou a presença de células IL-17+, além do aumento na porcentagem de 

células Th17 circulantes e aumento na produção de IL-17 em amostras de pacientes com 

a doença ativa (YANG et al., 2014). Kurasawa et al encontraram aumento da expressão 

do mRNA de IL-17 em linfócitos do sangue periférico e lesões fibróticas de pele e pulmão 

de pacientes com ES, além de elevados níveis de IL-17 no soro dos pacientes, aumento 

de proliferação de fibroblastos e expressão de moléculas de adesão em células endoteliais 

induzidos pela IL-17 (KURASAWA et al., 2000). 

 Embora a IL-22 seja produzida pelas células Th17, existe uma outra subpopulação 

de células T que também produzem IL-22, mas não produzem IL-17, são as células Th22. 

Essas células apresentam atividade pró-inflamatória (GIZINSKI; FOX, 2014). Ainda não 

está bem esclarecido o papel da Th22 na fisiopatogênese da ES. Truchetet et al 

encontraram um aumento significativo na frequência de células Th22 circulantes em 

pacientes com ES e associação com doença intersticial pulmonar (TRUCHETET et al., 

2011). 
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 As células T regulatórias (Treg) são classificadas em Treg naturais (nTreg) e Treg 

induzidas (iTreg), são células que expressam o fator de transcrição FoxP3 (JIANG; 

CHESS, 2006). As nTreg são conhecidas como células T CD25+CD4+, e estão presentes 

em condições normais do sistema imunológico, a deficiência dessas células facilita o 

desenvolvimento de doenças autoimunes (WING; SAKAGUCHI, 2009). As iTreg, inclui 

as células T regulatórias 1 (Tr1) secretoras de IL-10, células T helper 3 secretoras do fator 

transformador do crescimento beta (TGF-β), células T CD8-CD28+ e células T CD4-CD8- 

que expressam o receptor de células T γ/δ (BARAUT et al., 2010). Antiga et al 

encontraram uma diminuição de células Treg FoxP3+ e de células TGF-β+ e IL-10+ na 

pele de pacientes com ES em comparação com controles saudáveis, além de diminuição 

dos níveis séricos de IL-10 e TGF-β, sugerindo que a diminuição das Treg circulantes e 

dos níveis de IL-10 e TGF-β podem ser responsáveis pela perda da tolerância imunológica 

na ES (ANTIGA et al., 2010). Outro estudo semelhante também relatou a redução na 

porcentagem de células Treg, além da diminuição da atividade supressora de células Treg 

CD25+CD4+ e diminuição dos níveis séricos de IL-10 nestes pacientes (PAPP et al., 

2011). 

 Um novo membro das famílias da IL-12 e IL-6 é a citocina IL-27, que é o único 

ligante do IL-27R, esse receptor está expresso em uma variedade de células, como 

monócitos, linfócitos T e B e fibroblastos, indicando que a IL-27 pode ter várias funções. 

O papel da IL-27 em respostas imunes é controverso, uma vez que a mesma apresentou 

atividades tanto anti-inflamatórias quanto pró-inflamatórias in vitro e in vivo. Na ES, foi 

visto que pacientes apresentam níveis séricos mais elevados da IL-27 e correlação 

positiva com a extensão da fibrose de pele e fibrose pulmonar, além da expressão 

aumentada do IL-27R em fibroblastos, células B e T CD4 de pacientes (YOSHIZAKI et 

al., 2010).  

3.1.3.3 Fibrose 

 O mecanismo patogênico mais representativo da ES é a fibrose, e resulta da 

interação de diversos fatores, como mediadores celulares, citocinas e os seus receptores, 

quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de sinalização intracelular. A complexa 

interação desses fatores resulta na produção excessiva e acúmulo dos componentes da 

MEC. Os principais componentes da MEC são colágenos fibrilares tipo I e II, colágeno 
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tipo VII, fibrilas elastinas, fibrilina e as enzimas que realizam as ligações cruzadas do 

colágeno. Os fibroblastos são as células responsáveis pela produção e remodelamento da 

MEC. Nas doenças fibróticas, assim como na ES, o processo de remodelamento que é 

realizado pelas MMP está alterado, há uma produção excessiva de MEC e pouca 

degradação. Os fibroblastos na ES estão em um estado permanente de hiperativação, que 

leva a expressão alterada dos genes que regulam a síntese excessiva de MEC. Das 

proteínas envolvidas nos mecanismos de fibrose da ES, as citocinas desempenham 

importante papel na regulação dos fibroblastos. Entre as citocinas pró-fibróticas, a IL-4 é 

a que tem os mecanismos mais elucidados na fibrose, estimula a síntese de TGF-β que 

desempenha papel central no processo fibrótico, e o connective tissue growth factor 

(CTGF) que apresenta ação semelhante (ZIMMERMANNN et al., 2013; CHIZZOLINI 

et al., 2011).  

 Os fibroblastos são as células mais importantes no desenvolvimento do processo 

fibrótico e a fibrose na ES é caracterizada pela presença de fibroblastos com ativação 

prolongada. Além dos fibroblastos em si, há a participação dos miofibroblastos, que 

também participam do processo de fibrose na ES, e são células com função contrátil e 

maior capacidade de produzir e secretar a MEC (DENTON et al., 2006). 

 O fenótipo pró-fibrótico ocorre devido a atuação de alguns fatores, como o 

platelet-derived growth factor (PDGF), IL-6, IL-13, IL-4, TGF-β, CTGF, que juntos 

atuam para promover a inflamação e o desenvolvimento do processo fibrótico (Figura 4) 

(KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). 

 

 

Figura 4. Fibroblasto e mediadores do processo fibrótico. 

 

 

Fonte: modificada de BARAUT et al., 2010 
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Os miofibroblastos são fibroblastos ativos, com propriedades de células de 

músculo liso, incluindo a expressão de alpha-smooth muscle actin (α-SMA) em suas 

fibras citoplasmáticas, o que garante funções contráteis. São células especializadas na 

síntese de colágeno e outros componentes da MEC, além de ser a principal fonte de TGF-

β. Essas células se originam de uma variedade de tipos celulares, como fibroblastos, 

pericitos, células endoteliais e células epiteliais (Figura 5) (HO et al., 2014; 

POSTLETHWAITE et al., 2004; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). 

A ES e complicações fibróticas de outras doenças, como fibrose pulmonar 

associada à artrite reumatoide e lúpus eritematoso sistêmico, são caracterizadas pelo 

aumento do número de fibroblastos e miofibroblastos que produzem excessivamente e 

depositam a MEC na pele e órgãos internos. Fibroblastos isolados de pacientes com ES 

apresentam mudanças fenotípicas, como aumento de proliferação, migração, invasão da 

MEC e resistência à apoptose (POSTLETHWAITE et al., 2004; SANTIAGO et al., 2001; 

HO et al., 2014).  

 

Figura 5. Células precursoras do miofibroblasto e mediadores da diferenciação. IL: Interleucina; TGF-

β:Transforming growth factor β ; CTGF:connective tissue growth factor ; α-SMA:Alpha-smooth muscle 

actin. 

 

 

Fonte: modificada de KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014. 

 

 O TGF-β é o principal regulador da fibrose em condições fisiológicas e também 

da fibrose patológica. Essa molécula é uma citocina multifuncional que regula o 
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crescimento, diferenciação e função de vários tipos de células.  A superfamília do TGF-

β inclui três fatores que apresentam estrutura e funções similares: TGF-β1, TGF-β2 e 

TGF-β3. A ativação do TGF-β é um processo complexo que promove mudanças 

conformacionais entre o TGF-β inativo e a proteína ligadora. O TGF-β1 é secretado na 

sua forma latente, na qual está ligado não-covalentemente ao peptídeo associado à 

latência (LAP) formando o pequeno complexo latente (SLC). Nessa conformação, o 

TGF-β é inativo porque não pode se ligar ao seu receptor. A ativação do TGF-β ocorre 

após a clivagem do LAP por proteases como plasmina, trombina, endoglicosilases ou pela 

interação do LAP com proteínas como integrinas e trombospondina-1, que levam à 

liberação do TGF-β biologicamente ativo (JINNIN, 2010; HO et al., 2014; IHN, 2008). 

 As ações desempenhadas pelo TGF-β são exercidas pela interação de dois 

receptores transmembranas, tipo I e II, que são expressos simultaneamente pela maioria 

das células. Os receptores de TGF-β do tipo I e II são estruturalmente semelhantes, sendo 

glicoproteínas caracterizadas por um domínio extracelular rico em cisteína, um domínio 

hidrofóbico transmembrânico, e um domínio c-terminal citoplasmático serina/treonina-

quinase. Para iniciar a sinalização, é necessário que o TGF-β se ligue ao receptor tipo II, 

essa ligação promove o recrutamento e fosforilação do receptor tipo I para produzir um 

complexo que ativa a via de sinalização. O receptor do TGF-β tipo I é incapaz de se ligar 

diretamente ao TGF-β, e o receptor tipo II é incapaz de sinalizar sem o recrutamento do 

receptor do tipo I, de forma que para que ocorra a ativação da via de sinalização do TGF-

β é preciso a interação entre os dois tipos de receptores (IHN, 2008). 

 A sinalização do receptor do TGF-β I até o núcleo ocorre principalmente através 

da fosforilação de proteínas citoplasmáticas da família Smad. O receptor do tipo I 

reconhece e fosforila Smad2/3, o que leva a formação de um complexo com Smad4. Esse 

complexo é translocado para o núcleo e desempenha suas funções como fatores de 

transcrição, ligando-se diretamente ao DNA ou a outros fatores de transcrição que se 

ligam ao DNA. Existem as proteínas da família Smad que atuam como inibidores, tais 

como Smad6 e Smad7, elas se ligam ao receptor TGF-β tipo I e previne a fosforilação da 

Smad2/3 e consequentemente a formação e translocação para o núcleo do complexo com 

a Smad4 (MASSAGUE; CHEN, 2000; IHN, 2008). 



35 

 

 

 Além da família de proteínas Smad, o TGF-β pode desenvolver sua sinalização 

através de outras vias que são independentes das Smad, como a mitogen activated protein 

kinases (MAPK) p38 e a c-Jun n-terminal kinases(JNK) (IHN, 2008). 

 Diversos estudos indicam que o TGF-β participa ativamente dos mecanismos 

fibróticos da ES. Foi visto que células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 

pacientes com ES produzem quantidades maiores de TGF-β1 ativo e total, que inclui a 

forma latente e ativa, em comparação com a produção por PBMC de voluntários 

saudáveis, além de associação com parâmetros da doença, como duração e presença de 

anticorpo anticentrômero (HASEGAWA et al., 2004). Fibroblastos de pacientes com ES 

têm expressão aumentada dos receptores do TGF-β, além de se correlacionar com 

elevados níveis de mRNA do COL1A1, indicando que esses receptores induzem a 

transcrição do colágeno tipo I (KAWAKAMI et al., 1998). Dantas et al demonstraram 

que pacientes com ES apresentam níveis séricos aumentados de TGF-β1 quando 

comparados com indivíduos saudáveis, além de associação com parâmetros clínicos da 

doença como fibrose pulmonar, úlceras digitais e presença de anticorpo anti-SCl70 

(DANTAS et al., 2016). 

 

2.1.4 Diagnóstico 

 O diagnóstico da ES, assim como de outras doenças do tecido conjuntivo, é 

realizado através dos dados clínicos em associação com as avaliações laboratoriais. Os 

critérios do American College of Rheumatology (ACR) que são utilizados até agora para 

classificação da ES foram desenvolvidos em 1980, e incluem o espessamento simétrico 

da pele dos dedos, fibrose pulmonar e perda de tecido, embora essas características 

clínicas representem lesão tecidual avançada para ES, foi reconhecido que os critérios 

classificatórios do ACR de 1980 não são sensíveis para diagnóstico precoce da doença, 

particularmente para aqueles pacientes com a forma CL (KOWAL-BIELECKA et al., 

2013; MASI et al., 1980). 

 O ACR e a European League Against Rheumatism (EULAR) criaram uma 

comissão para elaborar uma proposta conjunta de critérios para a ES, com os seguintes 

objetivos: (1) incluir pacientes em fase precoce e tardia da doença, (2) incluir 

manifestações vasculares, imunológicas e fibróticas, (3) ser viável para o uso na prática 
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clínica e (4) estar de acordo com os critérios utilizados para diagnóstico da ES na prática 

clínica. Os critérios incluem: espessamento bilateral da pele dos dedos, puffy fingers ou 

esclerodactilia, lesões isquêmicas nas pontas dos dedos (úlceras ou microcicatrizes), 

telangiectasias, capilaroscopia alterada, HAP ou DPI, FRy  e presença de autoanticorpos 

específicos (VAN DE HOOGEN et al., 2013). 

2.1.5 Modalidades terapêuticas 

 A complexa interação entre os três pilares da fisiopatogênese da ES, vasculopatia, 

desregulação imunológica e fibrose, dificulta o desenvolvimento de um agente 

terapêutico que seja eficiente. No geral, os tratamentos da ES são determinados pela 

extensão e gravidade das manifestações da doença. Poucas terapias eficazes existem até 

o momento, e a maior parte é direcionada para o tratamento sintomático, não existindo 

nenhuma modalidade terapêutica que atue comprovadamente no envolvimento fibrótico 

da doença (RAJA; DENTON, 2016; TYNDALL et al., 2009; ALLARONE et al., 2016). 

 Atualmente, o tratamento de escolha para doença pulmonar intersticial e alguns 

casos da doença cutânea precoce e difusa, é a ciclofosfamida (KOWAL-BIELECKA et 

al., 2009). Um estudo observacional avaliou o uso de três imunossupressores: 

metotrexato, micofenolato de mofetila e ciclofosfamida, e sugeriu melhora de pele 

associada ao uso desses fármacos (HERRICK et al., 2010).   No entanto, os benefícios do 

tratamento com esses imunossupressores tradicionais são considerados parciais e não 

abrangem todos os pacientes, apenas os que estão em fases iniciais da doença, e tem 

diminuição da eficácia à medida que a doença progride (MANNO; BOIN, 2010).  

 Os glicocorticoides (GC) são amplamente utilizados no tratamento de diversas 

doenças reumatológicas devido os seus efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores, 

mas esses efeitos terapêuticos estão associados a reações adversas, principalmente em 

doses mais elevadas (SPIES et al., 2011). Embora faltem evidências mostrando os 

benefícios dos GC no tratamento da ES, aproximadamente 45% dos pacientes utilizam 

GC. Os GC têm sido utilizados principalmente para tratamento das manifestações 

musculo-esqueléticas e da DPI, geralmente em associação com outros imunossupressores 

(IUDICI et al., 2014; IUDICI, 2017). O uso de altas doses de glicocorticoides foi 

associado com o desenvolvimento de crise renal esclerodérmica (STEEN; MEDSGER, 

1998). 
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 As alterações vasculares na ES são promovidas pelo desequilíbrio entre as 

substâncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, dessa forma, o tratamento para essas 

manifestações tem sido realizado principalmente com o uso de vasodilatadores. No 

tratamento dos pacientes com FRy, o objetivo principal é aumentar a vasodilatação e/ou 

diminuir a vasoconstricção. Entre as opções farmacológicas utilizadas estão os 

bloqueadores de canais de cálcio (BCC), antagonistas alfa adrenérgicos, antagonistas de 

endotelina e inibidores da fosfodiesterase (SINNATHURAI; SCHRIEBER, 2013; 

HERRICK, 2012). Nos pacientes com crise renal, o tratamento da hipertensão é essencial 

para prevenir o desenvolvimento de lesões vasculares irreversíveis.  O IECA reduz 

significativamente a pressão arterial em alguns pacientes. O uso dos bloqueadores de 

canais de cálcio pode ser empregado em pacientes que não respondem bem ao tratamento 

com inibidores da IECA (DENTON et al., 2009).  

 Estudos recentes avaliam o uso de anticorpos monoclonais para terapias de alvos 

moleculares na ES.  O tocilizumabe é um anticorpo monoclonal (anti-receptor de IL-6) 

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

em pacientes com ES (FERNANDES DAS NEVES et al., 2015; KHANNA et al., 2016; 

SAKKAS, 2016; TANIGUCHI et al., 2017). Tendo como alvo as células B, o rituximabe 

(anti-CD20) promoveu diminuição de miofibroblastos e das células B infiltradas na pele 

de pacientes com ES (LAFYATIS et al., 2009), além disso existem outros relatos dos 

benefícios oferecidos pelo rituximabe em pacientes com ES, como melhora da calcinose 

e de úlceras digitais (DAOUSSIS et al., 2012; KHOR et al., 2014). O fresolimumabe 

(anti-TGF-β) também mostrou benefícios na ES (RICE et al., 2015), embora efeitos 

adversos como sangramento e anemia tenham sido relatados (ASANO, 2017a).  

2.2 VITAMINA D 

 A vitamina D desempenha funções fundamentais na homeostase do cálcio e é 

produzida através da clássica via envolvendo a pele, o fígado, e por último os rins, com a 

produção da 1,25- Dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH)2 D3 ou calcitriol), que é a forma 

ativa da vitamina D. A ativação da vitamina D nos rins é catalisada pela enzima 

CYP27B1, que realiza uma α- hidroxilação na 25-hidroxivitamina D circulante e assim 

libera a forma ativa 1,25 (OH)2.  A ligação da 1,25(OH)2 D3 ao seu receptor, o receptor 

da vitamina D (VDR), inicia os diversos efeitos biológicos desempenhados pela vitamina 
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D. Os VDRs foram encontrados em quase todos os tipos de células dos vertebrados, o que 

levou a reavaliação dos papéis da vitamina D na saúde e em doenças de outros tecidos 

não-esqueléticos. Além das funções desempenhadas na homeostase do cálcio e 

metabolismo ósseo, a vitamina D tem uma série de atividades biológicas, incluindo 

indução da diferenciação celular, inibição do crescimento celular, imunomodulação e 

regulação de sistemas hormonais. A vitamina D desempenha suas funções 

imunorreguladoras tanto na imunidade inata, quanto na imunidade adaptativa (DELUCA 

et al., 1992; ADAMS; HEWISON, 2008; O’BRIEN; JACKSON, 2012; WHITE, 2012). 

 A deficiência de vitamina D tem sido associada a várias doenças autoimunes, 

como lúpus eritematoso sistêmico (SCHNEIDER et al., 2014), esclerose múltipla (HAAS 

et al., 2016), diabetes mellitus (MORI et al.,  2015) e ES (VACCA et al., 2009; 

CARAMASCHI et al., 2010). Na ES, a maior prevalência de hipovitaminose D foi 

associada com parâmetros clínicos da doença, como maior duração de sintomas, fibrose 

pulmonar, acrosteólise, hipertensão pulmonar e velocidade de sedimentação das hemácias 

(CALZOLARI et al., 2009; VACCA et al., 2009; BRAUN-MOSCOVICI et al., 2008; 

CARAMASCHI et al., 2010).  

 

2.2.1 Ação imunomoduladora da vitamina D 

 O VDR e a CYP27B1 são expressos em vários tipos de células imunológicas, 

como linfócitos T, neutrófilos e células apresentadoras de antígenos, o que sugere a ação 

da vitamina D na modulação da imunidade inata e adaptativa (WHITE, 2012). 

 A 1,25 (OH)2 D3 desempenha ações diretas e indiretas nas células T, inibindo a 

proliferação e produção de citocinas por essas células. Diversos estudos mostram que a 

vitamina D é capaz de regular citocinas das vias Th1, Th2, Th17 e Treg. A vitamina D 

promoveu inibição na transcrição de IL-2 e IFN-γ e inibiu a secreção de IL-17 por células 

Th17. Os efeitos da vitamina D nas citocinas da via Th2 são mais controversos, há 

evidências que a vitamina D inibe a transcrição de IL-4, mas também foi relatado que a 

vitamina D regulou positivamente a IL-4 em camundongos e células T humanas. Além 

disso, o tratamento com a vitamina D induziu a produção de IL-10 e a diferenciação de 

células Treg (CANTORNA et al., 2015; PALMER et al., 2011; KORF et al., 2012; 

STAEVA-VIEIRA; FREEDMAN, 2002; BOONSTRA et al., 2001). 
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 Em modelos animais, a vitamina D mostrou suprimir o desenvolvimento e a 

progressão de doenças mediadas por células Th1 e Th17. In vivo, o tratamento com a 

vitamina D suprimiu o desenvolvimento e progressão da encefalomielite autoimune 

experimental, doença intestinal inflamatória e diabetes mellitus tipo I. A inibição de IL-

17 e IFN-γ, e a indução de IL-10 e células Treg foram os mecanismos propostos para 

explicar as ações supressoras da vitamina D no desenvolvimento dessas doenças 

(CANTORNA et al., 2015; ZELLA et al., 2003; GREGORI et al., 2002; CANTORNA et 

al., 2000). 

 Estudos in vitro evidenciaram que o tratamento com a vitamina D aumenta a 

secreção de IL-4 por células humanas e murinas (MAHON et al., 2003; VAN DER 

EERDEN et al., 2014). A produção de IL-13 foi estimulada após o tratamento com a 

vitamina D em cultura de células Th9, em contrapartida os níveis de IL-13 foram 

reduzidos após o tratamento com vitamina D em PBMC de pacientes com asma 

(KEATING et al., 2014). Adicionalmente, a vitamina D atua na produção de IL-10 e 

diferenciação de células Treg, que podem suprimir a resposta Th2 (CANTORNA et al., 

2015). 

 He et al demonstraram em seu estudo que a vitamina D e o VDR podem inibir a 

ativação de células T CD4+ e suprimir as respostas imunes no lúpus eritematoso sistêmico 

e artrite reumatoide (HE et al., 2016). Macrófagos de pacientes com artrite reumatoide 

tiveram a produção de TNF-α reduzida após tratamento com a vitamina D, além de 

diminuição dos níveis das citocinas IL-1a, IL-1b e IL-6, evidenciando o papel da vitamina 

D na regulação de mediadores pró-inflamatórios (NEVE et al., 2013). 

2.2.2 Ação antifibrótica da vitamina D 

 Diversos estudos realizados apontam para a atividade antifibrótica da vitamina D 

na ES e em outras doenças com manifestações fibróticas. Zeer et al mostraram evidências 

da participação da vitamina D e do VDR no processo fibrótico da ES. A expressão do 

VDR está diminuída na pele e nos fibroblastos de pacientes e em modelo experimental 

de ES, e o estímulo com TGF-β, principal mediador da ativação de fibroblastos, regula 

negativamente a expressão do VDR em fibroblastos. Os níveis do VDR foram 

correlacionados negativamente com os níveis de Smad3 fosforilada (pSmad3), indicador 

da sinalização do TGF-β. Além disso, o tratamento com paricalcitol, um análogo da 



40 

 

 

vitamina D, promoveu redução da fibrose induzida por bleomicina em modelo 

experimental de ES, que foi visto pela diminuição do espessamento dérmico, bloqueio da 

diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos e diminuição dos níveis de mRNA do 

colágeno tipo I (ZEER et al., 2014). Outro estudo mostrou o uso tópico de um análogo da 

vitamina D em modelo experimental de ES, com redução significante da fibrose cutânea 

(USATEGUI et al., 2014). 

 A 1,25 (OH)2 D3 inibiu a proliferação de fibroblastos de pulmão induzida pelo 

TGF-β1, além de inibir a diferenciação de miofibroblastos também induzida pelo TGF-

β1, através da redução da expressão de α-SMA, marcador da diferenciação do 

miofibroblasto, diminuição da expressão de colágenos tipo I e III, e redução da 

fibronectina. Esses dados mostram que a vitamina D é capaz de inibir o fenótipo pró-

fibrótico estimulado pelo TGF-β1 em fibroblastos de pulmão (RAMIREZ et al.,2010).  

 Estudos evidenciam a participação da vitamina D na regulação negativa da fibrose 

renal. A vitamina D reduziu significativamente a fibrose, as lesões tubulares e a 

diferenciação de miofibroblastos, além de diminuir a expressão do colágeno tipo I 

(ARFIAN et al., 2016). Em outro estudo, foi visto que o VDR atenua a lesão renal 

obstrutiva, representada por atrofia tubular e fibrose intersticial, através da supressão do 

sistema renina-angiotensina (ZHANG etal., 2010). 

 A transição epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo que permite que uma 

célula epitelial se diferencie em um miofibroblasto, e tenha a capacidade de migrar para 

outros tecidos e produzir fibrose. Esse processo pode ser induzido pelo TGF-β. Um 

análogo da vitamina D inibiu a expressão de marcadores da EMT induzidos pelo TGF-β1 

(FISCHER; AGRAWAL, 2014). 

 Outros estudos mostram a atividade antifibrótica da vitamina D na fibrose 

hepática, através da redução do TGF-β1, Smad2/3, Smad2/3 fosforiladas (pSmad2/3), 

PDGF, colágeno tipo I e α-SMA, e na fibrose intestinal, por meio da redução dos níveis 

de TGF-β1, Smad3, pSmad3 e colágeno tipo I (WAHSH et al., 2016; ABRAMOVITCH 

et al., 2014; TAO et al., 2014).  
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2.2.3Vitamina D na Esclerose Sistêmica 

 Estudos evidenciaram a diminuição dos níveis séricos de vitamina D em pacientes 

com ES e correlacionaram essa hipovitaminose com vários parâmetros clínicos da 

doença. A vitamina D e o paratormônio (PTH) desempenham funções essenciais no 

metabolismo e reabsorção óssea, e podem afetar manifestações da ES, como acrosteólise 

e calcinose. Um estudo avaliou os níveis séricos do PTH e da vitamina D em pacientes 

com ES, e relatou que 46% dos pacientes avaliados apresentaram deficiência de vitamina 

D. Os níveis do PTH correlacionaram-se significativamente com acrosteólise, calcinose, 

duração da doença e com os níveis da vitamina D (BRAUN-MOSCOVICI et al., 2008). 

Vacca et al avaliaram pacientes com ES de duas populações distintas, originados da 

França e Itália, e encontrou taxas comparáveis e elevadas de deficiência e insuficiência 

de vitamina D nas duas populações, além da correlação negativa entre os níveis da 

vitamina D com a atividade da doença, velocidade de sedimentação das hemácias e 

pressão arterial pulmonar (VACCA et al., 2009). Um estudo realizou a avaliação dos 

níveis séricos da vitamina D em 327 paciente com ES, e esse grupo de pacientes 

apresentou redução significativa dos níveis da vitamina D em comparação com o grupo 

controle, além de correlação inversa entre os níveis de vitamina D e envolvimento 

fibrótico cutâneo (ARNSON et al., 2011). 

 Outros estudos realizados também mostraram a alta prevalência de 

hipovitaminose D em pacientes com ES, e associaram os baixos níveis de vitamina D 

com acometimento pulmonar, cardíaco, muscular, contraturas digitais e fibrose da pele 

(CORRADO et al., 2015; GROSEANU et al., 2015; CARAMASCHI et al., 2010). 
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3  METODOLOGIA 

3.1  TIPO DE ESTUDO 

A primeira etapa do presente trabalho foi um estudo transversal, descritivo, com 

componente analítico, para avaliação dos níveis séricos de 25(OH) vitamina D nos 

pacientes com ES. Na segunda etapa do trabalho foi realizado um estudo experimental 

translacional para avaliação dos efeitos in vitro dos tratamentos com a vitamina D e 

dexametasona (DEX) em pacientes com ES. 

3.2  LOCAL E PERÍODO DO ESTUDO 

 O estudo foi realizado no período de março/2016 a fevereiro/2018. Os pacientes 

avaliados no estudo foram atendidos ambulatório serviço de Reumatologia do HC-UFPE 

e os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Imunomodulação 

e Novas Abordagens Terapêuticas (LINAT). 

3.3  POPULAÇÃO DO ESTUDO 

3.3.1  Recrutamento dos pacientes com ES 

Foram incluídos no estudo 36 pacientes com esclerose sistêmica, selecionados 

aleatoriamente de acordo com o atendimento do ambulatório, através dos critérios de 

inclusão e exclusão. 

Critérios de inclusão: 

- Idade acima de 18 anos; 

 - Ser portador de ES, classificado de acordo com os critérios preliminares do American 

College of Rheumatology (MASI et al., 1980) ou os critérios do American College of 

Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) 2013 (VAN DE 

HOOGEN et al., 2013); 

- Estar em acompanhamento regular no ambulatório de reumatologia do HC-UFPE. 

 

Critérios de exclusão:  

- Não consentimento em participar do estudo; 

- Estar em uso regular de colecalciferol;  
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- Diagnóstico conhecido de outra doença reumatológica autoimune (síndrome de 

superposição); 

- Infecções agudas ou crônicas conhecidas; 

- Gravidez; 

- Neoplasia; 

- Impossibilidade de coleta de sangue. 

 

3.3.2 Recrutamento dos voluntários saudáveis 

 O grupo controle foi composto por 46 voluntários saudáveis (42 mulheres), 

selecionados aleatoriamente no HC-UFPE. Os indivíduos foram submetidos a entrevista 

e eram excluídos caso tivessem diagnóstico conhecido de alguma doença reumatológicas 

ou doença infecciosa, estivessem em uso regular de medicações, consumido álcool ou 

fumado nos últimos 15 dias.  

3.4  DEFINIÇÃO DAS VARIÁVEIS CLÍNICAS 

 Para caracterização do comprometimento clínico dos pacientes o médico 

reumatologista utilizou as seguintes definições (MUANGCHAN et al., 2013; STEEN; 

MEDSGER, 2000b): 

- classificação da doença: cutânea limitada e cutânea difusa (LEROY et al., 1988); 

- tempo de doença (meses): tempo desde o início do primeiro sintoma, excluindo-se o 

FRy; 

- fadiga: avaliada pela escala visual analógica (EVA) (IBN YACOUB et al., 2012); 

- comprometimento cutâneo: avaliação clínica quanto à presença de espessamento 

cutâneo; 

- extensão do comprometimento cutâneo: avaliada pelo escore modificado de Rodnan 

(CLEMENTS et al., 1995); 

- fenômeno de Raynaud objetivo: presença avaliada pelo médico (FLAVAHAN et al., 

2003; LEROY; MEDSGER, 2001); 
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- úlceras: presença ou história de ulceração de polpas digitais ou superfícies extensoras 

ou história de necrose extensa e/ou amputação; 

- comprometimento articular: presença de artrite evidenciada no exame físico; 

- comprometimento muscular: fraqueza muscular acompanhada de elevação das enzimas 

musculares; 

- comprometimento gastrintestinal: presença de dismotilidade esofageana avaliada pela 

cintilografia esofágica e/ou alteração na manometria esofageana; 

- fibrose pulmonar: presença de fibrose pulmonar evidenciada na tomografia de toráx; 

- hipertensão arterial pulmonar: pressão sistólica da artéria pulmonar > 35 mmhg estimada 

pelo ecocardiograma transtorácico com doppler; 

- crise renal esclerodérmica: registro no prontuário de insuficiência renal, com ou sem 

elevação da pressão arterial, atribuída à ES; 

- medicações utilizadas pelos pacientes: BCC, IECA, bloqueador do receptor de 

angiotensina (BRA), ácido acetilsalicílico, pentoxifilina, cilostazol, sildenafila, 

bosentana, corticosteroide, metotrexato, azatioprina, micofenolato de mofetila, 

ciclofosfamida (oral ou venosa), inibidor da bomba de prótons (IBP), procinéticos e anti-

inflamatórios não-hormonais; 

- perfil de autoanticorpos: positividade para anticorpos antinucleares, anticentrômero e/ou 

anti-Scl70, de acordo com registro no prontuário; 

- peso, altura e pressão arterial sistólica e diastólica, avaliados no dia da consulta; 

- avaliação da qualidade de vida através do Health Assessment Questionnaire (HAQ) e 

do Scleroderma Health Assessment Questionnaire (sHAQ). 

3.5 MOLÉCULAS AVALIADAS  

 Foi avaliada no estudo a 1α,25-Dihidroxivitamina D3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) (Figura 6) nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 nM.  Utilizou-se ainda a 



45 

 

 

dexametasona (Ache, Guarulhos, SP, BR) na concentração de 1000nM (COLIN et al., 

2010). 

Figura 6. Estrutura química da1α,25-Dihidroxivitamina D3. 

 

 

 

3.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE 

 O método de redução do MTT foi utilizado para avaliação da toxicidade. PBMC 

(1x106 células/poço) e fibroblastos (1x104 células/poço) foram plaqueados (placas de 96 

poços) e incubados em estufa de atmosfera úmida a 37oC com 5% de CO2. 

Posteriormente, as células foram expostas a 1α,25-Dihidroxivitamina D3 em diferentes 

concentrações (0,1 e 100 nM) e dexametasona na concentração de 1000 nM. Após 48 

horas, foram adicionados 20µL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazólio) na concentração de 5mg/mL. Três horas depois, foram adicionados 

130L de SDS (dodecil sulfato de sódio) a 20%. A absorbância foi mensurada 24 horas 

depois no comprimento de onda de 570nm em leitora de placas (Elx808, Biotek, EUA). 

Foram realizados três experimentos independentes. Em todos os experimentos, foram 

incluídos controles não tratados e controles tratados com etanol (0,1%), veículo de 

diluição da vitamina D, vitamina D nas concentrações de 0,1nM e 100nM, além da 

dexametasona na concentração de 1.000nM. 

3.7 CULTIVO DOS FIBROBLASTOS 

 As linhagens de fibroblastos de pele (HFF-1) e pulmão (MRC-5) foram obtidas 

através do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em 

meio DMEM (Gibco®), 3,7 g/L Bicarbonato de Sódio (ISOFAR Ltda.) e 200 U/mL de 
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penicilina e estreptomicina (Gibco®), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) para a linhagem MRC-5 e 20% de SFB para a linhagem HFF-1. As mesmas foram 

mantidas em estufa de atmosfera úmida a 37ºC 5%CO2. 

 Após atingirem a confluência de 80%, as células foram lavadas com uma solução 

de PBS 1X/EDTA 1mM e tratadas com tripsina 0,25% (Invitrogen®) durante 5 – 10 

minutos. Após centrifugação (2000 rpm, 3 minutos), as células foram redistribuídas em 

garrafas de poliestireno (TPP®) ou em placas para realização dos ensaios. 

3.8 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 Para avaliar a ação da vitamina D na expressão de marcadores fibróticos, as 

células foram colocadas em placas de 06 poços, estimuladas com TGF-β e tratadas com 

vitamina D nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 nM. Após o período de 06 horas, as 

células foram recolhidas para extração do RNA total através do reagente TRIzol (Thermo 

Fisher Scientific), seguindo as recomendações do fornecedor. Cada amostra foi 

ressuspendida em 30 µl de água (DNAse/RNAse free) e mantidas em banho seco durante 

10 minutos a 60ºC para a solubilização do RNA. Posteriormente as amostras foram 

quantificadas por análise fluorométrica utilizando o Qubit® 3.0 Fluoremeter (Thermo 

Fisher Scientific). As amostras foram estocadas a -80 ºC até a realização dos demais 

procedimentos. 

 O gel de agarose (1%) foi utilizado para avaliar a integridade do RNA. As 

amostras foram preparadas em tubo contendo 1µl de RNA, 3 µl de água, 1 µl de brometo 

de etídeo (1:10) e 4 µl de tampão de aplicação (10μL água livre de DNase/RNase, 10μL 

glicerol, 15μL MOPS 10X, 75μL formamida, 24μL formaldeído 37% e 8μL azul de 

bromofenol). A corrida foi realizada em tampão MOPS 1X a 100V durante 20-30 

minutos.  

3.9 COLETA DE SANGUE E CULTURA DE PBMC 

 Foram realizadas coletas de sangue em tubos contendo o anticoagulante heparina 

(18 mL), para isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), e em 

tubo seco com gel (4 mL) para dosagem da 25 (OH) vitamina D. As coletas foram feitas 

por profissionais competentes e devidamente treinados para reduzir os riscos para os 
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participantes da pesquisa. Todas as coletas foram realizadas com autorização prévia dos 

participantes e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

As PBMC foram isoladas a partir do sangue de doadores sadios (n= 10) e 

portadores de ES (n=21) por centrifugação com Ficoll Paque TM Plus (GE 

HealthcareBio-Sciences). As PBMC isoladas foram cultivadas em placas de 24 poços 

(106 células/poço) com meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com L-Glutamina, 

10% de Soro Bovino Fetal (Lonza®), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) (Gibco®) e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina 

(Gibco®). As células foram estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 (Ebiosciences) e 

tratadas com a 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 nM ou 

dexametasona (Ache) 1000 nM, posteriormente foram cultivadas em estufa de CO2 5% 

a 37°C. Após 48 horas, as placas foram centrifugadas, o sobrenadante coletado e 

armazenado a -20°C para posterior dosagem de citocinas. 

3.10 DOSAGEM DE CITOCINAS  

 As dosagens das citocinas presentes no sobrenadante das culturas foram realizadas 

utilizando o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) ou o Cytometric Bead 

Array (CBA).  

3.10.1 Dosagem de citocinas por ELISA 

 O ELISA do tipo sanduíche foi utilizado para dosagem das citocinas IL-6, IL-17F, 

IL-22, IL-23, IL-27, IL-1β e IFN-γ (Tabela 1) no sobrenadante das culturas de células, 

seguindo as instruções recomendadas pelos fornecedores. A leitura da absorbância foi 

realizada em leitora de microplacas de 96 poços (Biotek) devidamente calibrada.  

 A tabela abaixo apresenta as citocinas avaliadas por ELISA, seus fabricantes e 

limites de detecção. 
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Tabela 1. Citocinas avaliadas pela técnica ELISA, fabricantes e limites de detecção. 

CITOCINA FABRICANTE LIMITES DE DETECÇÃO 

(pg/ml) 

IL-6 BD Biosciences 4,69 – 600 

IL-17F Ebioscience 31,25 – 2000 

IL-22 Ebioscience 7,8 – 1000 

IL-23 Ebioscience 15,6 – 2000 

IL-27 Ebioscience 62,5 – 8000 

IL-1β BD Biosciences 3,90 – 500 

IFN-γ BD Biosciences 4,68 – 600 

 

3.10.2 Dosagem de citocinas por CBA 

 O Kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (Ref 560485, BD Bioscience) foi utilizado 

para dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, TNF e IL-17A (Tabela 2). As amostras 

foram adquiridas pelo citômetro de fluxo BDTM FACS Verse. As análises para 

quantificação das citocinas foram realizadas pelo BDTM FCAP Array Software v3.0 

seguindo as instruções do fabricante. 

A tabela abaixo apresenta as citocinas do kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine e os 

limites de detecção. 

 

Tabela 2. Citocinas do Kit CBA Humano Th1/Th2/Th17 e limites de detecção. 

Kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine 

CITOCINA LIMITES DE DETECÇÃO (pg/ml) 

IL-2 2,60 – 5000 

IL-4 4,90 – 5000 

IL-10 4,50 – 5000 

TNF 3,80 – 5000 

IL-17A 18,9 – 5000 

 

3.11 DOSAGEM DA 25 (OH) VITAMINA D 

Os níveis séricos de 25 (OH) vitamina D foram dosados em 36 pacientes com ES 
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e 36 voluntários saudáveis pareados por sexo e idade. A dosagem da 25 (OH) vitamina D 

sérica foi realizada usando o kit Access 25(OH) Vitamin D Total (Beckman Coulter, Brea, 

CA, EUA) no equipamento Access 2 Immunoassay System (Beckman Coulter, Brea, CA, 

EUA) pela técnica de quimioluminescência. Os níveis de vitamina D foram considerados 

normais quando > 30 ng/mL, insuficientes entre 10 e 30 ng/mL e deficientes <10 ng/mL 

(GROSEANU et al., 2016; ZHANG et al., 2017). 

3.12 ASPECTOS ÉTICOS 

 O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa em seres humanos do 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco. CAAE nº: 

63517517.1.0000.5208 (Anexo A). Todos os indivíduos incluídos no presente estudo 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pacientes com 

esclerose sistêmica (Apêndice A) ou para volunatários saudáveis (Apêndice B). 

3.13 ANÁLISES DOS RESULTADOS 

 As análises foram realizadas com o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste de D’Agostino foi utilizado para avaliação 

de normalidade das amostras. A expressão dos resultados das variáveis contínuas foi feita 

pelas médias/desvios-padrão ou mediana/variação interquartil. Para comparação dos 

níveis de citocinas entre duas condições foi utilizado o teste Wilcoxon’s signed rank. O 

test “t” de Student ou Mann–Whitney foi utilizado para comparar os níveis de 25(OH) 

vitamina D e o teste de probabilidade Fisher’s exact para comparar as frequências. 

Análises de variância (ANOVA) e Turkey test como pós-teste foram realizados para 

comparar a expressão gênica. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.  
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4 RESULTADOS 

4.1 DETERMINAÇÃO DO PERFIL CLÍNICO DOS PACIENTES COM 

ESCLEROSE SISTÊMICA 

 Foram incluídos no estudo 36 pacientes com esclerose sistêmica, sendo 32 

(88.8%) do sexo feminino, com média de idade de 45.3 anos (variando de 20 a 71). 

Metade dos pacientes (50%) apresentava a forma clínica cutânea difusa (CD) e a outra 

metade (50%) apresentava a forma cutânea limitada (CL). As manifestações clínicas mais 

frequentes foram disfunção esofágica, úlceras digitais e fibrose pulmonar. A tabela 3 

resume as características clínicas e demográficas dos pacientes avaliados. 

 Na comparação entre os pacientes com as formas clínicas CD e CL as 

manifestações clínicas e variáveis demográficas foram semelhantes, havendo diferença 

apenas no escore de Rodnan que foi maior no grupo CD (p=0.01). A tabela 3 resume os 

dados comparativos entre os grupos. 
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Tabela 3. Comparação das características clínicas entre as formas cutânea difusa e limitada de pacientes com 

Esclerose Sistêmica do estudo (n=36). 

CARACTERÍSTICAS TOTAL 

(n=36) 

CUTÂNEA 

DIFUSA 

(n=18) 

CUTÂNEA 

LIMITADA 

(n=18) 

p 

Idade (anos) 

média ± DP  

(mín-máx) 

 

45.3 + 12.5  

(20 – 71) 

 

45.06 + 12.00  

 (24 – 71) 

 

45.83 + 13.06 

(20 – 66) 

 

0.85 

Sexo feminino 
N (%) 

 

32 (88.8) 15 (83.3) 17 (94.4) 
 

0.60 

Duração da doença 

(meses) 

Média + DP (mín-máx) 

 

 

137.2 + 89.82  

(22 – 360) 

 

 

118.8 + 77.52 

(24 – 276) 

 

 

155.4 + 99.56 

(22 – 360) 

 

0.22 

Manifestações clínicas 

N(%) 

    

Disfunção esofágica 24 (66.6) 12 (66.6) 12 (66.6) 1.00 

Úlceras digitais 19 (52.7) 9 (50.0) 10 (55.5) 1.00 

Fibrose pulmonar 14 (38.8) 9 (50.0) 5 (27.7) 0.30 

HAP 5 (13.8) 2 (11.1) 3 (16.6) 1.00 

Artrite 8 (22.2) 3 (16.6) 5 (27.7) 0.69 

Comprometimento 

muscular 

5 (13.8) 3 (16.6) 2 (11.1) 1.00 

Escore de Rodnan 

 Mediana (mín-máx) 

 

20.0 ( 1 - 43) 

 

25.17 (3 – 43) 

 

15.67 (1 – 28) 
 

0.01 

Autoanticorpos N(%)     

ANA positivo 30/35 (85.7) 14/17 (82.3) 16 (88.8) 0.65 

Anticentrômero positivo 2/17 (11.7) 0/8 2/9 (22.2) - 

Anti-Scl70 positivo 5/21 (23.8) 4/11 (36.3) 2/12 (16.6) 0.37 

Tratamentos N(%)     

Corticosteroide 13 (36.1) 6 (33.3) 7 (38.8) 1.00 

Azatioprina 9 (25.0) 5 (27.7) 4 (22.2) 1.00 

Metotrexato 7 (19.4) 4 (22.2) 3 (16.6) 1.00 

Ciclofosfamida 1 (2.7) 1 (5.5) 0 - 

Micofenolato de mofetila 2 (5.5) 0 2 (11.1) - 

DP: desvio-padrão; HAP: hipertensão arterial pulmonar; ANA: anticorpos antinucleares. 

  

4.2 NÍVEIS SÉRICOS DE 25 (OH) VITAMINA D EM PACIENTES COM ES E 

VOLUNTÁRIOS SAUDÁVEIS 

 Pacientes com ES apresentaram menores níveis de 25 (OH) vitamina D quando 

comparados com indivíduos saudáveis (p= 0.04).  Além disso, a insuficiência de vitamina 

D foi mais frequente no grupo de pacientes com ES (63.8%) quando comparado com o 

grupo de voluntários saudáveis (36.1%, p=0.03). Nenhum dos indivíduos avaliados no 

estudo apresentou deficiência de vitamina D (Figura 7). Não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre os níveis séricos de vitamina nos pacientes com ES CD 
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e CL, embora seja possível observar que há uma redução nos níveis do grupo de pacientes 

CD (26.27 + 6.10 X 31.44 + 10.15 ng/mL, p=0.072). Quando comparados com indivíduos 

saudáveis, os pacientes CD apresentaram menores níveis da 25 (OH) vitamina D 

(p=0.01), mas não se observou diferença entre os pacientes com CL e indivíduos 

saudáveis (p= 0.40) (Figura 7). A porcentagem de pacientes com insuficiência de 

vitamina D foi de 72.2% no grupo CD e 55.5% no grupo CL, mas essa diferença não teve 

significância estatística (p=0.29). Não foi observada nenhuma associação entre os níveis 

de vitamina D e os parâmetros clínicos da doença. 

 

Figura 7. Níveis séricos da 25 (OH) vitamina D em pacientes com esclerose sistêmica (ES) e controles 

saudáveis (CS). CD= cutânea difusa; CL= cutânea limitada. *p<0.05, ns= não significante. N= 36 (ES e 

CS). 

 

 

4.3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE 

 As concentrações da 1,25 (OH)2 vitamina D testadas (0.1 e 100 nM) em PBMC e 

fibroblastos não foram tóxicas. A média da viabilidade celular dos três experimentos foi 

100% em PBMC e 94% em fibroblastos da linhagem MRC-5. Ademais, o tratamento com 

a dexametasona (1.000nM) em PBMC evidenciou que a concentração testada não foi 

tóxica para as células, mantendo a viabilidade celular após o período de 48 horas. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA 1,25 (OH)2  VITAMINA D NA PRODUÇÃO 

DE CITOCINAS EM PBMC DE PACIENTES COM ES E VOLUNTÁRIOS 

SAUDÁVEIS 

 Posteriormente foram avaliados os efeitos do tratamento com a vitamina D na 

produção de citocinas em culturas de PBMC de pacientes com ES e voluntários saudáveis. 
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No sobrenadante das culturas de PBMC de pacientes com ES, a vitamina D na 

concentração de 100nM promoveu redução nos níveis de IL-2 (p= 0.003), IL-6 (0.036), 

IFN-γ (p<0.0001) e IL-17F (p= 0.0004). Os níveis da citocina IL-17A foram reduzidos 

nas concentrações de 10 e 100nM (p= 0.0028 e <0.0001, respectivamente). Curiosamente, 

os níveis de IL-4 e TNF foram reduzidos ou aumentados dependendo da concentração 

utilizada, apresentando uma resposta dose-dependente. A produção da IL-4 foi reduzida 

na concentração de 0.1nM (p= 0.0384) e aumentada nas concentrações de 10 e 100nM 

(p= 0.0006 e 0.0005, respectivamente). Os níveis de TNF aumentaram após o tratamento 

com a vitamina D 1nM (p= 0.0239) e reduziram a 100nM (p<0.0001). Na avaliação dos 

níveis da IL-10, foi possível observar que o tratamento com a vitamina D promoveu 

aumento significativo nos níveis dessa citocina nas concentrações de 10nM (p= 0.0017) 

e 100nM (p= 0.0042) (Figura 8). Não foi observada alteração significativa nos níveis de 

IL-1β (p= 0.494). Todas as comparações foram realizadas em relação a condição 

estimulada com anti-CD3 e anti-CD28. 
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Figura 8. Avaliação do efeito da 1,25 (OH)2 D3 na produção de citocinas em culturas de PBMC de pacientes com esclerose sistêmica. (A) Níveis de IL-2. (B) Níveis de IL-4. (C) Níveis de 

IL-6#. (D) Níveis de IL-10. (E) Níveis de IL-17A. (F) Níveis de IL-17F#. (G) Níveis de IFN-γ#. (H) Níveis de TNF. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.#= 20 pacientes. 
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As citocinas IL-22, IL-23 e IL-27 não foram detectadas no sobrenadante das 

culturas de PBMC de pacientes com ES. 

 No sobrenadante das culturas de PBMC de voluntários saudáveis, o tratamento 

com a vitamina D reduziu significativamente os níveis das citocinas IL-2, IL-6, IFN-γ, 

TNF e IL-17A, e também promoveu aumento significativo nos níveis da IL-2. A vitamina 

D 100nM reduziu significativamente os níveis das citocinas IL-2, IFN-γ, TNF e IL-17A 

(p= 0.002 para IL-2, IFN-γ e TNF, e 0.005 para IL-17A). Os níveis da IL-4 no 

sobrenadante das culturas aumentaram significativamente nas concentrações de 0.1, 10 e 

100nM (p= 0.013, 0.019 e 0.011, respectivamente). Nas concentrações de 1 e 10nM a 

vitamina D reduziu os níveis de IFN-γ no sobrenadante das culturas (p= 0.013 e 0.002, 

respectivamente), e reduziu significativamente os níveis de IL-6 na concentração de 

10nM (p= 0.019). Os níveis de IL-10 e IL-1β não foram alterados significativamente em 

nenhuma das concentrações testadas da vitamina D (Figura 9). 
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Figura 9. Avaliação do efeito da 1,25 (OH)2 D3 na produção de citocinas em culturas de PBMC de voluntários saudáveis. (A) Níveis de IL-2. (B) Níveis de IL-4. (C) Níveis de IL-6. (D) 

Níveis de IL-10. (E) Níveis de IL-17A. (F) Níveis de IFN-γ. (G) Níveis de TNF. (H) Níveis de IL-1β. *p<0.05, **p<0.01, ns= não significante. 
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4.5 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA 1,25 (OH)2 VITAMINA D NA EXPRESSÃO 

E MARCADORES FIBRÓTICOS EM FIBROBLASTOS DE PELE E PULMÃO 

 A ação da vitamina D na expressão de marcadores fibróticos foi avaliada em 

linhagens de fibroblastos de pele (HFF-1) e pulmão (MRC-5) estimulados com TGF-β. 

Foi observado que o tratamento com a vitamina D promoveu redução estatisticamente 

significante na expressão gênica de ACTA2 (p<0.05) em fibroblastos de pele (HFF-1), 

mas não alterou significativamente os níveis de mRNA de COL1A1 e IL6 (Figura 9). 

Adicionalmente, o efeito da vitamina D na regulação dos níveis de mRNA de ACTA2, 

COL1A1 e IL6 em fibroblastos de pulmão (MRC-5) foi avaliado, mas não foram 

observadas diferenças significativas na expressão de nenhum desses genes (Figura 9). 

 

Figura 10. Avaliação do efeito da 1,25 (OH)2 D3 na expressão de ACTA2, COL1A1 e IL6 em fibroblastos 

saudáveis de pele (HFF-1) (A) e pulmão (MRC-5) (B). Valores da quantificação relativa após normalização 

com o gene de referência 18S e aplicação da fórmula 2-ΔΔCT. 

 

 

4.6 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA DEXAMETASONA NA PRODUÇÃO DE 

CITOCINAS EM PBMC DE PACIENTES COM ES E VOLUNTÁRIOS SAUDÁVEIS 

 Na avaliação dos efeitos da DEX na concentração de 1.000nM em PBMC de 

pacientes com ES estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28, foi possível observar que o 

tratamento promoveu redução significativa nos níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-

10, IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-1β (p<0.001 para todas), e IL-17F (p= 0.023) (Figura 10). 
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Figura 11. Efeitos da dexametasona in vitro em PBMC de pacientes com esclerose sistêmica. Níveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6# (C), IL-10 (D), IL-17A (E), IL-17F# (F), IFN-

γ# (G), TNF (H) e IL-1β (I). *p<0.05, **p<0.01,  ***p<0.001, #= 20 pacientes. 
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Em PBMC de voluntários saudáveis, o tratamento com DEX após estimular as 

células com anti-CD3/28 promoveu redução significativa nos níveis de IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-17A, IFN-γ, TNF e IL-1β no sobrenadante das culturas (p= 0.003 para IL-4 e IFN-γ; 

e p= 0.002 para IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IL-1β). Não foram observadas diferenças 

significativas nos níveis de IL-2 após o tratamento com DEX (p= 0.084) (Figura 11). 
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Figura 12. Efeitos da dexametasona in vitro em PBMC de voluntários saudáveis. Níveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-17A (E), IFN-γ (F), TNF (G), IL-1β (H). 

**p<0.01, ns= não significante. 
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Foi avaliado separadamente o efeito da dexametasona in vitro em PBMC de 

pacientes que estavam tomando corticosteroides (n=8) e PBMC de pacientes que não 

estavam fazendo o uso desses medicamentos (n=13). A resposta ao tratamento in vitro foi 

semelhante em ambos os grupos e não foi possível observar a influência do tratamento 

prévio com corticoides sistêmicos. Com exceção da IL-17F, que não foi reduzida em 

ambos os grupos quando avaliados separadamente (p= 0.296 e 0.053), todas as demais 

citocinas foram reduzidas significativamente em ambos os grupos após o tratamento com 

a dexametasona in vitro (Figura 12).  
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Figura 13. Efeito da dexametasona in vitro em PBMC de pacientes com esclerose sistêmica usando glicocorticoides (GC+) ou não (GC-). Níveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6# 

(C), IL-10 (D), IL-17A (E), IL-17F# (F), IFN-γ# (G), TNF (H) e IL-1β (I). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. #= 20 pacientes. 
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5 DISCUSSÃO 

 Sabe-se que a vitamina D é um importante regulador  do sistema imunológico 

capaz de atuar nas células T, inibindo a proliferação e secreção de várias citocinas 

(CANTORNA et al., 2015; PALMER et al., 2011), e tem mostrado eficácia no tratamento 

e prevenção de doenças autoimunes (CARMEL et al., 2015; LEMIRE; INCE; 

TAKASHIMA, 1992; MATHIEU et al., 1994). Além disso, foram descritas propriedades 

antifibróticas desempenhadas pela vitamina D na produção de colágeno e na sinalização 

do TGF-β (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; ZERR et al., 2014). 

 No presente trabalho buscamos avaliar os níveis séricos da 25 (OH) vitamina D 

em pacientes com esclerose sistêmica e as possíveis correlações com parâmetros clínicos 

da doença. Observamos que pacientes com ES apresentam menores níveis séricos de 

vitamina D e uma alta frequência de insuficiência de vitamina D quando comparados com 

controles saudáveis. Esses resultados estão de acordo com estudos prévios e com uma 

recente meta-análise que confirmou a diminuição dos níveis de vitamina D em pacientes 

com ES ( PARK et al., 2017; SAMPAIO-BARROS et al., 2016b; TROMBETTA et al., 

2017; VACCA et al., 2009; ZHANG et al., 2017; AN; CHEN, 2017). Entretanto, ainda 

não está claro se essa hipovitaminose D generalizada dos pacientes é causa ou 

consequência da doença. Alguns fatores de risco parecem influenciar a alta prevalência 

de hipovitaminose D em pacientes com ES, como redução da exposição ao sol, 

insuficiência renal, comprometimento gastrintestinal, fibrose e hiperpigmentação da pele, 

fatores podem interferir na síntese e absorção da vitamina D (CARMEL et al., 2015). Não 

encontramos diferenças significativas nos níveis de vitamina D quando comparamos 

pacientes com a forma cutânea difusa e cutânea limitada, embora alguns autores mostrem 

que pacientes com a forma cutânea difusa apresentam concentrações mais baixas de 

vitamina D (AN; CHEN, 2017; CORRADO et al., 2015b). Essa diferença nos resultados 

pode ser explicada pelo baixo número de pacientes analisados no nosso estudo. Estudos 

sugerem associações entre hipovitaminose D e disfunção diastólica, contraturas digitais, 

hipertensão arterial pulmonar, calcinose e úlceras digitais (GIUGGIOLI et al., 2017; 

GROSEANU et al., 2016; PARK et al., 2017), embora não tenhamos encontrado 

nenhuma associação com parâmetros clínicos da doença. 

 A 1α,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D3) é a forma ativa da vitamina D e 

exerce suas funções através do VDR, um receptor nuclear que atua como um fator de 
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transcrição dependente de ligante. A variada expressão desse receptor nos diversos 

tecidos do corpo garante a  gama de efeitos desempenhados pela vitamina D, incluindo 

as ações na imunidade inata e adaptativa (MOK et al., 2012; YEE et al., 2005). Embora 

alguns estudos tenham demonstrado os efeitos imunomoduladores da vitamina D em 

modelos animais de doenças autoimunes (CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1998; 

FOURNIER et al., 1990; LEMIRE; INCE; TAKASHIMA, 1992; VAN ETTEN et al., 

2003), não há estudos avaliando esses efeitos na ES. No nosso estudo, mostramos que o 

tratamento com 1,25(OH)2D3 em PBMC de pacientes com ES promoveu redução 

significativa nos níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F, IFN-γ e TNF. 

Esses achados corroboram com estudos que mostram inibição das respostas Th1/Th17 

promovida pela vitamina D (BAEKE et al., 2010; BANSAL et al., 2012; BOONSTRA et 

al., 2015). No entanto, há evidências mostrando que a vitamina D promove inibição das 

células Th1, expansão das células Th2 e aumento da produção de IL-4 (BOONSTRA et 

al., 2015; MAHON et al., 2003). Em contraste, Staeva-Vieira e Freedman [2002] 

mostraram a ação da 1,25(OH)2D3 no processo de diferenciação de células T, inibindo a 

produção de IFN-γ e IL-4 produzidas por células Th1 e Th2, respectivamente (STAEVA-

VIEIRA; FREEDMAN, 2002). De forma interessante, observamos que o tratamento com 

a 1,25(OH)2D3 promoveu redução nos níveis de IL-4 na menor concentração e a resposta 

foi alterada a medida que a concentração da vitamina D aumentou, induzindo assim a um 

aumento nos níveis de IL-4. 

 Os efeitos desempenhados pela vitamina D em PBMC de pacientes com ES 

podem representar uma importante alternativa de tratamento, visto que essas citocinas 

moduladas desempenham papeis fundamentais na fisiopatogênese da doença. Pacientes 

com ES apresentam níveis séricos aumentados das citocinas IFN-γ e TNF, além de 

associação com hipertensão arterial pulmonar e fibrose pulmonar (BĂLĂNESCU et al., 

2015b; MURDACA et al., 2014; PEHLIVAN et al., 2012), adicionalmente a IL-2 

também é associada com a doença pulmonar intersticial (SCHMIDT et al., 2009). Vários 

estudos mostraram a participação da IL-17 na ES, foram descritas associações com a 

atividade da doença, envolvimento pulmonar e fibrose de pele (MURATA et al., 2008b; 

OLEWICZ-GAWLIK et al., 2014; YANG et al., 2014). A IL-10 pode ser produzida por 

células Th0, Th1 e Th2, e podem suprimir a proliferação de linfócitos e também a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6. Estudos realizados mostram que a 

vitamina D promove aumento na produção de IL-10, corroborando com os nossos 
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resultados em PBMC de pacientes com ES (DZIANKOWSKA-BARTKOWIAK; 

ZALEWSKA; SYSA-JEDRZEJOWSKA, 2004; SCHLEITHOFF et al., 2006). 

Adicionalmente, observamos que a vitamina D promoveu redução dos níveis de IL-6, 

essa citocina é associada com disfunção endotelial e com o processo fibrótico na ES 

(BARNES; ANDERSON; MOOTS, 2011). O tratamento com tocilizumabe, um 

anticorpo monoclonal anti-IL-6R, promoveu melhora da fibrose dérmica em pacientes 

com ES (SHIMA et al., 2010). 

 A fibrose representa um dos principais mecanismos da ES que contribuem para o 

aumento da mortalidade e diminuição da qualidade de vida dos indivíduos acometidos 

pela doença (HIGUCHI et al., 2015). A expressão de α-SMA é uma característica do 

miofibroblasto, uma célula especializada que produz grandes quantidades de matriz 

extracelular (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; LEASK, 2010). Estudos 

realizados mostraram a presença de miofibroblastos em lesões fibróticas de pele e pulmão 

de pacientes com ES, sugerindo que essas células contribuem ativamente para o 

desenvolvimento da fibrose patológica que acomete esses órgãos (HUA-HUY et al., 

2010; VARGA; ABRAHAM, 2007). Nós mostramos nesse estudo que o tratamento com 

a vitamina D promoveu redução significativa na expressão gênica de ACTA2 (α-SMA) 

em fibroblastos de pele saudável estimulados com TGF-β, embora não tenhamos visto 

redução significativa na expressão dos genes IL6 e COL1A1. Em fibroblastos saudáveis 

de pulmão não observamos redução significativa na expressão dos genes avaliados. Zeer 

et al. [2014] mostraram em seu estudo que o VDR é um regulador negativo da sinalização 

do TGF-β, o tratamento com um análogo da vitamina D melhorou a fibrose em um 

modelo animal de ES e inibiu a sinalização do TGF-β em fibroblastos dérmicos (ZERR 

et al., 2014). A regulação na expressão de α-SMA após o tratamento com a vitamina D 

em fibroblastos estimulados com TGF-β que observamos no nosso estudo pode envolver 

os mecanismos observados por Zeer et al. 

 O tratamento da ES é desafiador, uma vez que se trata de uma doença complexa 

que afeta múltiplos órgãos e a fisiopatogênese não está completamente compreendida. 

Não existe um tratamento que cure a ES, embora tenha havido progresso substancial nas 

últimas décadas (DENTON, 2015; KOWAL-BIELECKA et al., 2009). 

 Os glicocorticoides (GC) são uma classe de hormônios esteroides que regulam 

várias funções do sistema imunológico, inflamação, metabolismo e homeostase. Os GC 



66 

 

 

são amplamente usados em todo o mundo no tratamento de várias doenças inflamatórias 

e autoimunes devido os seus importantes efeitos imunomoduladores 

(RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016; YANABA, 2016). No tratamento da ES, os 

GC são amplamente utilizados, embora não existam muitas evidências comprovando sua 

eficácia, e os efeitos desempenhados na doença sejam controversos (HERRICK, 2017; 

YANABA, 2016).  

 Aproximadamente 40% dos pacientes com ES fazem uso de corticoides, 

principalmente aqueles com a forma cutânea difusa, doença pulmonar intersticial, miosite 

e artrite (HUNZELMANN et al., 2009; IUDICI et al., 2016). Alguns estudos sugerem 

que os GC apresentam benefícios no tratamento da ES, como melhora da fibrose cutânea, 

em pacientes que receberam DEX intravenosa como monoterapia ou associada com 

ciclofosfamida (DOGRA et al., 2017; PAI et al., 1995b; SHARADA et al., 1994; 

VISWANATH et al., 2010). Os GC são frequentemente usados em combinação com 

outros medicamentos, principalmente metotrexato, ciclofosfamida, azatioprina e 

micofenolato de mofetil (HUNZELMANN et al., 2009). No nosso estudo, 38% dos 

pacientes com ES avaliados usavam corticoides, desse grupo 75% usavam em associação 

com outros medicamentos, principalmente azatioprina. Adicionalmente, o grupo de 

pacientes que fazia uso de corticoides apresentou uma maior frequência de disfunção 

esofágica, quando comparado ao grupo que não usava esses medicamentos. Embora o uso 

dos GC seja amplo na ES, alguns estudos sugerem que eles representam um fator de risco 

para o desenvolvimento de crise renal (DEMARCO et al., 2002; DENTON; STEEN, 

2012; STEEN; MEDSGER, 2000). 

 Estudos in vivo e in vitro realizados anteriormente relataram efeitos 

desempenhados pelos GC na inibição de citocinas Th1, como IFN-γ, TNF e IL-2, e 

aumento das citocinas Th2, como IL-4, IL-10 e IL-13 (AGARWAL; MARSHALL, 1998; 

ELENKOV, 2004). Nós observamos os efeitos promovidos pela DEX em PBMC de 

pacientes com ES, os níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-

γ, TNF e IL-1β foram reduzidos significativamente após tratamento das células 

estimuladas com os anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. Esses resultados mostram que o 

efeito da DEX não foi seletivo, promoveu supressão de todas as citocinas avaliadas no 

estudo. Em PBMC de voluntários saudáveis os efeitos foram semelhantes, com exceção 

da IL-2 que não foi reduzida significativamente no sobrenadante das culturas. Esses 

resultados são de grande importância, uma vez que as citocinas moduladas pelo 
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tratamento com DEX em PBMC de pacientes com ES desempenham papeis cruciais na 

fisiopatogênese da doença. Além disso, há uma ausência de estudos que mostrem os 

efeitos desempenhados pelos GC na ES, esses dados podem ajudar a esclarecer os 

mecanismos de ação desses medicamentos na doença e dar suporte para o 

desenvolvimento de mais estudos que façam uma investigação mais ampla. Em PBMC 

de pacientes com artrite reumatoide o tratamento com DEX promoveu redução nos níveis 

de IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ, corroborando com os nossos achados (DE et al., 2002; 

SONG et al., 2013). Em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (LES), pacientes 

tratados com corticoides apresentaram níveis séricos menores de IL-10 quando 

comparados com pacientes que não usavam esses medicamentos, além disso observou-se 

que a DEX in vitro promoveu redução nos níveis de IL-10 em PBMC de pacientes com 

LES e controles saudáveis (CEPIKA et al., 2012).  
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6 CONCLUSÕES 

 Pacientes com ES apresentaram níveis séricos de 25(OH) vitamina D mais baixos 

e maior frequência de hipovitaminose D quando comparados com indivíduos 

saudáveis. 

 O tratamento com a vitamina D promoveu redução nos níveis das citocinas IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F, IFN-γ e TNF, além de aumentar os níveis de IL-4 e 

IL-10 em PBMC de pacientes com ES, sugerindo seu potencial terapêutico na 

doença. 

 A vitamina D regulou negativamente a expressão de α-SMA em fibroblastos 

saudáveis de pele estimulados pelo TGF-β, evidenciando sua ação antifibrótica. 

 Não foram observados efeitos do tratamento da vitamina D em fibroblastos 

saudáveis de pulmão. 

 Não houve diferenças entre manifestações clínicas e resposta ao tratamento in 

vitro em pacientes com níveis séricos suficientes ou insuficientes de vitamina D. 

 O tratamento com DEX em PBMC de pacientes com ES promoveu redução 

significativa nos níveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-γ, TNF e 

IL-1β, evidenciando importante atividade imunomoduladora ainda não descrita 

anteriormente na ES. 
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7 PERSPECTIVAS 

 Avaliar a atividade antifibrótica da vitamina D em fibroblastos cutâneos de 

pacientes com ES. 

 Investigar os mecanismos de ação da vitamina D em PBMC e fibroblastos 

cutâneos de pacientes com ES. 

 Avaliar a atividade imunomoduladora da vitamina D na produção de quimiocinas 

em PBMC de pacientes com ES. 

 Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrótica da vitamina D em modelos 

animais de ES. 

 Avaliar a atividade antifibrótica da DEX em fibroblastos cutâneos de pacientes 

com ES. 

 Investigar os mecanismos de ação da DEX em PBMC e fibroblastos cutâneos de 

pacientes com ES. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(TCLE) PARA PORTADORES DA ESCLEROSE SISTÊMICA 

 

« AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIFIBRÓTICA DA 

VITAMINA D NA ESCLEROSE SISTÊMICA » 

 

Nós o convidamos a participar de uma pesquisa que visa estudar o que acontece no corpo fazendo 

com que a esclerose sistêmica se desenvolva. Como pesquisadores responsáveis deste estudo, 

nosso objetivo é descobrir o que está desregulado no seu corpo, levando ao desenvolvimento da 

doença. Nesta pesquisa só será realizado testes com as células presentes no seu sangue e/ou na 

sua pele. Deste modo, nenhum medicamento será administrado em você durante toda a pesquisa.  

 

É importante ressaltar que: 

1. Sua participação é inteiramente voluntária; 

2. Você pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser; 

3. Nós solicitaremos novamente sua aprovação (verbal) no momento de cada coleta; 

4. Suas informações nunca serão divulgadas, ou seja, permanecerão confidenciais; 

5. Faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, você será um dos 

primeiros beneficiados. 

 

A esclerose sistêmica é uma doença autoimune, inflamatória crônica que acomete principalmente 

a pele, podendo comprometer também outros órgãos, como pulmão, coração e trato digestivo. 

Com o passar do tempo, os portadores de esclerose sistêmica podem desenvolver incapacidade 

para realização de suas atividades tanto de vida diária como profissional. Apesar de rara, a 

esclerose sistêmica é uma doença grave e ainda sem cura. 

 

Nós solicitamos a sua colaboração e participação neste estudo porque você éportador da 

esclerose sistêmica. Este estudo inclui a participação de 40 indivíduos. Entre os quais, 15 são 

voluntários sadios e 25 são portadores da esclerose sistêmica. 

 

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue é feita no 

braço e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar 

a coleta, nós limparemos o seu braço com álcool, e todo material usado na coleta é descartável. A 

coleta será feita por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.Para 

a amostra de pele, serão utilizados restos de pele retirados na sua cirurgia plástica no Hospital das 

Clínicas, não havendo necessidade de nenhum procedimento adicional.O objetivo é estudar 

também o que acontece na pele das pessoas que têm esclerose sistêmica, um dos órgãos mais 

comprometidos na doença, e para isso precisamos comparar com a pele de indivíduos que não 

possuem a doença.  
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Os riscos envolvidos nesse projeto se referem àcoleta de sangue, que pode ser desconfortável e o 

braço pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é uma área arroxeada no local da 

coleta.Com relação aos benefícios, você será submetido a uma avaliação clínica e, caso seja 

detectada alguma alteração sugestiva de doença autoimune, será encaminhado para um 

acompanhamento adequado. 

 

A coleta de dados só será iniciada após a aprovação do projeto de pesquisa pelo CEP e o 

cronograma proposto será cumprido. O orçamento financeiro desta pesquisa será de inteira 

responsabilidade do pesquisador principal. 

 

Os dados coletados pelo estudo ficarão armazenados em arquivos no serviço de Reumatologia, 

sob a responsabilidade daDra. Andrea Dantas, por um período mínimo de 5 anos. Os resultados 

deste estudo serão apresentados em congressos, conferências ou em revistas médicas, mas não 

aparecerá seu nome. Suas informações nunca serão divulgadas, permanecerão confidenciais. 

 

Você tem alguma pergunta sobre a sua participação neste estudo? 

 

Se você tiver alguma pergunta mais tarde, poderá conversar com um dos membros da nossa 

equipe, podendo contatar: 

 

Anderson Rodrigues de Almeida, Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica da 

Universidade Federal de Pernambuco. Rua Vanda Maria, Nº34, Pau Amarelo, Paulista-PE, 

CEP: 53435-780. E-mail: andersonr.almeida@hotmail.com. Cel: (81) 99824-6183 

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica da 

Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital Das Clínicas da Universidade Federal 

de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 50.670-901 Recife – 

PE.E-mail: andreatdantas@uol.com.br. Telefone: 55 (81) 2126.3575. 

Profa. Dra Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 

50.670-901 Recife – PE.E-mail: aduarte@terra.com.br. Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155. 

Profa. Dra. Maira Galdino Da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. 

Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 50.670-901 Recife – PE. E-mail: 

mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346 

 

Em caso de dúvidas relacionados aos aspectos éticos desse estudo, você poderá consultar o 

Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE- CEP/CCS, no Centro de 

Ciências da Saúde, da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia 

s/n – 1º Andar, sala 4, Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81) 

2126-8588, email cepccs@ufpe.br. 

 

 

Você ficará com uma cópia deste documento. 

 



87 

 

 

Nome do responsável pela coleta de sangue: 

_____________________________________________ 

 

Se você aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulário abaixo. 

 

Nome: 

____________________________________________________________________________ 

 

RG:____________________________________        Data: 

__________________________________ 

 

Endereço:____________________________________________________________________

______ 

 

Assinatura: __________________________________________________ 

 

 

Testemunha 1: -

_____________________________________________________________________                                                                     

 

RG: ______________________________________ Data: 

__________________________________ 

 

 

Testemunha 2: 

_____________________________________________________________________                                                                      

 

RG: _____________________________________ Data: 

____________________________________ 

 

Pesquisador Responsável: 

______________________________________Data:____________________ 

Assinatura: 

_____________________________________________________________________ 

 

Eu ___________________________________________________________________ 

 

____________________________________________, assino o presente termo de 

consentimento. 

 

RG: ______________________________     Data ___________________________        

 

Pesquisador Responsável: ______________________________Data:________________ 

Assinatura: ____________________________________________________________ 

 

 

 

 
Impressão Digital do 

Paciente 
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APÊNDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(TCLE) PARA VOLUNTÁRIOS SAUDÁVEIS 

 

« AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIFIBRÓTICA DA 

VITAMINA D NA ESCLEROSE SISTÊMICA » 

 

Nós o convidamos a participar de uma pesquisa que visa estudar o que acontece no corpo fazendo 

com que a esclerose sistêmica se desenvolva. Como pesquisadores responsáveis deste estudo, 

nosso objetivo é descobrir o que está desregulado no seu corpo, levando ao desenvolvimento da 

doença. Nesta pesquisa só será realizado testes com as células presentes no seu sangue e/ou na 

sua pele. Deste modo, nenhum medicamento será administrado em você durante toda a pesquisa.  

 

É importante ressaltar que: 

6. Sua participação é inteiramente voluntária; 

7. Você pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser; 

8. Nós solicitaremos novamente sua aprovação (verbal) no momento de cada coleta; 

9. Suas informações nunca serão divulgadas, ou seja, permanecerão confidenciais; 

10. Faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, você será um dos 

primeiros beneficiados. 

 

A esclerose sistêmica é uma doença autoimune, inflamatória crônica que acomete principalmente 

a pele, podendo comprometer também outros órgãos, como pulmão, coração e trato digestivo. 

Com o passar do tempo, os portadores de esclerose sistêmica podem desenvolver incapacidade 

para realização de suas atividades tanto de vida diária como profissional. Apesar de rara, a 

esclerose sistêmica é uma doença grave e ainda sem cura. 

 

Nós solicitamos a sua colaboração e participação neste estudo porque você é um voluntário 

saudável não portador desta doença. Este estudo inclui a participação de 40 indivíduos. Entre 

os quais, 15 são voluntários sadios e 25 são portadores da esclerose sistêmica. 

 

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue é feita no 

braço e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar 

a coleta, nós limparemos o seu braço com álcool, e todo material usado na coleta é descartável. A 

coleta será feita por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.Para 

a amostra de pele, serão utilizados restos de pele retirados na sua cirurgia plástica no Hospital das 

Clínicas, não havendo necessidade de nenhum procedimento adicional.O objetivo é estudar 

também o que acontece na pele das pessoas que têm esclerose sistêmica, um dos órgãos mais 

comprometidos na doença, e para isso precisamos comparar com a pele de indivíduos que não 

possuem a doença.  

 

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem àcoleta de sangue, que pode ser desconfortável e o 

braço pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é uma área arroxeada no local da 

coleta.Com relação aos benefícios, você será submetido a uma avaliação clínica e, caso seja 
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detectada alguma alteração sugestiva de doença autoimune, será encaminhado para um 

acompanhamento adequado. 

 

A coleta de dados só será iniciada após a aprovação do projeto de pesquisa pelo CEP e o 

cronograma proposto será cumprido. O orçamento financeiro desta pesquisa será de inteira 

responsabilidade do pesquisador principal. 

 

Os dados coletados pelo estudo ficarão armazenados em arquivos no serviço de Reumatologia, 

sob a responsabilidade daDra. Andrea Dantas, por um período mínimo de 5 anos. Os resultados 

deste estudo serão apresentados em congressos, conferências ou em revistas médicas, mas não 

aparecerá seu nome. Suas informações nunca serão divulgadas, permanecerão confidenciais. 

 

Você tem alguma pergunta sobre a sua participação neste estudo? 

 

Se você tiver alguma pergunta mais tarde, poderá conversar com um dos membros da nossa 

equipe, podendo contatar: 

 

Anderson Rodrigues de Almeida, Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica da 

Universidade Federal de Pernambuco. Rua Vanda Maria, Nº34, Pau Amarelo, Paulista-PE, 

CEP: 53435-780. E-mail: andersonr.almeida@hotmail.com. Cel: (81) 99824-6183 

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica da 

Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital Das Clínicas da Universidade Federal 

de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 50.670-901 Recife – 

PE.E-mail: andreatdantas@uol.com.br. Telefone: 55 (81) 2126.3575. 

Profa. Dra Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 

50.670-901 Recife – PE.E-mail: aduarte@terra.com.br. Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155. 

Profa. Dra. Maira Galdino Da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. 

Moraes Rego S/N - Cidade Universitária, CEP: 50.670-901 Recife – PE. E-mail: 

mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346 

 

Em caso de dúvidas relacionados aos aspectos éticos desse estudo, você poderá consultar o 

Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE- CEP/CCS, no Centro de 

Ciências da Saúde, da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia 

s/n – 1º Andar, sala 4, Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81) 

2126-8588, email cepccs@ufpe.br. 

 

 

Você ficará com uma cópia deste documento. 

 

Nome do responsável pela coleta de sangue: 

_____________________________________________ 
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Se você aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulário abaixo. 

 

Nome: _____________________________________________________________________ 

RG:____________________________________        Data: _____________________ 

 

Endereço:____________________________________________________________ 

 

Assinatura: __________________________________________________ 

 

 

Testemunha 1: -

_____________________________________________________________________                                                                     

 

RG: ______________________________________ Data: ______________________ 

 

 

Testemunha 2: 

_____________________________________________________________________                                                                      

 

RG: _____________________________________ Data: _______________________ 

 

 

Pesquisador Responsável: 

______________________________________Data:____________________ 

Assinatura: 

_____________________________________________________________________ 

 

Eu ___________________________________________________________________ 

 

____________________________________________, assino o presente termo de 

consentimento. 

 

RG: ______________________________     Data ___________________________        

 

 

 

Pesquisador Responsável: ______________________________Data:________________ 

Assinatura: ____________________________________________________________ 
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ANEXOS 

ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA DA UFPE 
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