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RESUMO

A Esclerose sistémica (ES) € uma doenca do tecido conjuntivo, caracterizada pela
fibrose da pele e de 6rgéos internos, alteracdes vasculares e presenca de autoanticorpos. Poucas
terapias eficazes existem até 0 momento para tratamento da ES, e a maior parte é direcionada
para os sintomas, nédo existindo nenhuma modalidade terapéutica que atue comprovadamente
no envolvimento fibrético da doenca. A vitamina D atua nas células do sistema imunologico,
regulando a producéo de citocinas, além de promover a reducao de marcadores fibréticos. Dessa
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrotica da
vitamina D na ES. Foram incluidos no estudo 36 pacientes com ES atendidos no servigo 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 saudaveis e em fibroblastos saudaveis de pele (HFF-1) e
pulm&o (MRC-5) estimulados com fator transformador do crescimento- (TGF-p). As células
foram tratadas com a 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH)2 D3) em diferentes concentracdes
(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
quimioluminescéncia em 36 pacientes e 36 controles saudaveis pareados por sexo e idade. As
dosagens das citocinas presentes no sobrenadante nas culturas de PBMC foram realizadas
utilizando o ELISA ou CBA. A avaliacdo da expressdo génica foi realizada por PCR em tempo
real apos extracdo do RNA dos fibroblastos. Observamos que 63,8% dos pacientes com ES
apresentavam insuficiéncia de vitamina D e niveis séricos mais baixos quando comparados com
os controles saudaveis (p= 0.04). O tratamento com a 1,25 (OH) 2 D3 promoveu reducédo
significativa nos niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-y e TNF em
sobrenadante de cultura de PBMC de pacientes com ES , além disso, observou-se um aumento
nos niveis de IL-10 e IL-4. O tratamento com 1,25 (OH) 2 D3 em culturas de fibroblastos de
pele reduziu significativamente a expressdo génica de ACTA2 (p<0.05). Adicionalmente,
vimos que a dexametasona promoveu redugdo nos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
IL-17F, IFN-y, TNF e IL-1B. Com base nos resultados obtidos, sugere-se a vitamina D como
um possivel agente terapéutico 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 investigagdo do papel da molécula desempenhado in

Vivo.



Palavras-chave: Esclerose sistémica. Vitamina D. Citocinas. Inovagdo Terapéutica.



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-p (TGF-p),
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-y and TNF levels in the
supernatant PBMC culture of SSc patients, in addition, an increase in 1L-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, 1L-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-y, TNF and IL-1p 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 INTRODUCAO

A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenga do tecido conjuntivo de caréater
autoimune, que se caracteriza principalmente por fibrose cutanea e visceral progressivas.
A ES esta relacionada a significativa morbidade, com espessamento da pele, Ulceras
digitais, contraturas de articulagdes, hipertensdo pulmonar, doenca pulmonar intersticial,
e insuficiéncia renal. A doenca esta associada a alta taxa de mortalidade, que ocorre
devido a manifestacbes graves e auséncia 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 fisiopatogénese da ES é complexa e ainda ndo estd completamente
compreendida, resulta da inter-relagdo de trés mecanismos principais: a disfungéo
endotelial, a desregulacdo da imunidade inata e adaptativa e a hiperativacdo dos
fibroblastos e células relacionadas, que resulta no desenvolvimento da fibrose
(ZIMMERMANNN; PIZZICHINI, 2013).

Pacientes com ES apresentam niveis séricos aumentados de citocinas Thl, Th2 e
Th17 em comparacdo com individuos saudaveis. As citocinas pro-inflamatérias Thl e
Th17 parecem estar aumentadas nos estagios iniciais da doenca, enquanto que as citocinas
Th2 associam-se com o estagio mais tardio da doenca. Estudos realizados mostram
associacOes entre as manifestacoes clinicas da ES e niveis de citocinas presentes no soro
e na pele de pacientes (BARAUT et al., 2010; BREMBILLA; CHIZZOLINI, 2012).

A complexa interacdo entre os mecanismos fisiopatogénicos da ES dificulta o
desenvolvimento de uma terapia que seja eficaz. Os tratamentos da ES geralmente séo
determinados pela extensdo e gravidade das manifestacfes da doenca, e a maior parte é
direcionada para os sintomas, ndo existindo nenhuma modalidade terapéutica que atue
impedindo a progressdo da fibrose (RAJA; DENTON, 2016; TYNDALL et al., 2009;
ALLARONE et al., 2016). Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados no tratamento
da ES, embora faltem dados que mostrem os seus efeitos positivos no tratamento da
doenga, e geralmente séo usados em associagdo com outros imunossupressores. Os efeitos
terapéuticos dos glicocorticoides estdo associados com reagdes 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 0 manejo da ES. A 1,25- Dihidroxivitamina D3
atua nas células T inibindo a proliferacdo e producdo de citocinas por essas células.
Evidéncias mostram que a vitamina D € capaz de regular citocinas das vias Thl, Th2,
Th17 e Treg (CARTONA et al., 2015). Além disso, o tratamento in vitro com a vitamina
D promoveu reducéo significativa na expressdo de mediadores do processo fibrético da
ES e diminuicdo da fibrose dérmica em modelo experimental de ES (ZEER et al., 2014).
Estudos realizados mostram alta prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes com ES,
além de correlacdo com manifestacBes clinicas da doenca (ARNSON et al., 2011;
VACCA et al., 2009).

Os efeitos desempenhados pela vitamina D na modulagéo do sistema imunoldgico
e na regulacdo de mediadores fibrdticos podem representar uma boa alternativa
terapéutica para o tratamento da ES, no entanto, até o presente momento ndo existem
estudos que explorem a ac¢do imunomoduladora da vitamina D na doenca. Além disso,
ainda nao foi completamente compreendida a relacédo existente entre hipovitaminose D e
ES, reforcando a necessidade de trabalhos que busquem o entendimento do papel da

vitamina D na doenca.

O presente estudo tem por finalidade a busca de estratégias de tratamento para a
esclerose sistémica, por meio da avaliacdo da atividade imunomoduladora e antifibroética
da vitamina D e da dexametasona in vitro na esclerose sisttémica, dos niveis sericos da
vitamina D em pacientes com ES e das possiveis correlacdes entre os niveis de vitamina

D, manifestacGes clinicas e resposta aos tratamentos in vitro.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrética da vitamina D e da

dexametasona in vitro.
1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar os niveis séricos da 25 (OH) vitamina D em pacientes com Esclerose

Sistémica;
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e Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na modulagéo de citocinas relacionadas com o
processo fibrotico;

e Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na regulacdo da expressdo de genes pro-
fibroticos em fibroblastos de pele (HFF-1) e pulméo (MRC-5);

e Avaliar possiveis correlagdes entre os niveis de vitamina D, manifestacdes clinicas e
a resposta ao tratamento com a vitamina D in vitro;

e Auvaliar o efeito in vitro da dexametasona na producéo de citocinas em pacientes com
ES.

1.2 JUSTIFICATIVA

A esclerose sistémica é considerada uma das mais graves doencas reumaticas
autoimunes devido ao seu grande impacto na morbimortalidade dos pacientes
acometidos. E uma doenca que atinge preferencialmente o sexo feminino, com maior
incidéncia dos 30 aos 50 anos, 0 que representa uma faixa etaria economicamente ativa,
e 0 seu alto grau de incapacidade funcional determina grandes repercussdes no ambito

psicossocial e econdémico

Os mecanismos fisiopatogénicos da doenca sdo complexos e ainda ndo estdo
completamente compreendidos. Caracteriza-se essencialmente por dano vascular,
desregulacdo imunologica e fibrose, que representa a via final comum da doenca. A soma
desses eventos resulta na heterogeneidade clinica da doenca e reflete na dificuldade em
se estabelecer um tratamento eficaz. Até o momento, as modalidades terapéuticas
disponiveis para o tratamento da doenca sdo direcionadas para 0s sintomas, nao existindo
ainda nenhum farmaco que comprovadamente atue interferindo na progressao da fibrose,
e apresentam pouco impacto na evolucdo da doenca. Neste contexto, fica clara a
necessidade de estudos que visem a descoberta de novos alvos e de novos farmacos a

serem utilizados no tratamento desta doenca.

Estudos tém demonstrado que a vitamina D possui outras funcdes, além das
desempenhadas no metabolismo do célcio e formagdo 6ssea, como a interagdo com o
sistema imunoldgico e propriedades antifibréticas, sugerindo um grande potencial
terapéutico no tratamento da ES. Entretanto, os estudos que avaliaram os efeitos in vitro

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

imunomodulador e antifibrético in vitro da vitamina D na ES.
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2 REVISAO DA LITERATURA
21 ESCLEROSE SISTEMICA

A Esclerose Sistémica é uma doenca do tecido conjuntivo, que se caracteriza pela
fibrose da pele e de varios drgdos internos, alteracfes vasculares e presenca de
autoanticorpos. De acordo com a extenséo e localizagdo do acometimento cutaneo, a ES
classifica-se clinicamente em: cutanea limitada (CL) e cutanea difusa (CD) (ZUO et al.,
2016; ZIMMERMANN; PIZZICHINE, 2013). Trata-se de uma doenca rara, cujas taxas
de incidéncia e prevaléncia variam de acordo com a localizagdo geografica, com
incidéncia variando de 3,7 a 22,8 por milh&o de habitantes e prevaléncia variando de 31
a 286 por milhdo de habitantes (BARNES; MAYES, 2012). Em um estudo brasileiro
foram relatadas taxas de incidéncia de 11,9 por milhdo de habitante e de prevaléncia de
105,6 por milh&o de habitantes, dados que estdo inferiores aos encontrados em estudos
americanos e proximo dos estudos europeus (HORIMOTO et al., 2016). Além disso, a

ES esta associada ao aumento da morbidade e mortalidade (BARON, 2016).
2.1.1 Etiopatogénese

Embora os conhecimentos a respeito dos eventos etiopatogénicos da ES tenham
avancado, a causa exata do surgimento da doenca ndo 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 doenca
idiopatica na maior parte dos casos, fatores ambientais podem estar relacionados com o
surgimento da doenca em alguns casos. A exposicao a silica e aos solventes organicos
representam fatores de risco ambientais que podem ter associagdo com o0
desenvolvimento da ES. Além desses fatores, as exposi¢Oes a agentes infecciosos,
principalmente viral, também tém sido relacionadas com a etiologia da ES, como as
infeccOes pelo citomegalovirus, parvovirus B19, Epstein-Barr e papilomavirus humano
(ZIMMERMANN; PIZZICHINE, 2013; STICHERLING, 2012).

A susceptibilidade genética é outro fator que tem sido apontado por diversos
estudos para o desenvolvimento da ES. Historico familiar da doenga é considerado um

fator de risco importante, os parentes de primeiro grau parecem Ser 0S Mmais
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predisponentes ao desenvolvimento da doenca em relagdo a populacdo geral
(STICHERLING, 2012; MAYES & TROJANOWSKA, 2007; ARNETT et al., 2001;
ENGLERT et al., 1999). Vérios estudos buscam descobrir os genes que podem estar
envolvidos no aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento da ES e na progressao da
doenca. Os genes da regido do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) séo
0s que apresentam maiores indicios de associagdo com a ES, essa regido retine genes que
desempenham importantes fun¢bes do sistema imunolégico (NAVARRO; BUSTOS,
2006; STICHERLING, 2012; JIN et al., 2014).

2.1.2 Manifestacdes clinicas

A fibrose da pele representa 0 comprometimento cutdneo mais caracteristico da
ES (Figura 1). De acordo com a natureza e extensdo do envolvimento cutaneo, a ES
classifica-se em duas formas clinicas: a cutanea limitada (CL) e a cutanea difusa (CD).
A CL ¢ a forma de maior ocorréncia e 0 espessamento da pele é restrito a face e as
extremidades, essa forma clinica costuma ter uma progressao mais lenta. Enquanto que
a CD tem um inicio mais rapido, 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 manifestagdes cutdneas além do espessamento da pele, como
telangiectasias, calcinose e microstomia, que € a limitacdo da abertura da boca (KRIEG;
TAKEHARA, 2009).

Figura 1. Espessamento cutaneo e alteracdo de pigmentacdo em maos de paciente com ES (Banco de
imagens do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas — HC — UFPE).
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A disfuncdo vascular cronica também estd presente nos pacientes com ES,
inicialmente se manifesta com alteraces de vasoconstriccdo e vasodilatacdo reversiveis
e progridem para alteragdes estruturais ou vasculopatia da microcirculagdo. O fenbmeno
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
arteriolas cutaneas e resulta em palidez cutanea e cianose, e pode preceder em anos o
desenvolvimento dos demais sintomas da doenca (Figura 2A) (FLAVAHAN et al., 2003).
As Ulceras digitais ocorrem em cerca de 30% dos pacientes, e sdo resultantes de
vasculopatias primarias que podem levar ao espessamento da camada intima dos vasos e
oclusdo do lumen (Figura 2B). As ulceras digitais tém etiologia multifatorial, podendo
estar associadas a isquemia, microtraumas repetitivos, esclerodactilia e calcinose
(STEEN et al., 2010).

Figura 2. A. Fendmeno de Raynaud B. Ulceras digitais e necrose em polpas digitais (Banco de imagens do
Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas — HC — UFPE).

Alteracdes pulmonares também podem ser comuns em pacientes, e inclui a doenca
pulmonar intersticial (DPI), que pode evoluir com fibrose pulmonar, e a hipertensdo
arterial pulmonar (HAP), que € resultante da doenga vascular pulmonar. Os sinais clinicos
do envolvimento pulmonar incluem dispneia, tosse, dor tordcica e fadiga. As
manifestacdes pulmonares séo a principal causa de morbimortalidade dos pacientes com



22

ES. DPI pode representar até 16% das mortes em ES. A HAP estd presente em
aproximadamente 12% dos pacientes com ES e tem uma taxa de mortalidade de 50% nos
trés anos subsequentes ao diagnostico (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 doenca, presente tanto em pacientes com
a forma CL quanto com a CD. O aspecto fibrotico da doenca é que se desenvolve nos
6rgdos do TGI, promovendo alteragdes na motilidade, digestdo e excrecdo. Dessa forma,
0s pacientes podem apresentar refluxo gastroesofagico, incontinéncia fecal, constipacao,
disfagia, retardo no esvaziamento gastrico, manifestacdes que apresentam importantes
valores para prognostico, morbidade e mortalidade (FORBES; MARIE, 2008).

O envolvimento cardiaco é frequentemente secundario a manifestaces da doenca
em outros 6rgdos, rins ou pulmd@es, mas pode surgir também como resposta primaria,
podendo desenvolver fibrose miocardica, neuropatia autonémica, envolvimento de
pequenos vasos coronarianos ou do pericardio. Assim, vérias anormalidades podem
surgir dependendo da estrutura afetada, incluindo arritmias cardiacas, derrame
pericardico, isquemia, hipertrofia ou fibrose com ou sem insuficiéncia cardiaca
(ALMEIDA et al., 2011).

A crise renal esclerodérmica representa o envolvimento renal na ES, e ja foi
considerada a complicagdo mais grave da doenca, 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 manifestacdo passivel
de tratamento, embora alguns pacientes tenham resultados desfavoraveis e evoluam com
necessidade de terapia substitutiva renal (STEEN, 2014).

O envolvimento musculo-esquelético € comum na ES. Manifesta-se com o
acometimento de articulacGes, que afeta de 46 — 95% dos pacientes na forma de artralgia,
contratura articular e artrite, e a miopatia, que € um grupo heterogéneo de disturbios
musculares que inclui fraqueza muscular, mialgia e elevagdo de enzimas musculares
(MORRISROE et al., 2015; ALMEIDA et al., 2011).
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2.1.3 Fisiopatogénese

A fisiopatogénese da ES é complexa e incompletamente compreendida, sendo
composta por trés eventos principais, que sdo: o dano vascular de pequenas artérias e
arteriolas, a desregulacdo imunoldgica e a fibrose, que representa a via final comum da
doenca e acomete a pele e varios orgaos internos (Figura 3). A soma desses eventos
fisiopatogénicos resulta na heterogeneidade de expressdo fenotipica da doenga (KUMAR
etal., 2017; ZIMMERMANN; PIZZICHINI, 2013).

Figura 3. Fisiopatogénese da esclerose sistémica. Interacdo entre vasculopatia, desregulagdo imunoldgica

e fibrose.
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Fonte: modificado de KUMAR et al., 2017.

2.1.3.1 Comprometimento vascular

A vasculopatia € uma manifestacao de grande importancia na ES, estando presente
em quase todos os individuos acometidos pela doenca. Os pacientes apresentam

diferentes graus de comprometimento vascular, resultantes do desequilibrio entre os
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vasodilatadores e vasoconstrictores (NAVARRO; BUSTOS, 2006). N&o se sabe qual o
fator inicial desencadeante dos danos vasculares na ES, mas a partir desse fator
determinante, iniciam-se uma série de alteragGes que resultam em mudangas iniciais da
microcirculacdo e culminam com o desenvolvimento de fibrose. Essa série de alteracfes
levam a um comprometimento na microcirculacdo, disfuncdo endotelial, alteracdo de
angiogénese e vasculogénese, ativacdo crbnica de plaquetas e vasoconstri¢do continua
(SEGURA; FERRAZ-AMARO, 2015).

A alteracdo inicial que ocorre nos capilares € o aumento dos espacos
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 producdo de espécies reativas de oxigénio e a liberacdo de
diversas moléculas como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, que realizam o
recrutamento de linfécitos T e B e macrofagos pro-fibroticos para o intersticio dos
tecidos. Com a ativacgdo de células inflamatdrias e hipoxia tecidual decorrentes das lesdes
vasculares, ha liberacdo de espécies reativas de oxigénio, citocinas e mediadores
inflamato6rios que impulsionam o desenvolvimento da doenga (NAVARRO; BUSTOS,
2006; KUMAR et al., 2017).

A disfuncdo endotelial leva a um desequilibrio na liberacdo de moléculas
vasoativas, com um aumento dos vasoconstritores e diminuicdo dos vasodilatadores. O
aumento da liberacdo de mediadores como o fator de Von Willebrand, endotelina- 1 e
tromboxano B, somado ao aumento da agregacdo plaquetéria induzida pela serotonina,
sdo indicadores de danos as células endoteliais que sdo mantidas pela hipoxia e por fatores
toxicos como proteases, radicais livres, Oxido nitrico (NO) e autoanticorpos
antiendoteliais. As células endoteliais aumentam ainda a expressdo de moléculas de
superficie, como a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), proteina de adeséo de
célula vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, que facilitam a migracdo de ceélulas
inflamatdrias das paredes dos vasos para o interior dos tecidos (SEGURA; FERRAZ-
AMARO, 2015; STICHERLING, 2012).

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

da taxa de apoptose das celulas endoteliais, anticorpos endoteliais e redugdo do numero
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de células endoteliais progenitoras, o que dificulta a neovascularizacdo (STICHERLING,
2012).

2.1.3.2 Desregulacdo imunoldgica

Outra importante alteracdo que ocorre na fisiopatogénese da ES é a desregulacao
do sistema imunoldgico, envolvendo tanto a resposta humoral quanto a resposta celular.
Os autoanticorpos estdo presentes na ES e sdo importantes componentes da imunidade
humoral, caracterizam as formas clinicas da doenca e apresentam associacfes
prognosticas. A imunidade celular é representada principalmente pelos linfécitos T,
responsaveis pela producao de diversas citocinas que desempenham papéis importantes,
incluindo alteracGes nas funcdes das células endoteliais e fibroblastos (RAJA; DENTON,
2016; CHIZZOLINI; BOIN, 2015).

Evidéncias sugerem diferentes associa¢des dos linfocitos B com a fisiopatogénese
da ES (LAFYATIS et al., 2007; SATO et al., 2004; BIELECKI et al., 2010; FRANCOIS
et al., 2013). A alteracdo da homeostase e fungdo das células B estdo implicadas no
desenvolvimento e progressdao de doencas autoimunes sistémicas, como a ES. Essas
células parecem atuar regulando a ativacdo de fibroblastos, e dessa forma aceleram o
processo fibrotico da doenca, além de contribuir para amplificacdo do processo
inflamatério por meio da produgdo dos autoanticorpos (CHIZZOLINI; BOIN,2015;
FRANCOIS et al., 2013).

Os autoanticorpos da ES sdo direcionados para uma série de alvos, intra e
extracelulares. Mais de 95% dos pacientes apresentam autoanticorpos ho momento do
diagnostico da doenca, e 0s mesmos ja foram associados com subtipos da doenca e com
diferengas na gravidade da doenga, como extensdo do envolvimento cutaneo,
manifestacbes em Orgdos internos e prognostico. Grande parte dos primeiros anticorpos
identificados na ES sdo direcionados a antigenos nucleares, sdo 0s anticorpos
antinucleares (ANA). Esses ANA mostraram-se Uteis clinicamente na predi¢do do inicio
da doenca, antes que se tenha um diagnostico claramente definido. Os principais ANA
associados com a ES e que sdo uteis no diagndstico especifico, incluem o anticentrdomero,
anti-DNA topoisomerase | (anti-Scl70), anti-RNA polimerase Il (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 anticentrdmero apresenta uma sensibilidade entre 20 — 40% e
especificidade maior que 90% (STTEN, 2005; WALKER; FRITZLER, 2007). Apesar da
frequéncia relatada do anticentrémero em pacientes com ES ser 20 — 40%, j& foi visto que
pode sofrer variacbes de acordo com a etnia da populacdo: pacientes brancos
apresentaram uma frequéncia de 30%, enquanto que a frequéncia foi menor em pacientes
afro-americanos (REVEILLE et al., 2001). A maior parte dos pacientes que produzem o
anticorpo anticentrbmero tem a forma clinica limitada da ES, e apresentam um
prognostico mais favoravel, com menor mortalidade, em relacdo aos pacientes que
possuem outros ANA associados com a ES (MEHRA et al., 2013).

O anti-DNA topoisomerase | ou anti-Scl 70 tem uma frequéncia que varia de 9,2
— 42% em pacientes com ES. A especificidade pode mudar de acordo com a técnica de
deteccdo 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 néo é exclusivo desse grupo,
pois pacientes com a forma limitada da doenca também podem apresentar esse
autoanticorpo (REVEILLE; SOLOMON, 2003; WALKER at al., 2007). Esse tipo de
ANA tem sido associado a pior prognéstico, com aumento da mortalidade, fibrose

pulmonar e comprometimento muasculo-esquelético e cardiaco (MEHRA et al., 2013).

Os autoanticorpos anti-RNA polimerase (anti-RNAP) 1 e 11l frequentemente estédo
presentes de forma simultanea e representam um padrdo de expressdo especifico para a
ES, com prevaléncia na ES em torno de 20% e frequéncia varidavel nas diferentes
populacbes. A presenca dos anti-RNAP 1 e Ill estd associada com o acometimento
cutaneo difuso, e em algumas coortes com o maior risco de crise renal. Embora o0s
pacientes com anti-RNAP tenham alta prevaléncia de comprometimento renal,
apresentam melhor sobrevida em comparagdo aos pacientes com anti-SCI70 e anti-
fibrilarina (MEHRA et al., 2013; MIERAU et al., 2011; REVEILLE; SOLOMON, 2003;
STEEN, 2010; GRAF et al., 2012).

A fibrilarina € uma proteina nuclear de 35kDa. Os autoanticorpos dirigidos a essa
proteina sdo considerados especificos para a ES, e estdo presentes no soro de menos de
7% dos pacientes. Estudos realizados associaram a presenca desse autoanticorpo com

maior frequéncia do envolvimento cutaneo difuso, hipertenséo arterial pulmonar, lesées
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musculo-esqueléticas e cardiacas e uma frequéncia menor de artrite (TORMEY et al.,
2001; SHARIF et al., 2011).

A desregulacao imunologica na ES envolve também a ativacdo dos linfdcitos T,
que participam do processo fisiopatogénico da doenca por meio da producdo de citocinas,
as quais interagem com células endoteliais e fibroblastos, e dessa forma, desencadeia
efeitos de inducdo ou prevencdo de doencas vasculares e sintese excessiva de colageno
(CHIZZOLINI; BOIN, 2015). Estudos realizados demonstraram a presenca de infiltrado
de células inflamatorias em lesGes precoces na ES, sugerindo que essas células,
principalmente os linfécitos T, atuam promovendo os mecanismos que levam ao
desenvolvimento da vasculopatia e fibrose. As células T ativadas parecem induzir a
ativacdo dos fibroblastos por meio do contato direto ou pela liberacdo de citocinas que
atuam de forma paracrina (MEDSGER et al., 2011; CHIZZOLINI, 2007).

Evidéncias mostram que pacientes com ES apresentam niveis séricos de citocinas
Th1, Th2 e Th17 aumentados em comparacdo com individuos saudaveis. Citocinas pro-
inflamatdrias Thl e Th17 parecem estar aumentadas no estagio inicial da doenca,
enquanto que as citocinas da via Th2 séo associadas com a extensdo do comprometimento
fibrético e envolvimento de 6rgdos (BARAUT et al., 2010).

Linfdcitos Thl se diferenciam dos demais subtipos pela expressao do fator de
transcricdo T-Bet, que regula a expressdo de genes especificos das células Thl, essas
células produzem principalmente citocinas envolvidas em respostas imune celulares,
como IFN-y, TNF e IL-2 (GIZINSKI; FOX, 2014). Estudos indicam a participacdo do
IFN-y na fisiopatogénese da ES. O IFN-y pode atuar regulando a produg¢do 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 niveis mais baixos de IFN-y em comparagdo com individuos saudaveis
(SCALA et al.,, 2004). Por outro lado, outros estudos realizados evidenciaram que
pacientes com ES apresentam niveis séricos mais elevados de IFN-y em comparagdo com
individuos saudaveis, além da associacdo com manifestacdes clinicas. Niveis séricos mais
altos do IFN-y foram associados com hipertensdo arterial pulmonar e miosite

(BALANESCU et al., 2015; DANTAS et al., 2015).
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Funcgdes conflitantes também foram descritas para o TNF na ES. O TNF
demonstrou propriedades anti-fibréticas in vitro, regulando negativamente a produgéo de
colageno tipo I, e aumentando a producdo de metaloproteinases de matriz (MMP), como
a MMP-1, que séo responsaveis pela degradacdo do colageno (CHIZZOLINI et al., 2000).
De forma contréria, achados apontam para fungdes pro-fibroticas 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 niveis séricos de TNF-a significativamente mais elevados em comparagdo
com individuos saudaveis, além de sugerir sua participacdo no desenvolvimento da
fibrose pulmonar, hipertensdo arterial pulmonar e disfuncdo endotelial (PEHLIVAN et
al., 2012; MUDARCA et al., 2014).

Na ES a IL-2 atua na diferenciacao das células precursoras ThO em células efetoras
Th2 (CHIZZOLINI; BOIN, 2015). Niveis séricos de IL-2 foram relacionados com a
atividade da ES e associados com doenca 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 reducdo da infiltracdo linfocitaria pulmonar (SEGEL
et al., 2005).

As células do subtipo Th2 expressam o fator de transcricdo GATA-3, e assumem
esse perfil ap6s a diferenciacao do precursor ThO que é induzida na presenca da IL-4 ou
IL-2. Esses linfécitos 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 fibrotico, estimulando a producdo e colageno e
inibindo a sintese de colagenase. A IL-4 promove a expansdo das células Th2 e suprime
as demais subpopulacdes de linfocitos Th (GIZINSKI; FOX, 2014; BARAUT et al.,
2010).

As citocinas IL-4 e 1L-13 tém um receptor em comum, o0 IL-4Ra2, e a partir da
ligagdo com seus receptores podem ativar vérias vias de sinalizacdo. Ambas citocinas sdo
consideras pro-fibroticas, e devido ao compartilhamento de um mesmo receptor, elas
apresentam muitas fungdes 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
fibrotico, sua atuacdo ocorre na fibrose de drgdos internos, como fibrose cardiaca,

pulmonar e hepatica, além de ter apresentado importantes func¢des pro-fibroticas in vitro,
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estimulando a proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos e
aumentando a sintese de col&geno 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 pro-fibrético, esta envolvida em varios processos de doencas fibrdticas,
incluindo a ES. Possui atividades in vitro, como a capacidade de ativar e induzir a
diferenciacdo de fibroblastos, e aumentar a expressao de colageno tipo | e outros genes
que possuem fungdes criticas no processo fibrotico, tais como o a- actina de masculo liso
(a-SMA) (WYNN, 2004; FIRSZT et al., 2013; SUGIMOTO et al., 2005). Ha relatos na
literatura de niveis significativamente elevados de IL-4 e IL-13 em pacientes com ES
(HASEWAGA at al.,, 1997; SALMON-EHR et al., 1996). Estudos realizados
encontraram diferencas significativas nos niveis séricos de IL-13 de pacientes com ES
em comparacdo com controles saudaveis (RICCIERI et al., 2003; HASEGAWA et al.,
2003; HUANG et al., 2015).

A IL-6 € uma citocina que realiza diversos papéis na inflamacdo cronica,
autoimunidade, disfungdo de células endoteliais e fibrose. O receptor da IL-6 (IL-6R) é
expresso em poucos tipos celulares, apenas nos hepatocitos, mondcitos, células B e
neutrofilos, e em uma pequena parcela de células T, mas as células T respondem a IL-6
principalmente pelo mecanismo de transinalizacao. Fibroblastos e células endoteliais ndo
expressam o IL-6R, e interagem com a IL-6 também pela transinalizacéo. A IL-6 pode se
ligar ao seu receptor soltvel (sIL-6R), e formar o complexo IL-6/sIL-6R. O IL-6/sIL-6R
pode ligar-se ao receptor gpl30, que é expresso em uma grande variedade de células,
incluindo células endoteliais e fibroblastos, e a partir dessa ligacdo ocorre a ativacdo do
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) que ir& controlar os processos
celulares induzidos pela IL-6, e assim se estabelece a transinalizagdo (BARNES et al.,
2011). Evidéncias sugerem diversos papéis desempenhados pela IL-6 na ES. Niveis
séricos elevados de IL- 6 em pacientes com ES ja foram relatados, e associados com
miosite e com fibrose cutdnea, alem de também ter sido relatado que células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com ES produzem niveis mais altos de
IL-6 e sIL-6R in vitro em comparacdo com células de individuos saudaveis
(MATSUSHITA et al.,, 2006; SATO et al.,, 2001; GIACOMELLI et al., 1996).
Adicionalmente, a IL-6 regula a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular
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(VEGF), um importante mediador de angiogénese e fibrose, que se encontra alterado na
ES (NAKAHARA et al., 2003).

Em condicdes fisiologicas, a IL-10 pode suprimir a ativacao de linfocitos T e
secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a e IL-6, além de ter sido visto que a
IL-10 inibe a expressdo de genes do colageno tipo | em fibroblastos. Dziankowska-
Bartkowiak et al encontraram uma correlacao negativa estatisticamente significante entre
0s niveis séricos de IL-10 e a duracdo do FRy, sugerindo um envolvimento da IL-10 nas
fases iniciais da doenga (DZIANKOWSKA-BARTKOWIAK et al., 2004). Ha
ainda evidéncias que sugerem a participacdo da IL-10 na fibrose pulmonar e cuténea de
pacientes com ES (SATO et al., 2001; HASEGAWA et al., 1997; SCALA et al., 2004).

As células Th1l7 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 transcri¢éo retinoic
acid nuclear orphan receptor (ROR)yT (BALANESCU et al., 2015; CHIZZOLINI;
BOIN, 2015). Diversos estudos realizados evidenciam a participacéo das células Th17 na
fisiopatogénese da ES (ZHOU et al., 2015; Yang et al., 2014; Jiang et al., 2014; Lei et al.,
2016). A avaliacdo do infiltrado de células inflamatorias na pele de pacientes no estagio
inicial da ES mostrou a presenca de células IL-17", além do aumento na porcentagem de
células Th17 circulantes e aumento na producédo de IL-17 em amostras de pacientes com
a doenca ativa (YANG et al., 2014). Kurasawa et al encontraram aumento da expressdo
do mRNA de IL-17 em linfécitos do sangue periférico e lesdes fibroticas de pele e pulméo
de pacientes com ES, além de elevados niveis de IL-17 no soro dos pacientes, aumento
de proliferacdo de fibroblastos e expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais
induzidos pela IL-17 (KURASAWA et al., 2000).

Embora a IL-22 seja produzida pelas células Th17, existe uma outra subpopulacdo
de células T que também produzem IL-22, mas ndo produzem IL-17, sdo as células Th22.
Essas células apresentam atividade pré-inflamatéria (GIZINSKI; FOX, 2014). Ainda ndo
estd bem esclarecido o papel da Th22 na fisiopatogénese da ES. Truchetet et al
encontraram um aumento significativo na frequéncia de células Th22 circulantes em
pacientes com ES e associagdo com doenga intersticial pulmonar (TRUCHETET et al.,
2011).
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As células T regulatdrias (Treg) sdo classificadas em Treg naturais (nTreg) e Treg
induzidas (iTreg), sdo células que expressam o fator de transcricdo FoxP3 (JIANG;
CHESS, 2006). As nTreg sdo conhecidas como células T CD257CD4", e estdo presentes
em condicBes normais do sistema imunoldgico, a deficiéncia dessas células facilita o
desenvolvimento de doencas autoimunes (WING; SAKAGUCHI, 2009). As iTreg, inclui
as células T regulatdrias 1 (Trl) secretoras de 1L-10, células T helper 3 secretoras do fator
transformador do crescimento beta (TGF-p), células T CD8 CD28" e células T CD4 CD8"
que expressam o receptor de células T /6 (BARAUT et al., 2010). Antiga et al
encontraram uma diminuicdo de células Treg FoxP3" e de células TGF-B* e IL-10* na
pele de pacientes com ES em comparacdo com controles saudaveis, além de diminuicao
dos niveis séricos de IL-10 e TGF-B, sugerindo que a diminuigdo das Treg circulantes e
dos niveis de IL-10 e TGF-B podem ser responsaveis pela perda da tolerancia imunoldgica
na ES (ANTIGA et al., 2010). Outro estudo semelhante também relatou a reducéo na
porcentagem de células Treg, além da diminuicdo da atividade supressora de células Treg
CD25'CD4" e diminuicdo dos niveis séricos de IL-10 nestes pacientes (PAPP et al.,
2011).

Um novo membro das familias da IL-12 e IL-6 € a citocina IL-27, que € o Unico
ligante do IL-27R, esse receptor esta expresso em uma variedade de células, como
mondcitos, linfocitos T e B e fibroblastos, indicando que a IL-27 pode ter varias funcgdes.
O papel da IL-27 em respostas imunes é controverso, uma vez que a mesma apresentou
atividades tanto anti-inflamatorias quanto pré-inflamatorias in vitro e in vivo. Na ES, foi
visto que pacientes apresentam niveis séricos mais elevados da IL-27 e correlacdo
positiva com a extensdo da fibrose de pele e fibrose pulmonar, além da expressdo
aumentada do 1L-27R em fibroblastos, células B e T CD4 de pacientes (YOSHIZAKI et
al., 2010).

3.1.3.3 Fibrose

O mecanismo patogénico mais representativo da ES é a fibrose, e resulta da
interacdo de diversos fatores, como mediadores celulares, citocinas e 0s seus receptores,
quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de sinalizacdo intracelular. A complexa
interacdo desses fatores resulta na produgdo excessiva e acimulo dos componentes da

MEC. Os principais componentes da MEC sao colagenos fibrilares tipo I e 11, coldgeno
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tipo VII, fibrilas elastinas, fibrilina e as enzimas que realizam as ligac6es cruzadas do
colageno. Os fibroblastos sdo as células responsaveis pela producéo e remodelamento da
MEC. Nas doencas fibroticas, assim como na ES, o processo de remodelamento que é
realizado pelas MMP esta alterado, ha uma producdo excessiva de MEC e pouca
degradacéo. Os fibroblastos na ES estdo em um estado permanente de hiperativagéo, que
leva a expressdo alterada dos genes que regulam a sintese excessiva de MEC. Das
proteinas envolvidas nos mecanismos de fibrose da ES, as citocinas desempenham
importante papel na regulacdo dos fibroblastos. Entre as citocinas pro-fibroticas, a IL-4 é
a que tem os mecanismos mais elucidados na fibrose, estimula a sintese de TGF-B que
desempenha papel central no processo fibrético, e o connective tissue growth factor
(CTGF) que apresenta acdo semelhante (ZIMMERMANNN et al., 2013; CHIZZOLINI
etal., 2011).

Os fibroblastos sdo as células mais importantes no desenvolvimento do processo
fibrotico e a fibrose na ES é caracterizada pela presenca de fibroblastos com ativacédo
prolongada. Além dos fibroblastos em si, ha a participacdo dos miofibroblastos, que
também participam do processo de fibrose na ES, e séo células com funcéo contratil e
maior capacidade de produzir e secretar a MEC (DENTON et al., 2006).

O fendtipo pré-fibrético ocorre devido a atuacdo de alguns fatores, como o
platelet-derived growth factor (PDGF), IL-6, IL-13, IL-4, TGF-B, CTGF, que juntos
atuam para promover a inflamacéo e o desenvolvimento do processo fibrotico (Figura 4)
(KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014).

Figura 4. Fibroblasto e mediadores do processo fibrético.
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Aumento da sintese da MEC
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IL-6, IL-13

Fonte: modificada de BARAUT et al., 2010
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Os miofibroblastos sdo fibroblastos ativos, com propriedades de células de
masculo liso, incluindo a expressdo de alpha-smooth muscle actin (a-SMA) em suas
fibras citoplasmaéticas, o que garante fungdes contrateis. Sdo células especializadas na
sintese de colageno e outros componentes da MEC, além de ser a principal fonte de TGF-
B. 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 complicacbes fibrdticas de outras doencgas, como fibrose pulmonar
associada a artrite reumatoide e lGpus eritematoso sistémico, sdo caracterizadas pelo
aumento do numero de fibroblastos e miofibroblastos que produzem excessivamente e
depositam a MEC na pele e 6rgéos internos. Fibroblastos isolados de pacientes com ES
apresentam mudancas fenotipicas, como aumento de proliferagdo, migracao, invasdo da
MEC e resisténcia a apoptose (POSTLETHWAITE et al., 2004; SANTIAGO et al., 2001,
HO et al., 2014).

Figura 5. Células precursoras do miofibroblasto e mediadores da diferenciacdo. IL: Interleucina; TGF-
B:Transforming growth factor g ; CTGF:connective tissue growth factor ; a-SMA:Alpha-smooth muscle
actin.
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Fonte: modificada de KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014.

O TGF-B ¢ o principal regulador da fibrose em condigdes fisiologicas e também

da fibrose patoldgica. Essa molécula é uma citocina multifuncional que regula o
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crescimento, diferenciacao e funcédo de varios tipos de células. A superfamilia do TGF-
B inclui trés fatores que apresentam estrutura e fungdes similares: TGF-f1, TGF-2 e
TGF-B3. A ativagdo do TGF-B é um processo complexo que promove mudangas
conformacionais entre 0 TGF-p inativo e a proteina ligadora. O TGF-B1 ¢é secretado na
sua forma latente, na qual esta ligado ndo-covalentemente ao peptideo associado a
laténcia (LAP) formando o pequeno complexo latente (SLC). Nessa conformacéo, o
TGF-p ¢ inativo porque ndo pode se ligar ao seu receptor. A ativagdo do TGF-B ocorre
apos a clivagem do LAP por proteases como plasmina, trombina, endoglicosilases ou pela
interacdo do LAP com proteinas como integrinas e trombospondina-1, que levam a
liberacdo do TGF-p biologicamente ativo (JINNIN, 2010; HO et al., 2014; IHN, 2008).

As acdes desempenhadas pelo TGF-B sdo exercidas pela interagdo de dois
receptores transmembranas, tipo | e 1l, que sdo expressos simultaneamente pela maioria
das células. Os receptores de TGF- do tipo | e Il sdo estruturalmente semelhantes, sendo
glicoproteinas caracterizadas por um dominio extracelular rico em cisteina, um dominio
hidrofobico transmembranico, e um dominio c-terminal citoplasmatico serina/treonina-
quinase. Para iniciar a sinalizagdo, € necessario que o TGF-p se ligue ao receptor tipo II,
essa ligacdo promove o recrutamento e fosforilagdo do receptor tipo | para produzir um
complexo que ativa a via de sinalizacéo. O receptor do TGF-f tipo I ¢ incapaz de se ligar
diretamente ao TGF-p, e o receptor tipo Il é incapaz de sinalizar sem o recrutamento do
receptor do tipo I, de forma que para que ocorra a ativagao da via de sinalizacdo do TGF-

B é preciso a interagdo entre os dois tipos de receptores (IHN, 2008).

A sinalizagéo do receptor do TGF-B I até o ntcleo ocorre principalmente através
da fosforilacdo de proteinas citoplasmaticas da familia Smad. O receptor do tipo |
reconhece e fosforila Smad2/3, o que leva a formacdo de um complexo com Smad4. Esse
complexo é translocado para o ndcleo e desempenha suas fungGes como fatores de
transcricdo, ligando-se diretamente ao DNA ou a outros fatores de transcricdo que se
ligam ao DNA. Existem as proteinas da familia Smad que atuam como inibidores, tais
como Smad6 e Smad?7, elas se ligam ao receptor TGF-p tipo I e previne a fosforilagao da
Smad?2/3 e consequentemente a formacdo e translocagdo para o nicleo do complexo com
a Smad4 (MASSAGUE; CHEN, 2000; IHN, 2008).
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Além da familia de proteinas Smad, 0 TGF-B pode desenvolver sua sinalizagdo
através de outras vias que sdo 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-f participa ativamente dos mecanismos
fibréticos da ES. Foi visto que células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
pacientes com ES produzem quantidades maiores de TGF-B1 ativo e total, que inclui a
forma latente e ativa, em comparagdo com a producdo por PBMC de voluntarios
saudaveis, além de associacdo com parametros da doenca, como duracdo e presenca de
anticorpo anticentromero (HASEGAWA et al., 2004). Fibroblastos de pacientes com ES
tém expressao aumentada dos receptores do TGF-B, além de se correlacionar com
elevados niveis de mMRNA do COL1A1, indicando que esses receptores induzem a
transcricdo do colageno tipo | (KAWAKAMI et al., 1998). Dantas et al demonstraram
que pacientes com ES apresentam niveis séricos aumentados de TGF-B1 quando
comparados com individuos saudaveis, além de associacdo com parametros clinicos da
doenca como fibrose pulmonar, Ulceras digitais e presenca de anticorpo anti-SCI70
(DANTAS et al., 2016).

2.1.4 Diagnostico

O diagnostico da ES, assim como de outras doencas do tecido conjuntivo, é
realizado através dos dados clinicos em associacdo com as avaliagfes laboratoriais. Os
critérios do American College of Rheumatology (ACR) que sdo utilizados até agora para
classificacdo da ES foram desenvolvidos em 1980, e incluem o espessamento simétrico
da pele dos dedos, fibrose pulmonar e perda de tecido, embora essas caracteristicas
clinicas representem lesdo tecidual avancada para ES, foi reconhecido que os critérios
classificatérios do ACR de 1980 ndo sdo sensiveis para diagnostico precoce da doenga,
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
comissdo para elaborar uma proposta conjunta de critérios para a ES, com os seguintes
objetivos: (1) incluir pacientes em fase precoce e tardia da doenca, (2) incluir

manifestacdes vasculares, imunoldgicas e fibroticas, (3) ser viavel para o uso na pratica
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clinica e (4) estar de acordo com os critérios utilizados para diagndstico da ES na préatica
clinica. Os critérios incluem: espessamento bilateral da pele dos dedos, puffy fingers ou
esclerodactilia, lesdes isquémicas nas pontas dos dedos (Glceras ou microcicatrizes),
telangiectasias, capilaroscopia alterada, HAP ou DPI, FRy e presenca de autoanticorpos
especificos (VAN DE HOOGEN et al., 2013).

2.1.5 Modalidades terapéuticas

A complexa interacdo entre os trés pilares da fisiopatogénese da ES, vasculopatia,
desregulacdo imunoldgica e fibrose, dificulta o desenvolvimento de um agente
terapéutico que seja eficiente. No geral, os tratamentos da ES sdo determinados pela
extensdo e gravidade das manifestacdes da doenca. Poucas terapias eficazes existem até
0 momento, e a maior parte € direcionada para o tratamento sintomatico, nao existindo
nenhuma modalidade terapéutica que atue comprovadamente no envolvimento fibrético
da doenca (RAJA; DENTON, 2016; TYNDALL et al., 2009; ALLARONE et al., 2016).

Atualmente, o tratamento de escolha para doenca pulmonar intersticial e alguns
casos da doenca cutanea precoce e difusa, é a ciclofosfamida (KOWAL-BIELECKA et
al.,, 2009). Um estudo observacional avaliou o uso de trés imunossupressores:
metotrexato, micofenolato de mofetila e ciclofosfamida, e sugeriu melhora de pele
associada ao uso desses farmacos (HERRICK et al., 2010). No entanto, os beneficios do
tratamento com esses imunossupressores tradicionais sdo considerados parciais e nao
abrangem todos 0s pacientes, apenas 0s que estdo em fases iniciais da doenca, e tem

diminuicdo da eficacia a medida que a doenca progride (MANNO; BOIN, 2010).

Os glicocorticoides (GC) sdo amplamente utilizados no tratamento de diversas
doencas reumatoldgicas devido os seus efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores,
mas esses efeitos terapéuticos estdo associados a reacdes adversas, principalmente em
doses mais elevadas (SPIES et al., 2011). Embora faltem evidéncias mostrando os
beneficios dos GC no tratamento da ES, aproximadamente 45% dos pacientes utilizam
GC. Os GC tém sido utilizados principalmente para tratamento das manifestacOes
musculo-esqueléticas e da DPI, geralmente em associagdo 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 alteracdes vasculares na ES sdo promovidas pelo desequilibrio entre as
substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, dessa forma, o tratamento para essas
manifestacOes tem sido realizado principalmente com o uso de vasodilatadores. No
tratamento dos pacientes com FRYy, o objetivo principal é aumentar a vasodilatacao e/ou
diminuir a vasoconstriccdo. Entre as opg¢des farmacoldgicas utilizadas estdo o0s
blogueadores de canais de calcio (BCC), antagonistas alfa adrenérgicos, antagonistas de
endotelina e inibidores da fosfodiesterase (SINNATHURAI; SCHRIEBER, 2013;
HERRICK, 2012). Nos pacientes com crise renal, o tratamento da hipertensao é essencial
para prevenir o desenvolvimento de lesdes vasculares irreversiveis. O IECA reduz
significativamente a pressdo arterial em alguns pacientes. O uso dos bloqueadores de
canais de célcio pode ser empregado em pacientes que ndo 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 beneficios na fibrose dérmica, Ulceras digitais e alteracGes 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 diminuicdo de miofibroblastos e das células B infiltradas na pele
de pacientes com ES (LAFYATIS et al., 2009), além disso existem outros relatos dos
beneficios oferecidos pelo rituximabe em pacientes com ES, como melhora da calcinose
e de Ulceras digitais (DAOUSSIS et al., 2012; KHOR et al., 2014). O fresolimumabe
(anti-TGF-B) também mostrou beneficios na ES (RICE et al., 2015), embora efeitos

adversos como sangramento e anemia tenham sido relatados (ASANO, 2017a).
2.2VITAMINA D

A vitamina D desempenha func¢bes fundamentais na homeostase do célcio e é
produzida através da classica via envolvendo a pele, o figado, e por Gltimo os rins, com a
producédo da 1,25- Dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH)2 D3 ou calcitriol), que é a forma
ativa da vitamina D. A ativacdo da vitamina D nos rins é catalisada pela enzima
CYP27B1, que realiza uma a- hidroxilagdo na 25-hidroxivitamina D circulante e assim
libera a forma ativa 1,25 (OH)2. A ligacao da 1,25(OH)2 D3 ao seu receptor, o receptor
da vitamina D (VDR), inicia os diversos efeitos biologicos 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 reavaliagdo dos papéis da vitamina D na saude e em doencas de outros tecidos
ndo-esqueléticos. Além das funcGes desempenhadas na homeostase do célcio e
metabolismo &sseo, a vitamina D tem uma série de atividades bioldgicas, incluindo
inducdo da diferenciacdo celular, inibicdo do crescimento celular, imunomodulacéo e
regulagdo de sistemas hormonais. A vitamina D desempenha suas funcdes
imunorreguladoras tanto na imunidade inata, quanto na imunidade adaptativa (DELUCA
etal., 1992; ADAMS; HEWISON, 2008; O’BRIEN; JACKSON, 2012; WHITE, 2012).

A deficiéncia de vitamina D tem sido associada a véarias doencgas autoimunes,
como lupus eritematoso sistémico (SCHNEIDER et al., 2014), esclerose multipla (HAAS
et al., 2016), diabetes mellitus (MORI et al., 2015) e ES (VACCA et al., 2009;
CARAMASCHI et al., 2010). Na ES, a maior prevaléncia de hipovitaminose D foi
associada com parametros clinicos da doenca, como maior duracdo de sintomas, fibrose
pulmonar, acrosteo6lise, hipertensdo pulmonar e velocidade de sedimentacdo das hemécias
(CALZOLARI et al., 2009; VACCA et al., 2009; BRAUN-MOSCOVICI et al., 2008;
CARAMASCHI et al., 2010).

2.2.1 Acdo imunomoduladora da vitamina D

O VDR e a CYP27B1 sao expressos em varios tipos de células imunoldgicas,
como linfdcitos T, neutrdfilos e células apresentadoras de antigenos, o que sugere a acao

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

A 1,25 (OH)2 D3 desempenha ac¢des diretas e indiretas nas células T, inibindo a
proliferacdo e producdo de citocinas por essas células. Diversos estudos mostram que a
vitamina D é capaz de regular citocinas das vias Thl, Th2, Th17 e Treg. A vitamina D
promoveu inibicdo na transcrigdo de IL-2 e IFN-y ¢ inibiu a secre¢ao de IL-17 por células
Th17. Os efeitos da vitamina D nas citocinas da via Th2 sdo mais controversos, ha
evidéncias que a vitamina D inibe a transcricdo 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 producéo de IL-10 e a diferenciacdo 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
progressao de doengas mediadas por células Thl e Th17. In vivo, o tratamento com a
vitamina D suprimiu o desenvolvimento e progressdo da encefalomielite autoimune
experimental, doenca intestinal inflamatoria e diabetes mellitus tipo 1. A inibicao de IL-
17 e IFN-y, e a indugdo de IL-10 e células Treg foram 0s mecanismos propostos para
explicar as agOes supressoras da vitamina D no desenvolvimento dessas doencas
(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
secrecdo de IL-4 por células humanas e murinas (MAHON et al., 2003; VAN DER
EERDEN et al., 2014). A producdo de IL-13 foi estimulada apds o tratamento com a
vitamina D em cultura de células Th9, em contrapartida os niveis de 1L-13 foram
reduzidos ap6s o tratamento com vitamina D em PBMC de pacientes com asma
(KEATING et al., 2014). Adicionalmente, a vitamina D atua na producdo de IL-10 e
diferenciacéo 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 0 VDR podem inibir a
ativacdo de células T CD4" e suprimir as respostas imunes no lGpus eritematoso sistémico
e artrite reumatoide (HE et al., 2016). Macrofagos de pacientes com artrite reumatoide
tiveram a produgdo de TNF-o reduzida apds tratamento com a vitamina D, além de
diminuicdo dos niveis das citocinas IL-1a, IL-1b e IL-6, evidenciando o papel da vitamina

D na regulacdo de mediadores pro-inflamatérios (NEVE et al., 2013).

2.2.2 Acdo antifibrdtica da vitamina D

Diversos estudos realizados apontam para a atividade antifibrética da vitamina D
na ES e em outras doencas com manifestacdes fibroticas. Zeer et al mostraram evidéncias
da participacdo da vitamina D e do VDR no processo fibrotico da ES. A expressao do
VDR esta diminuida na pele e nos fibroblastos de pacientes e em modelo experimental
de ES, e o estimulo com TGF-p, principal mediador da ativagao de fibroblastos, regula
negativamente a expressdo do VDR em fibroblastos. Os niveis do VDR foram
correlacionados negativamente com os niveis de Smad3 fosforilada (pSmad3), indicador

da sinalizacdo do TGF-B. Além disso, o tratamento com paricalcitol, um analogo da
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vitamina D, promoveu reducdo da fibrose induzida por bleomicina em modelo
experimental de ES, que foi visto pela diminui¢éo do espessamento dérmico, bloqueio da
diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos e diminui¢do dos niveis de mRNA do
colageno tipo | (ZEER et al., 2014). Outro estudo mostrou o uso tépico de um analogo da
vitamina D em modelo experimental de ES, com reducéo significante da fibrose cutanea
(USATEGUI et al., 2014).

A 1,25 (OH)2 D3 inibiu a proliferacdo de fibroblastos de pulméo induzida pelo
TGF-B1, além de inibir a diferenciagdo de miofibroblastos também induzida pelo TGF-
B1, através da reducdo da expressio de a-SMA, marcador da diferenciagdo do
miofibroblasto, diminuicdo da expressdo de colagenos tipo | e Ill, e reducdo da
fibronectina. Esses dados mostram que a vitamina D é capaz de inibir o fenotipo pro-
fibrotico estimulado pelo TGF-B1 em fibroblastos de pulmao (RAMIREZ et al.,2010).

Estudos evidenciam a participacdo da vitamina D na regulagéo negativa da fibrose
renal. A vitamina D reduziu significativamente a fibrose, as lesfes tubulares e a
diferenciacdo de miofibroblastos, além de diminuir a expressdo do colageno tipo |
(ARFIAN et al., 2016). Em outro estudo, foi visto que o VDR atenua a lesdo renal
obstrutiva, representada por atrofia tubular e fibrose intersticial, através da supressao do
sistema renina-angiotensina (ZHANG etal., 2010).

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo que permite que uma
celula 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-B. Um
anélogo da vitamina D inibiu a expressao de marcadores da EMT induzidos pelo TGF-f1
(FISCHER; AGRAWAL, 2014).

Outros estudos mostram a atividade antifibrotica da vitamina D na fibrose
hepética, através da reducdo do TGF-B1, Smad2/3, Smad2/3 fosforiladas (pSmad2/3),
PDGF, colageno tipo I e a-SMA, e na fibrose intestinal, por meio da reducéo dos niveis
de TGF-B1, Smad3, pSmad3 e colageno tipo I (WAHSH et al., 2016; ABRAMOVITCH
etal., 2014; TAO et al., 2014).
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2.2.3Vitamina D na Esclerose Sistémica

Estudos evidenciaram a diminuic&o dos niveis séricos de vitamina D em pacientes
com ES e correlacionaram essa hipovitaminose com Vvarios parametros clinicos da
doenca. A vitamina D e o paratormonio (PTH) desempenham funcdes essenciais no
metabolismo e reabsorcdo 0ssea, e podem afetar manifestacfes da ES, como acrostedlise
e calcinose. Um estudo avaliou os niveis séricos do PTH e da vitamina D em pacientes
com ES, e relatou que 46% dos pacientes avaliados apresentaram deficiéncia de vitamina
D. Os niveis do PTH correlacionaram-se significativamente com acrosteolise, calcinose,
duracdo da doenca e com os niveis da vitamina D (BRAUN-MOSCOVICI et al., 2008).
Vacca et al avaliaram pacientes com ES de duas populagdes distintas, originados da
Franca e Itélia, e encontrou taxas comparaveis e elevadas de deficiéncia e insuficiéncia
de vitamina D nas duas populacfes, além da correlacdo negativa entre os niveis da
vitamina D com a atividade da doenca, velocidade de sedimentacdo das hemaécias e
pressdo arterial pulmonar (VACCA et al., 2009). Um estudo realizou a avaliacdo dos
niveis séricos da vitamina D em 327 paciente com ES, e esse grupo de pacientes
apresentou reducdo significativa dos niveis da vitamina D em compara¢do com o grupo
controle, além de correlacdo inversa entre os niveis de vitamina D e envolvimento
fibrotico cutaneo (ARNSON et al., 2011).

Outros estudos realizados também mostraram a alta prevaléncia de
hipovitaminose D em pacientes com ES, e associaram 0s baixos niveis de vitamina D
com acometimento pulmonar, cardiaco, 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 analitico, para avaliacdo dos niveis séricos de 25(OH) vitamina D nos
pacientes com ES. Na segunda etapa do trabalho foi realizado um estudo experimental
translacional para avaliacdo dos efeitos in vitro dos tratamentos com a vitamina D e

dexametasona (DEX) em pacientes com ES.
3.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no periodo de mar¢o/2016 a fevereiro/2018. Os pacientes
avaliados no estudo foram atendidos ambulatério servico de Reumatologia do HC-UFPE
e 0s procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de Imunomodulagédo

e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT).
3.3 POPULACAO DO ESTUDO

3.3.1 Recrutamento dos pacientes com ES

Foram incluidos no estudo 36 pacientes com esclerose sistémica, selecionados
aleatoriamente de acordo com o atendimento do ambulatorio, através dos critérios de

inclusao e excluséo.

Critérios de inclusdo:

- 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 ambulatorio de reumatologia do HC-UFPE.

Critérios de exclusdo:

- N&o consentimento em participar do estudo;

- Estar em uso regular de colecalciferol;
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- Diagndstico conhecido de outra doenca reumatoldgica autoimune (sindrome de
superposicao);

- Infeccbes agudas ou cronicas conhecidas;

- Gravidez;

- Neoplasia;

- Impossibilidade de coleta de sangue.

3.3.2 Recrutamento dos voluntarios saudaveis

O grupo controle foi composto por 46 voluntarios saudaveis (42 mulheres),
selecionados aleatoriamente no HC-UFPE. Os individuos foram submetidos a entrevista
e eram excluidos caso tivessem diagndéstico conhecido de alguma doenca reumatolégicas
ou doenga infecciosa, estivessem em uso regular de medicac6es, consumido alcool ou

fumado nos ultimos 15 dias.
3.4  DEFINICAO DAS VARIAVEIS CLINICAS

Para caracterizagdo do comprometimento clinico dos pacientes o médico
reumatologista utilizou as seguintes definicdes (MUANGCHAN et al., 2013; STEEN;
MEDSGER, 2000b):

- classificacdo da doenca: cutanea limitada e cutanea difusa (LEROY et al., 1988);

- tempo de doenca (meses): tempo desde o inicio do primeiro sintoma, excluindo-se o
FRy;

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

- comprometimento cutaneo: avaliagdo clinica quanto a presenca de espessamento

cutaneo;

- extensdo do comprometimento cutdneo: avaliada pelo escore modificado de Rodnan
(CLEMENTS et al., 1995);

- fendmeno de Raynaud objetivo: presenca avaliada pelo médico (FLAVAHAN et al.,
2003; LEROY; MEDSGER, 2001);
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- Ulceras: presenca ou histdria de ulceracao de polpas digitais ou superficies extensoras

ou histéria de necrose extensa e/ou amputacao;
- comprometimento articular: presenca de artrite evidenciada no exame fisico;

- comprometimento muscular: fraqueza muscular acompanhada de elevacéo das enzimas

musculares;

- comprometimento gastrintestinal: presenca de dismotilidade esofageana avaliada pela
cintilografia esofagica e/ou alteracdo na manometria esofageana;

- fibrose pulmonar: presenca de fibrose pulmonar evidenciada na tomografia de torax;

- hipertenséo arterial pulmonar: pressdo sistolica da artéria pulmonar > 35 mmhg estimada

pelo ecocardiograma transtoracico com doppler;

- crise renal esclerodérmica: registro no prontuario de insuficiéncia renal, com ou sem

elevacdo da presséo arterial, atribuida & ES;

- medicacgdes utilizadas pelos pacientes: BCC, IECA, bloqueador do receptor de
angiotensina (BRA), é&cido acetilsalicilico, pentoxifilina, cilostazol, sildenafila,
bosentana, corticosteroide, metotrexato, azatioprina, micofenolato de mofetila,
ciclofosfamida (oral ou venosa), inibidor da bomba de prétons (1BP), procinéticos e anti-

inflamatdrios ndo-hormonais;

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

anti-Scl70, de acordo com registro no prontuario;
- peso, altura e pressao arterial sistdlica e diastélica, avaliados no dia da consulta;

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

do Scleroderma Health Assessment Questionnaire (SHAQ).
3.5 MOLECULAS AVALIADAS

Foi avaliada no estudo a 1a,25-Dihidroxivitamina D3 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) (Figura 6) nas concentragdes de 0,1, 1, 10 e 100 nM. Utilizou-se ainda a
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dexametasona (Ache, Guarulhos, SP, BR) na concentragdo de 1000nM (COLIN et al.,
2010).

Figura 6. Estrutura quimica dala,25-Dihidroxivitamina Ds.

3.6  ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

O método de reducdo do MTT foi utilizado para avaliacdo da toxicidade. PBMC
(1x108 células/poco) e fibroblastos (1x10* células/poco) foram plaqueados (placas de 96
pocos) e incubados em estufa de atmosfera umida a 37°C com 5% de CO..
Posteriormente, as células foram expostas a 1a,25-Dihidroxivitamina D3z em diferentes
concentracfes (0,1 e 100 nM) e dexametasona na concentracdo de 1000 nM. Apds 48
horas, foram adicionados 20uL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio) na concentracdo de 5mg/mL. Trés horas depois, foram adicionados
130uL de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 20%. A absorbancia foi mensurada 24 horas
depois no comprimento de onda de 570nm em leitora de placas (EIx808, Biotek, EUA).
Foram realizados trés experimentos independentes. Em todos os experimentos, foram
incluidos controles ndo tratados e controles tratados com etanol (0,1%), veiculo de
diluicdo da vitamina D, vitamina D nas concentraces de 0,1nM e 100nM, além da

dexametasona na concentracao de 1.000nM.

3.7  CULTIVO DOS FIBROBLASTOS

As linhagens de fibroblastos de pele (HFF-1) e pulmdo (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 Sodio (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 imida a 37°C 5%CO:..

Ap0s atingirem a confluéncia de 80%, as células foram lavadas com uma solucgéo
de PBS 1X/EDTA 1mM e tratadas com tripsina 0,25% (Invitrogen®) durante 5 — 10
minutos. Apos centrifugagdo (2000 rpm, 3 minutos), as células foram redistribuidas em
garrafas de poliestireno (TPP®) ou em placas para realizagéo dos ensaios.

3.8  AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Para avaliar a acdo da vitamina D na expressdo de marcadores fibroticos, as
células foram colocadas em placas de 06 pocos, estimuladas com TGF-f e tratadas com
vitamina D nas concentracdes de 0,1, 1, 10 e 100 nM. Ap0os o periodo de 06 horas, as
celulas foram recolhidas para extracdo do RNA total através do reagente TRIzol (Thermo
Fisher Scientific), seguindo as recomendagdes do fornecedor. Cada amostra foi
ressuspendida em 30 pl de &gua (DNAse/RNAse free) e mantidas em banho seco durante
10 minutos a 60°C para a solubilizacdo do RNA. Posteriormente as amostras foram
quantificadas por analise fluorométrica utilizando o Qubit® 3.0 Fluoremeter (Thermo
Fisher Scientific). As amostras foram estocadas a -80 °C até a realizagcdo dos demais
procedimentos.

O gel de agarose (1%) foi utilizado para avaliar a integridade do RNA. As
amostras foram preparadas em tubo contendo 1ul de RNA, 3 ul de &gua, 1 pl de brometo
de etideo (1:10) e 4 pl de tampé&o de aplicacdo (10uL agua livre de DNase/RNase, 10uL
glicerol, 15pL MOPS 10X, 75pL formamida, 24pL formaldeido 37% e 8uL azul de
bromofenol). A corrida foi realizada em tampdo 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 0s riscos para 0s
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participantes da pesquisa. Todas as coletas foram realizadas com autorizacdo 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 centrifugacdo com Ficoll Paque TM Plus (GE
HealthcareBio-Sciences). As PBMC isoladas foram cultivadas em placas de 24 pogos
(10° células/pogo) 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 la,25-Dihydroxyvitamin D3 nas concentragdes de 0,1, 1, 10 e 100 nM ou
dexametasona (Ache) 1000 nM, posteriormente foram cultivadas em estufa de CO2 5%
a 37°C. Apds 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 sanduiche foi utilizado para dosagem das citocinas IL-6, IL-17F,
IL-22, IL-23, IL-27, IL-1B e TFN-y (Tabela 1) no sobrenadante das culturas de células,
seguindo as instrugdes recomendadas pelos fornecedores. A leitura da absorbancia foi

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

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

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

CITOCINA FABRICANTE LIMITES DE DETEC(;AO
(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-1B BD Biosciences 3,90 -500
IFN-y 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 citbmetro de fluxo BD™ FACS Verse. As analises para
quantificacdo das citocinas foram realizadas pelo BD™ FCAP Array Software v3.0

seguindo as instrucdes do fabricante.

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

limites de deteccao.

Tabela 2. Citocinas do Kit CBA Humano Th1/Th2/Th17 e limites de detec¢éo.
Kit Human Th1/Th2/Th17 Cytokine

CITOCINA LIMITES DE DETECCAO (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 niveis séricos de 25 (OH) vitamina D foram dosados em 36 pacientes com ES
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e 36 voluntarios saudaveis 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 quimioluminescéncia. Os niveis 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 ETICOS

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos do
Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco. CAAE n°:
63517517.1.0000.5208 (Anexo A). Todos os individuos incluidos no presente estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pacientes com

esclerose sistémica (Apéndice A) ou para volunatérios saudaveis (Apéndice B).
3.13 ANALISES DOS RESULTADOS

As analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste de D’ Agostino foi utilizado para avaliacao
de normalidade das amostras. A expressdo dos resultados das variaveis continuas foi feita
pelas médias/desvios-padrdo ou mediana/variacdo interquartil. Para comparacdo dos
niveis de citocinas entre duas condigdes foi utilizado o teste Wilcoxon’s signed rank. O
test “t” de Student ou Mann—Whitney foi utilizado para comparar os niveis de 25(OH)
vitamina D e o teste de probabilidade Fisher’s exact para comparar as frequéncias.
Analises de variancia (ANOVA) e Turkey test como pos-teste foram realizados para

comparar a expressdo génica. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.



50

4 RESULTADOS

41 DETERMINACAO DO PERFIL CLINICO DOS PACIENTES COM
ESCLEROSE SISTEMICA

Foram incluidos no estudo 36 pacientes com esclerose sistémica, 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 clinica cutanea difusa (CD) e a outra
metade (50%) apresentava a forma cutanea limitada (CL). As manifestagdes clinicas mais
frequentes foram disfuncdo esofégica, Ulceras digitais e fibrose pulmonar. A tabela 3
resume as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes avaliados.

Na comparagdo entre os pacientes com as formas clinicas CD e CL as
manifestacdes clinicas e variaveis demograficas foram semelhantes, havendo diferenca
apenas no escore de Rodnan que foi maior no grupo CD (p=0.01). A tabela 3 resume 0s

dados comparativos entre 0s grupos.
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Tabela 3. Comparacdo das caracteristicas clinicas entre as formas cutanea difusa e limitada de pacientes com
Esclerose Sistémica do estudo (n=36).

CARACTERISTICAS TOTAL CUTANEA CUTANEA p
(n=36) DIFUSA LIMITADA
(n=18) (n=18)
Idade (anos)
média + DP 453+125 45.06 + 12.00 45.83 + 13.06 0.85
(min-méx) (20-71) (24 -71) (20 — 66)
Sexo feminino
N (%) 32 (88.8) 15 (83.3) 17 (94.4) 0.60
Duracéo da doenca
(meses)
Média + DP (min-max) 137.2+89.82 118.8+77.52 155.4 + 99.56
(22 - 360) (24 - 276) (22 - 360) 0.22
Manifestaces clinicas
N(%)
Disfuncdo esofégica 24 (66.6) 12 (66.6) 12 (66.6) 1.00
Ulceras 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 5(13.8) 3 (16.6) 2(11.1) 1.00
muscular
Escore de Rodnan
Mediana (min-max) 200(1-43) 25.17(3-43) 15.67 (1 - 28) 0.01
Autoanticorpos N(%o)
ANA positivo 30/35 (85.7) 14/17 (82.3) 16 (88.8) 0.65
Anticentrdmero 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(%o)

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 12.7) 1(5.5) 0 -

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

DP: desvio-padrdo; HAP: hipertensdo arterial pulmonar; ANA: anticorpos antinucleares.

4.2 Ni\{EIS SERICOS DE 25 (OH) VITAMINA D EM PACIENTES COM ES E
VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

Pacientes com ES apresentaram menores niveis de 25 (OH) vitamina D quando
comparados com individuos saudaveis (p=0.04). Alem disso, a insuficiéncia de vitamina
D foi mais frequente no grupo de pacientes com ES (63.8%) quando comparado com o
grupo de voluntarios saudaveis (36.1%, p=0.03). Nenhum dos individuos avaliados no
estudo apresentou deficiéncia de vitamina D (Figura 7). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os niveis séricos de vitamina nos pacientes com ES CD
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e CL, embora seja possivel observar que ha uma reducéo nos niveis do grupo de pacientes
CD (26.27 +6.10 X 31.44 + 10.15 ng/mL, p=0.072). Quando comparados com individuos
saudaveis, os pacientes CD apresentaram menores niveis da 25 (OH) vitamina D
(p=0.01), mas ndo se observou diferenca entre os pacientes com CL e individuos
saudaveis (p= 0.40) (Figura 7). A porcentagem de pacientes com insuficiéncia de
vitamina D foi de 72.2% no grupo CD e 55.5% no grupo CL, mas essa diferenca ndo teve
significancia estatistica (p=0.29). Nao foi observada nenhuma associacgéo entre 0s niveis
de vitamina D e os parametros clinicos da doenca.

Figura 7. Niveis séricos da 25 (OH) vitamina D em pacientes com esclerose sistémica (ES) e controles
saudaveis (CS). CD= cutanea difusa; CL= cutanea limitada. *p<0.05, ns= ndo significante. N= 36 (ES e
CS).
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4.3  ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

As concentragfes da 1,25 (OH) vitamina D testadas (0.1 e 100 nM) em PBMC e
fibroblastos ndo foram toxicas. A média da viabilidade celular dos trés 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 concentracdo testada nédo foi
toxica para as células, mantendo a viabilidade celular apds o periodo de 48 horas.

44  AVALIACAO DOS EFEITOS DA 1,25 (OH)2 VITAMINA D NA PRODUCAO
DE CITOCINAS EM PBMC DE PACIENTES COM ES E VOLUNTARIOS
SAUDAVEIS

Posteriormente foram avaliados os efeitos do tratamento com a vitamina D na
producéo de citocinas em culturas de PBMC de pacientes com ES e voluntarios saudaveis.
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No sobrenadante das culturas de PBMC de pacientes com ES, a vitamina D na
concentracdo de 100nM promoveu reducdo nos niveis de IL-2 (p= 0.003), IL-6 (0.036),
IFN-y (p<0.0001) e IL-17F (p= 0.0004). Os niveis da citocina IL-17A foram reduzidos
nas concentrac6es de 10 e 100nM (p=0.0028 e <0.0001, respectivamente). Curiosamente,
0s niveis de IL-4 e TNF foram reduzidos ou aumentados dependendo da concentracdo
utilizada, apresentando uma resposta dose-dependente. A producdo da IL-4 foi reduzida
na concentracdo de 0.1nM (p= 0.0384) e aumentada nas concentracdes de 10 e 100nM
(p=0.0006 e 0.0005, respectivamente). Os niveis de TNF aumentaram ap6s o tratamento
com a vitamina D 1nM (p= 0.0239) e reduziram a 100nM (p<0.0001). Na avalia¢éo dos
niveis da IL-10, foi possivel observar que o tratamento com a vitamina D promoveu
aumento significativo nos niveis dessa citocina nas concentra¢des de 10nM (p= 0.0017)
e 100nM (p= 0.0042) (Figura 8). N&o foi observada alteragdo significativa nos niveis de
IL-1B (p= 0.494). Todas as comparagdes foram realizadas em relagdo a condigdo
estimulada com anti-CD3 e anti-CD28.
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Figura 8. Avaliacdo do efeito da 1,25 (OH), D3 na producéo de citocinas em culturas de PBMC de pacientes com esclerose sistémica. (A) Niveis de IL-2. (B) Niveis de IL-4. (C) Niveis de
IL-6%. (D) Niveis de IL-10. (E) Niveis de IL-17A. (F) Niveis de IL-17F*, (G) Niveis de IFN-y*. (H) Niveis 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 ndo foram detectadas no sobrenadante das
culturas de PBMC de pacientes com ES.

No sobrenadante das culturas de PBMC de voluntérios saudaveis, o tratamento
com a vitamina D reduziu significativamente os niveis das citocinas 1L-2, IL-6, IFN-y,
TNF e IL-17A, e também promoveu aumento significativo nos niveis da IL-2. A vitamina
D 100nM reduziu significativamente os niveis das citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IL-17A
(p= 0.002 para IL-2, IFN-y e TNF, e 0.005 para IL-17A). Os niveis da IL-4 no
sobrenadante das culturas aumentaram significativamente nas concentragdes de 0.1, 10 e
100nM (p= 0.013, 0.019 e 0.011, respectivamente). Nas concentracfes de 1 e 10nM a
vitamina D reduziu os niveis de IFN-y no sobrenadante das culturas (p= 0.013 ¢ 0.002,
respectivamente), e reduziu significativamente os niveis de IL-6 na concentracdo de
10nM (p= 0.019). Os niveis de IL-10 e IL-1p ndo foram alterados significativamente em
nenhuma das concentragdes testadas da vitamina D (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo do efeito da 1,25 (OH), D3 na producéo de citocinas em culturas de PBMC de voluntérios saudaveis. (A) Niveis de IL-2. (B) Niveis de IL-4. (C) Niveis de IL-6. (D)
Niveis de IL-10. (E) Niveis de IL-17A. (F) Niveis de IFN-y. (G) Niveis de TNF. (H) Niveis de IL-1p. *p<0.05, **p<0.01, ns= ndo significante.
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45  AVALIACAO DOS EFEITOS DA 1,25 (OH). VITAMINA D NA EXPRESSAO
E MARCADORES FIBROTICOS EM FIBROBLASTOS DE PELE E PULMAO

A acdo da vitamina D na expressdo de marcadores fibroticos foi avaliada em
linhagens de fibroblastos de pele (HFF-1) e pulméo (MRC-5) estimulados com TGF-p.
Foi observado que o tratamento com a vitamina D promoveu reducgéo estatisticamente
significante na expressao génica de ACTA2 (p<0.05) em fibroblastos de pele (HFF-1),
mas ndo alterou significativamente os niveis de mMRNA de COL1A1 e IL6 (Figura 9).
Adicionalmente, o efeito da vitamina D na regulagdo dos niveis de mRNA de ACTAZ2,
COL1ALl e IL6 em fibroblastos de pulmdo (MRC-5) foi avaliado, mas ndo foram
observadas diferencas significativas na expressdo de nenhum desses genes (Figura 9).

Figura 10. Avaliacdo do efeito da 1,25 (OH), D3 na expressdo de ACTA2, COL1A1 e IL6 em fibroblastos
saudaveis de pele (HFF-1) (A) e pulmdo (MRC-5) (B). Valores da quantificagdo relativa ap6s normalizagéo
com o gene de referéncia 18S e aplicacédo da formula 2-24¢T,
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46  AVALIACAO DOS EFEITOS DA DEXAMETASONA NA PRODUCAO DE
CITOCINAS EM PBMC DE PACIENTES COM ES E VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

Na avaliacdo dos efeitos da DEX na concentracdo de 1.000nM em PBMC de
pacientes com ES estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28, foi possivel observar que o
tratamento promoveu redugdo significativa nos niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17A, IFN-y, TNF, IL-1p (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 sistémica. Niveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6% (C), IL-10 (D), IL-17A (E), IL-17F* (F), IFN-
v*(G), TNF (H) e IL-1B (I). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #= 20 pacientes.

0

A 3000 B 150+ 100-
P
=r 2! =" 2 =i
£ 2000 £ 100 - z
(=] f=2] (=2}
=2 = =
3 1000- Y, so- 5
[ o-
&
D 1000- E so0- F 8000-
P
s, R00T —5 600- — 6000 -
= - A E E =
o 8001 A o i 2 =
k=4 - £ 400 £ 40004
S 400 o = =
BT " - ~—
o | L™ A A D 0
= s, = Gl t = 2000
200+ ™ n an
L ] = I AL S aA :
o > (Tewm=mt  ixaall e
0- = + - o-
> > -
< oo"\v 0@ 0@
oN
00
G 200- H 4000+ I o 1 1 3000-
-
— 150 — 3000 —
2 2 = E 2000+
=) =) >
£ 100+ S 2000 =2
(=2 [T o
E = ~. 1000
= 504 = 10004 =
o - o-

()
1
U




59

Em PBMC de voluntérios saudaveis, o tratamento com DEX apds estimular as
células com anti-CD3/28 promoveu reducéo significativa nos niveis de IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A, IFN-y, TNF e IL-1p no sobrenadante das culturas (p= 0.003 para IL-4 e IFN-y;
e p= 0.002 para IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IL-1B). Nao foram observadas diferengas
significativas nos niveis de IL-2 ap6s o tratamento com DEX (p= 0.084) (Figura 11).
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Figura 12. Efeitos da dexametasona in vitro em PBMC de voluntarios saudaveis. Niveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-17A (E), IFN-y (F), TNF (G), IL-1p (H).
**p<0.01, ns= ndo 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 nao
estavam fazendo o uso desses medicamentos (n=13). A resposta ao tratamento in vitro foi
semelhante em ambos os grupos e ndo foi possivel observar a influéncia do tratamento
prévio com corticoides sistémicos. Com excecdo da IL-17F, que ndo foi reduzida em
ambos o0s grupos quando avaliados separadamente (p= 0.296 e 0.053), todas as demais
citocinas foram reduzidas significativamente em ambos 0s grupos apds 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 sistémica usando glicocorticoides (GC+) ou ndo (GC-). Niveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6%
(C), IL-10 (D), IL-17A (E), IL-17F* (F), IFN-y* (G), TNF (H) e IL-1B (I). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. #= 20 pacientes.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que a vitamina D é um importante regulador do sistema imunol6gico
capaz de atuar nas células T, inibindo a proliferacdo e secrecdo de Vvérias citocinas
(CANTORNA et al., 2015; PALMER et al., 2011), e tem mostrado eficacia no tratamento
e prevencdo de doencas autoimunes (CARMEL et al.,, 2015; LEMIRE; INCE;
TAKASHIMA, 1992; MATHIEU et al., 1994). Além disso, foram descritas propriedades
antifibréticas desempenhadas pela vitamina D na producdo de coldgeno e na sinalizagéo
do TGF-p (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; ZERR et al., 2014).

No presente trabalho buscamos avaliar os niveis séricos da 25 (OH) vitamina D
em pacientes com esclerose sistémica e as possiveis correlagdes com parametros clinicos
da doenca. Observamos que pacientes com ES apresentam menores niveis séricos de
vitamina D e uma alta frequéncia de insuficiéncia de vitamina D quando comparados com
controles saudaveis. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios e com uma
recente meta-analise que confirmou a diminuicao dos niveis 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
ndo estd claro se essa hipovitaminose D generalizada dos pacientes € causa ou
consequéncia da doenca. Alguns fatores de risco parecem influenciar a alta prevaléncia
de hipovitaminose D em pacientes com ES, como reducdo da exposicdo ao sol,
insuficiéncia renal, comprometimento gastrintestinal, fibrose e hiperpigmentacao da pele,
fatores podem interferir na sintese e absorcdo da vitamina D (CARMEL et al., 2015). Nao
encontramos diferencas significativas nos niveis de vitamina D quando comparamos
pacientes com a forma cuténea difusa e cutanea limitada, embora alguns autores mostrem
que pacientes com a forma cuténea difusa apresentam concentragdes mais baixas de
vitamina D (AN; CHEN, 2017; CORRADO et al., 2015b). Essa diferenca nos resultados
pode ser explicada pelo baixo nimero de pacientes analisados no nosso estudo. Estudos
sugerem associacdes entre hipovitaminose D e disfungdo diastolica, contraturas digitais,
hipertensdo arterial pulmonar, calcinose e ulceras digitais (GIUGGIOLI et al., 2017;
GROSEANU et al., 2016; PARK et al.,, 2017), embora ndo tenhamos encontrado

nenhuma associagdo com parametros clinicos da doenca.

A la,25-dihidroxivitamina D (1,25(0OH)2D3) é a forma ativa da vitamina D e

exerce suas funcdes através do VDR, um receptor nuclear que atua como um fator de
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transcricdo dependente de ligante. A variada expressdo desse receptor nos diversos
tecidos do corpo garante a gama de efeitos desempenhados pela vitamina D, incluindo
as acoes 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 doencas autoimunes (CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1998;
FOURNIER et al., 1990; LEMIRE; INCE; TAKASHIMA, 1992; VAN ETTEN et al.,
2003), ndo hé estudos avaliando esses efeitos na ES. No nosso estudo, mostramos que o
tratamento com 1,25(0OH).D3z em PBMC de pacientes com ES promoveu reducio
significativa nos niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F, IFN-y e TNF.
Esses achados corroboram com estudos que mostram inibicdo das respostas Th1/Th17
promovida pela vitamina D (BAEKE et al., 2010; BANSAL et al., 2012; BOONSTRA et
al., 2015). No entanto, ha evidéncias mostrando que a vitamina D promove inibi¢do das
células Thl, expansdo das células Th2 e aumento da producdo de IL-4 (BOONSTRA et
al.,, 2015; MAHON et al., 2003). Em contraste, Staeva-Vieira e Freedman [2002]
mostraram a acdo da 1,25(0OH)2D3 no processo de diferenciacdo de células T, inibindo a
producdo de IFN-y e IL-4 produzidas por células Thl e Th2, respectivamente (STAEVA-
VIEIRA; FREEDMAN, 2002). De forma interessante, observamos que o tratamento com
a 1,25(OH).Dz promoveu reducdo nos niveis de IL-4 na menor concentragdo e a resposta
foi alterada a medida que a concentragao da vitamina D aumentou, induzindo assim a um

aumento nos niveis de I1L-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 fisiopatogénese da doenca. Pacientes
com ES apresentam niveis séricos aumentados das citocinas IFN-y e TNF, além de
associacdo com hipertenséo arterial pulmonar e fibrose pulmonar (BALANESCU et al.,
2015b; MURDACA et al., 2014; PEHLIVAN et al., 2012), adicionalmente a IL-2
também é associada com a doenga pulmonar intersticial (SCHMIDT et al., 2009). Vérios
estudos mostraram a participacdo da IL-17 na ES, foram descritas associagdes com a
atividade da doenca, 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 ThO, Thl e Th2, e podem suprimir a proliferacdo de linfocitos e também a
producéo de citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6. Estudos realizados mostram que a

vitamina D promove aumento na producdo de IL-10, corroborando com 0S 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 reducdo dos niveis de IL-6,
essa citocina é associada com disfuncdo endotelial e com o processo fibrotico 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 diminuicdo da qualidade de vida dos individuos acometidos
pela doenca (HIGUCHI et al., 2015). A expressao de a-SMA é uma caracteristica do
miofibroblasto, uma célula especializada que produz grandes quantidades de matriz
extracelular (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014; LEASK, 2010). Estudos
realizados mostraram a presenca de miofibroblastos em lesdes fibréticas de pele e pulmao
de pacientes com ES, sugerindo que essas células contribuem ativamente para o
desenvolvimento da fibrose patologica que acomete esses 6rgdos (HUA-HUY et al.,
2010; VARGA; ABRAHAM, 2007). N6s mostramos nesse estudo que o tratamento com
a vitamina D promoveu reducdo significativa na expressdo génica de ACTA2 (a-SMA)
em fibroblastos de pele saudavel estimulados com TGF-f, embora ndo tenhamos visto
reducdo significativa na expressao dos genes IL6 e COL1AL. Em fibroblastos saudaveis
de pulméo ndo observamos reducdo significativa na expressao dos genes avaliados. Zeer
et al. [2014] mostraram em seu estudo que o VDR é um regulador negativo da sinalizacéo
do TGF-B, o tratamento com um analogo da vitamina D melhorou a fibrose em um
modelo animal de ES e inibiu a sinalizacdo do TGF-p em fibroblastos dérmicos (ZERR
et al., 2014). A regulagdo na expressdo de a-SMA apds o tratamento com a vitamina D
em fibroblastos estimulados com TGF-3 que observamos no nosso estudo pode envolver

0S mecanismos observados por Zeer et al.

O tratamento da ES é desafiador, uma vez que se trata de uma doenga complexa
que afeta maltiplos 6rgdos e a fisiopatogénese ndo estd completamente compreendida.
N&o existe um tratamento que cure a ES, embora tenha havido progresso substancial nas
ultimas décadas (DENTON, 2015; KOWAL-BIELECKA et al., 2009).

Os glicocorticoides (GC) sdao uma classe de hormdnios esteroides que regulam

varias funcdes do sistema imunolodgico, inflamacéo, metabolismo e homeostase. Os GC
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sdo amplamente usados em todo o mundo no tratamento de varias doencas inflamatorias
e autoimunes devido 0s seus importantes efeitos imunomoduladores
(RAMAMOORTHY:; CIDLOWSKI, 2016; YANABA, 2016). No tratamento da ES, os
GC sdo amplamente utilizados, embora ndo existam muitas evidéncias comprovando sua
eficacia, e os efeitos desempenhados na doenga sejam controversos (HERRICK, 2017;
YANABA, 2016).

Aproximadamente 40% dos pacientes com ES fazem uso de corticoides,
principalmente aqueles com a forma cutanea difusa, doenga pulmonar intersticial, miosite
e artrite (HUNZELMANN et al., 2009; IUDICI et al., 2016). Alguns estudos sugerem
gue os GC apresentam beneficios no tratamento da ES, como melhora da fibrose cutanea,
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 sao frequentemente usados em combinacdo 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 associagao
com outros medicamentos, principalmente azatioprina. Adicionalmente, o grupo de
pacientes que fazia uso de corticoides apresentou uma maior frequéncia de disfuncao
esofagica, quando comparado ao grupo que nao 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 inibicdo de citocinas Thl, como IFN-y, TNF e IL-2, e
aumento das citocinas Th2, como IL-4, IL-10 e IL-13 (AGARWAL; MARSHALL, 1998;
ELENKOV, 2004). Nés observamos os efeitos promovidos pela DEX em PBMC de
pacientes com ES, os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-
Y, TNF e IL-1B foram reduzidos significativamente apos tratamento das células
estimuladas com os anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. Esses resultados mostram que o
efeito da DEX néo foi seletivo, promoveu supressao de todas as citocinas avaliadas no
estudo. Em PBMC de voluntarios saudaveis os efeitos foram semelhantes, com excecéo
da IL-2 que ndo foi reduzida significativamente no sobrenadante das culturas. Esses

resultados sdo de grande importancia, uma vez que as citocinas moduladas pelo
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tratamento com DEX em PBMC de pacientes com ES desempenham papeis cruciais na
fisiopatogénese da doenga. Além disso, hd uma auséncia de estudos que mostrem 0s
efeitos desempenhados pelos GC na ES, esses dados podem ajudar a esclarecer os
mecanismos de acdo desses medicamentos na doenca e dar suporte para 0
desenvolvimento de mais estudos que facam uma investigacdo mais ampla. Em PBMC
de pacientes com artrite reumatoide o tratamento com DEX promoveu reducéo nos niveis
de IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y, corroborando com os nossos achados (DE et al., 2002;
SONG et al., 2013). Em pacientes com lupus eritematoso sistémico (LES), pacientes
tratados com corticoides apresentaram niveis séricos menores de IL-10 quando
comparados com pacientes que ndo usavam esses medicamentos, além disso observou-se
que a DEX in vitro promoveu reduc¢do nos niveis de IL-10 em PBMC de pacientes com
LES e controles saudaveis (CEPIKA et al., 2012).
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CONCLUSOES

Pacientes com ES apresentaram niveis séricos de 25(OH) vitamina D mais baixos
e maior frequéncia de hipovitaminose D quando comparados com individuos
saudaveis.

O tratamento com a vitamina D promoveu reducdo nos niveis das citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F, IFN-y e TNF, além de aumentar os niveis de IL-4 e
IL-10 em PBMC de pacientes com ES, sugerindo seu potencial terapéutico na
doenca.

A vitamina D regulou negativamente a expressdo de a-SMA em fibroblastos
saudaveis de pele estimulados pelo TGF-B, evidenciando sua agao antifibrotica.
N&o foram observados efeitos do tratamento da vitamina D em fibroblastos
saudaveis de pulmao.

N&o houve diferencas entre manifestacdes clinicas e resposta ao tratamento in
vitro em pacientes com niveis séricos suficientes ou insuficientes de vitamina D.
O tratamento com DEX em PBMC de pacientes com ES promoveu reducéo
significativa nos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IFN-y, TNF ¢
IL-1B, evidenciando importante atividade imunomoduladora ainda ndo descrita

anteriormente na ES.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a atividade antifibrotica da vitamina D em fibroblastos cuténeos de
pacientes com ES.

Investigar os mecanismos de agdo da vitamina D em PBMC e fibroblastos
cutaneos de pacientes com ES.

Avaliar a atividade imunomoduladora da vitamina D na producdo de quimiocinas
em PBMC de pacientes com ES.

Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrética da vitamina D em modelos
animais de ES.

Avaliar a atividade antifibrética da DEX em fibroblastos cutaneos de pacientes
com ES.

Investigar os mecanismos de a¢do da DEX em PBMC e fibroblastos cutaneos de

pacientes com ES.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) PARA PORTADORES DA ESCLEROSE SISTEMICA

« AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIFIBROTICA DA
VITAMINA D NA ESCLEROSE SISTEMICA »

NoOs o convidamos a participar de uma pesquisa que visa estudar o que acontece no corpo fazendo
com que a esclerose sistémica se desenvolva. Como pesquisadores responsaveis deste estudo,
nosso objetivo é descobrir o que estd desregulado no seu corpo, levando ao desenvolvimento da
doenca. Nesta pesquisa sO serd realizado testes com as células presentes no seu sangue e/ou na
sua pele. Deste modo, nenhum medicamento sera administrado em vocé durante toda a pesquisa.

E importante ressaltar que:

1. Sua participagéo é inteiramente voluntaria;

2. Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

3. Nos solicitaremos novamente sua aprovacao (verbal) no momento de cada coleta;

4. Suas informagdes nunca serdo divulgadas, ou seja, permanecerdo confidenciais;

5. Faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, vocé serd um dos
primeiros beneficiados.

A esclerose sistémica é uma doenca autoimune, inflamatéria crénica que acomete principalmente
a pele, podendo comprometer também outros 6rgaos, como pulmdo, coracao e trato digestivo.
Com o passar do tempo, os portadores de esclerose sistémica podem desenvolver incapacidade
para realizacdo de suas atividades tanto de vida diaria como profissional. Apesar de rara, a
esclerose sistémica é uma doenca grave e ainda sem cura.

NOs solicitamos a sua colaboracdo e participacdo neste estudo porgque vocé éportador da
esclerose sistémica. Este estudo inclui a participacdo de 40 individuos. Entre os quais, 15 sdo
voluntarios sadios e 25 séo portadores da esclerose sistémica.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue € feita no
braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar
a coleta, nos limparemos o seu brago com alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A
coleta seré feita por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.Para
a amostra de pele, serdo utilizados restos de pele retirados na sua cirurgia plastica no Hospital das
Clinicas, ndo havendo necessidade de nenhum procedimento adicional.O objetivo é estudar
também o que acontece na pele das pessoas que tém esclerose sisttémica, um dos 6rgdos mais
comprometidos na doenca, e para isso precisamos comparar com a pele de individuos que ndo
possuem a doenca.
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Os riscos envolvidos nesse projeto se referem acoleta de sangue, que pode ser desconfortavel e o
braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é uma area arroxeada no local da
coleta.Com relagcdo aos beneficios, vocé serd submetido a uma avalia¢do clinica e, caso seja
detectada alguma alteracdo sugestiva de doenca autoimune, serd encaminhado para um
acompanhamento adequado.

A coleta de dados so serd iniciada apds a aprovacdo do projeto de pesquisa pelo CEP e o
cronograma proposto serd cumprido. O orcamento financeiro desta pesquisa sera de inteira
responsabilidade do pesquisador principal.

Os dados coletados pelo estudo ficardo armazenados em arquivos no servi¢co de Reumatologia,
sob a responsabilidade daDra. Andrea Dantas, por um periodo minimo de 5 anos. Os resultados
deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou em revistas médicas, mas nédo
aparecera seu nome. Suas informacdes nunca serdo divulgadas, permanecerao confidenciais.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacdo neste estudo?

Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da nossa
equipe, podendo contatar:

Anderson Rodrigues de Almeida, Programa de Pds-Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco. Rua Vanda Maria, N°34, Pau Amarelo, Paulista-PE,
CEP: 53435-780. E-mail: andersonr.almeida@hotmail.com. Cel: (81) 99824-6183

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de PoOs-Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital Das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, 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 Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, 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 Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail:
mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Em caso de ddvidas relacionados aos aspectos éticos desse estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE- CEP/CCS, no Centro de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia
s/n — 1° Andar, sala 4, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81)
2126-8588, email cepccs@ufpe.br.

Vocé ficard com uma copia deste documento.
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Nome do responsavel pela coleta de sangue:

Se vocé aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulario abaixo.

Nome:

RG: Data:

Endereco:

Assinatura:

Testemunha 1: -

RG: Data:

Testemunha 2:

RG: Data:

Pesquisador Responsavel:

Data:
Assinatura:
Eu
, assino o presente termo de
consentimento.
RG: Data
Pesquisador Responsavel: Data:

Assinatura;:

Impressao Digital do
Paciente
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) PARA VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

« AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTIFIBROTICA DA
VITAMINA D NA ESCLEROSE SISTEMICA »

NOs o convidamos a participar de uma pesquisa que Vvisa estudar o que acontece no corpo fazendo
com que a esclerose sistémica se desenvolva. Como pesquisadores responsaveis deste estudo,
nosso objetivo é descobrir 0 que esté desregulado no seu corpo, levando ao desenvolvimento da
doenca. Nesta pesquisa sO sera realizado testes com as células presentes no seu sangue e/ou na
sua pele. Deste modo, nenhum medicamento serd administrado em vocé durante toda a pesquisa.

E importante ressaltar que:

6. Sua participacéo é inteiramente voluntaria;

7. Vocé pode deixar de participar do estudo a qualgquer momento que quiser;

8. NOs solicitaremos novamente sua aprovacao (verbal) no momento de cada coleta;

9. Suas informacdes nunca serdo divulgadas, ou seja, permanecerdo confidenciais;

10. Faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, vocé serd um dos
primeiros beneficiados.

A esclerose sistémica € uma doenca autoimune, inflamatéria cronica que acomete principalmente
a pele, podendo comprometer também outros 6rgaos, como pulmao, coracédo e trato digestivo.
Com o passar do tempo, os portadores de esclerose sistémica podem desenvolver incapacidade
para realizacdo de suas atividades tanto de vida diaria como profissional. Apesar de rara, a
esclerose sisttmica é uma doenca grave e ainda sem cura.

NOs solicitamos a sua colaboracdo e participacdo neste estudo porque vocé é um voluntéario
saudavel ndo portador desta doenca. Este estudo inclui a participacdo de 40 individuos. Entre
0s quais, 15 sdo voluntarios sadios e 25 sdo portadores da esclerose sistémica.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue € feita no
braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar
a coleta, n6s limparemos o seu brago com alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A
coleta seré feita por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.Para
a amostra de pele, serdo utilizados restos de pele retirados na sua cirurgia plastica no Hospital das
Clinicas, ndo havendo necessidade de nenhum procedimento adicional.O objetivo é estudar
também o que acontece na pele das pessoas que tém esclerose sisttémica, um dos 6rgdos mais
comprometidos na doenga, e para isso precisamos comparar com a pele de individuos que néo
possuem a doenca.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem acoleta de sangue, que pode ser desconfortavel e o
braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que € uma area arroxeada no local da
coleta.Com relagdo aos beneficios, vocé serd submetido a uma avaliagdo clinica e, caso seja
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detectada alguma alteracdo sugestiva de doenca autoimune, sera encaminhado para um
acompanhamento adequado.

A coleta de dados s6 serd iniciada ap6s a aprovagdo do projeto de pesquisa pelo CEP e o
cronograma proposto serd cumprido. O orcamento financeiro desta pesquisa sera de inteira
responsabilidade do pesquisador principal.

Os dados coletados pelo estudo ficardo armazenados em arquivos no servico de Reumatologia,
sob a responsabilidade daDra. Andrea Dantas, por um periodo minimo de 5 anos. Os resultados
deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou em revistas médicas, mas ndo
aparecera seu nome. Suas informagdes nunca serdo divulgadas, permanecerdo confidenciais.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participagdo neste estudo?

Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da nossa
equipe, podendo contatar:

Anderson Rodrigues de Almeida, Programa de Pds-Graduacao em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco. Rua Vanda Maria, N°34, Pau Amarelo, Paulista-PE,
CEP: 53435-780. E-mail: andersonr.almeida@hotmail.com. Cel: (81) 99824-6183

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de Po6s-Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital Das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, 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 Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, 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 Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail:
mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Em caso de duvidas relacionados aos aspectos éticos desse estudo, vocé poderd consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE- CEP/CCS, no Centro de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia
s/n — 1° Andar, sala 4, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81)
2126-8588, email cepccs@ufpe.br.

Vocé ficard com uma copia deste documento.

Nome do responsavel pela coleta de sangue:




Se vocé aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulario abaixo.

Nome:

90

RG:

Data:

Endereco:

Assinatura:

Testemunha 1: -

RG:

Data:

Testemunha 2:

RG:

Data:

Pesquisador Responsavel:

Data:
Assinatura:
Eu
, @ssino o presente termo de
consentimento.
RG: Data

Pesquisador Responsavel:

Assinatura;:

Data:
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

%ﬁ I CEP PERNAMBUCO CENTRO DE W““'
eI &% CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E ANTI-FIBROTICA DA
VITAMINA D NA ESCLEROSE SISTEMICA

Pesquisador: ANDERSON RODRIGUES DE ALMEIDA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 63517517.1.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.945.148

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de Mestrado do Programa de Pos-Graduacg&o em Inovacéo Terapéutica — PPGIT, do
mestrando Anderson Rodrigues de Almeida sob a orientac&o da Prof.Dr*.Maira Galdino da Rocha Pitta e co
-orientagéo da Prof® Andréa Tavares Dantas e da Prof®.Dr* Michelly Cristiny Pereira. O projeto estuda a
esclerose sistémica e os efeitos imunomodulador e anti-fibrético da vitamina D.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os niveis séricos da vitamina D em pacientes portadores de Esclerose Sistémica (ES), e sua
atividade imunomoduladora e anti-fibrotica in vitro em pacientes com ES.

« Avaliar os niveis séricos da 25 (OH) vitamina D em pacientes com Esclerose Sistémica.

« Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na modulac¢do de citocinas e quimiocinas relacionadas com o
processo fibrotico em PBMCs de pacientes com ES.

« Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na modulagédo de quimiocinas e da Interleucina-6 em fibroblastos
cutaneos de pacientes com ES.

= Avaliar o efeito in vitro da vitamina D na modulacéo da expresséo de fatores de transcricdo em PBMCs e
fibroblastos cutdneos

« Correlacionar os dados clinicos com a magnitude da resposta em relacéo as citocinas e fatores

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-500
UF: FE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe br

Pagina 01 de 05



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
P X PERNAMBUCO CENTRO DE W“‘“
¥ === CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

UFPE

Continuagdo do Parecer: 1.945.148

de transcrigédo apos o tratamento com a vitamina D in vitro.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos envolvidos na pesquisa sdo riscos minimos referentes as coletas de sangue ou biopsias de pele,
como hematomas e dor. As coletas seréo feitas por profissionais competentes e devidamente treinados para
reduzir os riscos para o paciente. Os beneficios oferecidos pela pesquisa é a possibilidade de descoberta de
um agente terapéutico para tratamento da ES, ja que se trata de uma doenca sem nenhuma modalidade

terapéutica especifica, e a gerar conhecimentos sobre a fisiopatogénese da doenca em estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa sera realizada com pacientes com esclerose sistémica atendidos no ambulatdrio de pesquisa
clinica do Servigco de Reumatologia do HC-UFPE, selecionados aleatoriamente de acordo com o
atendimento do ambulatorio,através dos critérios de incluséo e exclusdo. O grupo de comparacio sera
composto de voluntarios saudaveis, que nédo tenham histéria clinica ou diagnostico de ES ou de outras
doencas inflamatorias ou autoimunes reumatologicas, selecionados aleatoriamente na populacgéo que
frequenta o HC acompanhando pacientes que estdo em atendimento. Apos esclarecimentos sobre a
pesquisa, agueles que aceitarem participar do projeto deverdo assinar um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). A amostra sera composta por 20 pacientes com ES e 10 voluntarios saudaveis. Sera
coletado 15ml de sangue em tubo contendo o anticoagulante heparina e 4ml de sangue em tubo a seco com
gel. As coletas serao feitas por profissionals competentes e

devidamente treinados para reduzir os riscos para o paciente. Nenhuma coleta sera realizada sem a
autorizac&o préevia dos voluntarios. A selecéo dos participantes esta prevista para o semestre 2017.1 e s0
sera iniciada apos aprovacdo pelo CEP. O orcamento é de R$ 18.288,20 e sera de inteira responsabilidade
do pesquisador principal.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O TCLE desmembrado para pacientes e participantes sadios;

Cartas de anuéncia dos laboratarios envolvidos estdo em acordo com o preconizado;
Folha de rosto assinada;

Termo de confidencialidade em conformidade;

Recomendagdes:
Sem recomendacfes

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Sem pendéncias

Consideragodes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAQF\O DEFINITIVA do projeto so sera dada apos o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via
“Notificacéo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatorio Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciacéo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

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

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

Para projetos com mais de um ano de execucéo, € obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5, da Resolugio CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagc&o a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 21/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 835232 pdf 23:35:12
Qutros CARTA_DE_RESPOSTA_AS_PENDEN| 21/02/2017 |ANDERSON Aceito

CIAS docx 23:34:51 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado.docx 21/02/2017 |ANDERSON Aceito
Brochura 23:33:06 RODRIGUES DE
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Investigador Projeto_Mestrado.docx 21/02/2017 [ALMEIDA Aceito
23:33:06
TCLE / Termos de TCLE_Voluntarios.docx 21/02/2017 [ANDERSON Aceito
Assentimento / 23:32:51 RODRIGUES DE
Justificativa de ALMEIDA
Auséncia
TCLE / Termos de TCLE_Pacientes docx 21/02/2017 [ANDERSON Aceito
Assentimento / 23:32:36 RODRIGUES DE
Justificativa de ALMEIDA
Auséncia
Outros Termo_de_confidencialidade_pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
20:57:40 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros CurriculoRafaela.pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:22:49 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Qutros Curriculo_Moacyr_pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:22:23 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Qutros Curriculo_Michelly pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:21:58 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Qutros Curriculo_Maira_pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:21:34 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros curriculo_claudia_pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:21:01 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros curriculo_Andrea_pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:20:33 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros curriculo_Anderson._pdf 04/01/2017 [ANDERSON Aceito
12:19:10 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Qutros Historico.pdf 03/01/2017 [ANDERSON Aceito
22:20:55 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Qutros autorizacao_de_uso_de_dados. pdf 03/01/2017 [ANDERSON Aceito
22:19:20 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros carta_de_anuencia_plastica_pdf 03/01/2017 [ANDERSON Aceito
22:17:52 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros carta_de_anuencia_reumato_pdf 03/01/2017 [ANDERSON Aceito
22:17:04 RODRIGUES DE
ALMEIDA
Outros carta_de_anuencia_linat. pdf 03/01/2017 |ANDERSON Aceito
22:16:29 RODRIGUES DE
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Oufros carta_de_anuencia_linat.pdf 03/01/2017 |ALMEIDA Aceito
221629
Folha de Rosto Folha_de_rosto pdf 03/01/2017 |ANDERSON Aceito
22:09:09 |RODRIGUES DE
ALMEIDA

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Enderego:

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 02 de Marco de 2017

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)
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