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RESUMO

A Esclerose sistémica (ES) é uma doenca do tecido conjuntivo, caracterizada pela
fiborose da pele e de O6rgdos internos, alteracdes vasculares e presenca de
autoanticorpos. Poucas terapias eficazes existem até o momento para tratamento da
ES, e a maior parte é direcionada para os sintomas. Dessa forma, o objetivo do
trabalho € avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do hibrido IBPA (ibuprofeno +
paracetamol) em células de pacientes com esclerose sistémica. Foram incluidos no
estudo 12 pacientes com ES atendidos no ambulatério de Esclerose Sistémica do
Servico de Reumatologia, no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco. A cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
foram isoladas a partir do sangue por centrifugacdo com Ficoll Paque TM Plus (GE
HealthcareBio-Sciences). As células isoladas foram cultivadas em placas de 24 pocos
(10° células/1000 pL) em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Soro Bovino
Fetal em estufa de CO2 5% a 37°C. ApO0s o0 plaqueamento 24 pocos, foram
estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 (Invitrogen eBioscience ™) e foram tratadas
ou ndo com IBPA (50uM), Ibuprofeno (28,8uM), Paracetamol (21,2 uM) e Ibuprofeno
com Paracetamol em mistura fisica (28,8uM e 21,2uM, respectivamente). Apos 48
horas, as placas foram centrifugadas para coleta dos sobrenadantes que foram
armazenados a -80°C para posterior dosagem por ELISA das citocinas/quimiocinas
IL-4, IL-6, IL-8 e CCL-2. Observamos que para IL-6 o grupo estimulado com anti-
CD3/CD28 teve secrecao aumentada da citocina quando comparado ao grupo que
nao recebeu estimulo (células) (**p=0,0098). Em seguida, avaliou-se o tratamento
com o IBPA, que reduziu significativamente os niveis da IL-6 em comparacédo com as
condicbes estimuladas com anti-CD3/CD28 (***p=0,005). Para CCL-2, o grupo
estimulado ndo teve diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao
grupo que recebeu apenas células. Ja o tratamento com o hibrido IBPA reduziu
significativamente os niveis da CCL-2 nas condicbes apenas estimuladas
(***p=0,005). Para IL-8 o grupo estimulado com anti-CD3/CD28 foi significativamente
maior quando comparado ao grupo que recebeu apenas células (***p=0,005). O
tratamento com o hibrido IBPA reduziu significativamente os niveis da IL-8 em
comparac¢ao com a condicao estimulada com CD3/CD28 (**p=0,0093). Para a IL-4, o
grupo estimulado com CD3/CD28 néo teve diferenca estatistica quando comparado
ao grupo que recebeu apenas células. O tratamento com o IBPA nédo alterou
significativamente a secrec¢éo da IL-4 quando comparado com a condi¢ao de estimulo.
Sendo assim, foi possivel verificar que o tratamento com o hibrido IBPA em PBMC de
pacientes com ES promoveu reducao significativa nos niveis de IL-6, IL-8 e CCL2,
evidenciando importante atividade imunomoduladora e sugerindo seu potencial
terapéutico na doenca. Nao foram observados efeitos do tratamento do hibrido IBPA
na secrecéao da citocina IL-4.

Palavras-chave: IBPA. Esclerose sistémica. Citocinas. Inovacédo Terapéutica.
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ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue disease, characterized by fibrosis of
the skin and internal organs, vascular changes and the presence of autoantibodies.
Few effective therapies exist to date for treating SSc, and most are targeted at
symptoms. Therefore, the objective of the work is to evaluate the ex vivo
immunomodulatory activity of the hybrid IBPA (ibuprofen + paracetamol) in cells from
patients with systemic sclerosis. The study included 12 patients with SSc treated at the
Systemic Sclerosis outpatient clinic of the Rheumatology Service, at the Hospital das
Clinicas of the Federal University of Pernambuco. Cultured peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from blood by centrifugation with Ficoll
Paque TM Plus (GE HealthcareBio-Sciences). The isolated cells were cultivated in 24-
well plates (106 cells/1000 pL) in RPMI 1640 medium, supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum in a 5% CO2 oven at 37°C. After plating 24 wells, they were stimulated
with anti-CD3 and anti-CD28 (Invitrogen eBioscience™) and were treated or not with
IBPA (50uM), Ibuprofen (28.8uM), Paracetamol (21.2uM) and Ibuprofen with
Paracetamol in physical mixture (28.8uM and 21.2uM, respectively). After 48 hours,
the plates were centrifuged to collect the supernatants, which were stored at -80°C for
subsequent measurement by ELISA of the cytokines/chemokines IL-4, IL-6, IL-8 and
CCL-2. We observed that for IL-6, the group stimulated with anti-CD3/CD28 had
increased secretion of the cytokine when compared to the group that did not receive
stimulation (cells) (**p=0.0098). Next, treatment with IBPA was evaluated, which
significantly reduced IL-6 levels compared to conditions stimulated with anti-
CD3/CD28 (***p=0.005). For CCL-2, the stimulated group had no statistically
significant difference when compared to the group that received only cells. Treatment
with the hybrid IBPA significantly reduced CCL-2 levels in only stimulated conditions
(***p=0.005). For IL-8, the group stimulated with anti-CD3/CD28 was significantly
higher when compared to the group that received only cells (***p=0.005). Treatment
with the hybrid IBPA significantly reduced IL-8 levels compared to the condition
stimulated with CD3/CD28 (**p=0.0093). For IL-4, the group stimulated with CD3/CD28
had no statistical difference when compared to the group that received only cells.
Treatment with IBPA did not significantly alter IL-4 secretion when compared to the
stimulus condition. Therefore, it was possible to verify that treatment with the hybrid
IBPA in PBMC of SSc patients promoted a significant reduction in the levels of IL-6,
IL-8 and CCL2, demonstrating important immunomodulatory activity and suggesting
its therapeutic potential in the disease. No effects of hybrid IBPA treatment on IL-4
cytokine secretion were observed.

Key words: IBPA. Systemic sclerosis. Cytokines. Therapeutic Innovation.
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1 INTRODUCAO

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca reumatolégica que acomete
o tecido conjuntivo, provocando fibrose ndo s6 na pele, mas também de O6rgaos
internos, como nos pulmdes, no trato gastrointestinal, nos vasos sanguineos, no
coracdo e até mesmo nos rins (Benfaremo et al.; 2022). E representada por trés
caracteristicas principais: lesao vascular, autoimunidade (celular e humoral) e fibrose
tecidual, onde a soma desses eventos resulta na heterogeneidade da expressao
fenotipica da doenca. A fibrose caracteriza-se por deposicdo excessiva de matriz
extracelular (MEC), onde este processo ocorre fisiologicamente no organismo como o
resultado final de inflamac&o ou dano ao tecido, originando em tecido cicatricial. Na
ES ha desregulacdo deste processo culminando em fibrose patolégica de forma
multissistémica (Henderson; Rieder; Wynn, 2020).

Os mecanismos fisiopatolégicos da ES envolvem alteracdes
vasculares e desregulacdo autoimune, com participacdo de mdultiplas citocinas. Os
linfocitos T e os macréfagos/ mondcitos atuam como importantes reguladores na
fibrose tecidual por influenciar na iniciagcdo, manutencéo e reparo do tecido lecionado.
A regulagem dessas células € mediada por meio da producdo de citocinas e
guimiocinas inflamatérias por linfécitos T helper (Th) que possui diferentes perfis de
respostas no organismo, em destaque, os perfis Thl, Th2 e Th17 (Cutolo; Soldano;
Smith, 2019). Varias citocinas e quimiocinas (IL-4, IL-6, IL-8 e CCL2) sdo moléculas
envolvidas na patogénese da ES, no entanto ndo ha ainda uma caracterizacdo do
perfil de citocinas, e isto implica em dificuldade de se descobrir novos alvos
terapéuticos, 0 que por sua vez implica em escassez de terapias especificas para a
doenca.

Os pacientes acometidos pela ES séao classificados em dois fenétipos
diferentes de acordo com a extensdo do comprometimento de pele: cutanea limitada
(CL) e cutanea difusa (CD). Em linhas gerais, os pacientes CL exibem fibrose limitada
a face, pescoco, extremidades distais dos joelhos e cotovelos, e eventuais lesdes em
orgaos internos. Ja os pacientes com a forma CD, possuem um grau fibrético mais
elevado, possuindo tecido fibrético que se estende por todo o tegumento, bem como,

graves lesdes em 6rgéos internos (Benfaremo et al., 2022)
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Atualmente, ndo existe uma cura para a ES e o tratamento é
geralmente baseado no controle dos sintomas e na prevencao de suas complicagdes.
Isso se deve a auséncia de agentes farmacolégicos que possuam atividade direta no
bloqueio da fibrose, a manifestacdo mais importante da ES (Volkmann; Bukiri, 2022)

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) tem como efeito principal
diminuir a sintese de prostaglandinas através da inibicédo reversivel da COX, seu uso
esta vinculado ao controle da inflamacao e alivio dos sintomas propiciando retardo da
evolugdo da doenca. Neste contexto, o hibrido IBPA, através dos mecanismos de
acao do ibuprofeno e paracetamol, sugere efeito farmacolégico imunomodulador. O
Ibuprofeno, € um AINE que inibe a producdo de prostaglandinas por ter maior
seletividade pela COX2, reduzindo assim, a inflamacdo (Rang et al, 2019).J4 o
paracetamol, que também é um AINE, por meio do sistema endocanabinoide propicia
a inibicdo da recaptacdo da anandamida e sua subsequente acumulacdo no
organismo, resultando em um aumento das concentracdes desse endocanabindide,
potencializando seus efeitos fisiolégicos, corroborando para acédo antinociceptivo no
sistema nervoso (Rang et al, 2019). Evidéncias mostram que 0s pacientes que usam
uma combinacdo de AINEs demonstram uma melhor atividade anti-inflamatéria e
analgésica em comparacdo com seus medicamentos originais (Abualhasan, et al
2020). Além disso, estudos apontam ainda, que a terapéutica combinada através dos
compostos hibridos, em que dois ou mais farmacos sdo administrados
simultaneamente é mais eficiente do que seria esperado pela adicdo da atividade de
cada farmaco, tendo como estratégia a reducdo da dose administrada e o alcance de
diferentes alvos (Viegas-Junior; Barreiro; Fraga, 2007). Espera-se assim, que 0O
hibrido IBPA possa demostrar uma janela terapéutica com um maior indice de eficacia.

Nessa perspectiva, sugere-se a possibilidade do uso do hibrido IBPA
como agente imunomodulador no tratamento da ES. Este trabalho visa investigar a
atividade imunomoduladora do hibrido IBPA em sobrenadante de células
mononucleadas do sangue periférico de pacientes com Esclerose Sistémica, através
da avaliagdo ex vivo do seu efeito na secre¢cdo de moléculas envolvidas na
patogénese da doenca (IL-4, IL-6, IL-8 e CCL2), uma vez que ha uma limitacdo nas

opcOes terapéuticas para esta doenca.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ESCLEROSE SISTEMICA

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca autoimune sistémica que
afeta o tecido conjuntivo, caracterizada por fibrose progressiva da pele e 6rgaos
internos vitais, como pulmdes, coracao, rins e trato gastrointestinal (TGI), associada a
alteragbes vasculares e processo inflamatério/autoimune (Benfaremo et al., 2022).
Trata-se de uma doenca de extrema importancia, tendo em vista seu prognostico
reservado, com altas taxas de morbimortalidade, sendo considerada uma das mais
graves doencas reumatolégicas. A patogénese da ES é complexa e ainda
incompletamente entendida, caracterizada por trés pilares principais: o dano vascular
de pequenas artérias e arteriolas, a desregulacao imunolégica e a fibrose da pele e
de varios orgaos internos que representa a via final comum (Benfaremo et al., 2022).
A totalidade de cada um desses trés mecanismos refletem a heterogeneidade clinica
da doenca. Concisamente, o dano microvascular parece ser o gatilho responsavel por
estimular as células do sistema imunologico a produzirem anticorpos, citocinas pro-
inflamatorios, além de quimiocinas (Kumar et al., 2017).

O sintoma mais precoce da doenca costuma ser o Fenbmeno de
Raynaud (FRy - constricdo das pequenas artérias faz com que os dedos fiquem
palidos ou azulados, dormentes e com formigamento) podendo este preceder em anos
as demais manifestacfes clinicas (Allanore et al., 2015; Denton; Khanna, 2017).
Contudo, a manifestacdo mais caracteristica, consiste no comprometimento cutaneo,
caracterizado principalmente por um endurecimento progressivo da pele. A partir da
natureza e extensdo desse envolvimento cutaneo, a ES classifica-se em duas formas
clinicas: a cutanea limitada (CL) e a cutanea difusa (CD). A CL é 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 (Zuo et al., 2017).

O diagndstico, designacao dos subtipos da doenga e progndstico dos
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pacientes seguem os critérios do Colégio Americano de Reumatologia e a Liga
Europeia Contra o Reumatismo (ACR/EULAR, siglas em inglés), que determina que 0
espessamento da pele dos dedos estendendo-se proximalmente as articulacdes
metacarpolngeanas. Na auséncia desses achados, outras alteracdes frequentemente
encontradas na ES devem ser identificadas e pontuadas: telangiectasias (pequenas
veias que se desenvolvem logo abaixo da pele), calcinose, microstomia (limitacéo da
abertura da boca), alteracdes da pigmentacao (leucomelanodermia) e autoanticorpos
relacionados a ES (Hughes; Herrick, 2019). As manifestacbes em 0rgaos internos
envolvem a fibrose pulmonar, faléncia renal (acompanhada de quadros de hipertensao
e micro angiopatia trombotica), complicagbes gastricas, que estao vinculadas as altas
taxas de mortalidade da doenca, além de acometimentos articulares e cardiacos
(Rosendahl; Schénborn; Krieg, 2022).

O perfil de autoanticorpos revela sua importancia na doenca por
auxiliar no diagnéstico, aléem de ajudarem no rastreio precoce da doenca e no
direcionamento do progndstico (Denton; Khanna, 2017). Uteis no diagndstico clinico
e subclassificacdo da ES, muitos dos autoanticorpos descritos na ES tém como alvo
antigenos nucleares, sdo os anticorpos antinucleares (ANA) com frequéncia de 85 a
99% (ALLANORE et al., 2015; YOSHIZAKI, 2018). Entre os anticorpos considerados
mais especificos para a doenca, destacam-se o anticentrémero (anti-CENP), o anti-
DNA topoisomerase | (anti-Scl70) e anti-RNA polimerase (ARA) | e lll. Embora o papel
patogénico desses autoanticorpos ndo esteja definido, eles tém sido considerados
como biomarcadores da doenca (Allanore et al., 2015). O anti-Scl70 revela um pior
prognostico para os pacientes, estando relacionado com envolvimento cardiaco,
fibrose pulmonar, crise renal, além de estarem associados ao fenétipo CD numa
frequéncia que varia de 15 a 42% e possuir maior indice de mortalidade dentre os
pacientes com ES (Mehra et al., 2013; Kayser; Fritzler, 2015). A presenca dos
autoanticorpos anti-CENP sdo mais frequentes na forma CL, ocorrendo em 55 a 80%
desses pacientes. Embora considerado marcador de melhor prognéstico em relagéo
ao anti-Scl70, sua presenca esta associada a risco aumentado de hipertenséo arterial
pulmonar (HAP) (Kayser; Fritzler, 2015). Anticorpos ARA |, Il e Ill s&o encontrados na

ES, embora os tipos | e Il sejam mais especificos para a doenca. A presenca de
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ambos esté associada ao acometimento CD e ao maior risco de crise renal (Denton;
Khanna, 2017).

1.1.1 Epidemiologia

A ES pode ocorrer em todas as faixas etarias, variando em funcao da
regido geografica e grupo étnico (Horimoto et al., 2017; Ingegnoli; Ughi; Mihai, 2018).
Atinge mais pessoas do sexo feminino em detrimento do masculino, na proporcao de
7 mulheres: 1 homem, com pico de incidéncia dos 35 e 50 anos. Apresenta alta
morbidade e mortalidade, com risco de o6bito 3,5 a 7 vezes maior que o verificado na
populacdo em geral. Negros desenvolvem a doenca mais precocemente, com
predominio da forma CD e progndstico mais severo (Melsens et al, 2017; Brasil, 2022)

Ainda ndo ha dados nacionais sobre a prevaléncia da ES no Brasil,
mas ha um estudo realizado na capital do estado de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, onde foram relatadas taxas de incidéncia de 11,9 por milhdo de habitante e
de prevaléncia de 105,6 por milhdo de habitantes, dados que estéo inferiores aos
encontrados em estudos americanos, 25 casos por milhdo/habitantes, e proximo dos
estudos europeus, que tem de 7 a 19 casos por milhdo/habitantes (Horimoto et al.,
2016). Um estudo desenvolvido por Ferreira e adjuntos, no estado de Pernambuco,
com 111 pacientes com ES no servico de referéncia estadual, o ambulatério de
reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE), foi observado que 94% dos pacientes atendidos sdo mulheres com média
de idade de 49 anos, a maioria dos pacientes foram acometidos com a CL (61%) e

gue vivem em regido urbana (92%) (Ferreira; Lima, 2022).

1.1.2 Etiopatogenia

Ainda nédo esta esclarecido qual o gatilho para o desenvolvimento da
doenca, contudo acredita-se que fatores ambientais combinados com carga genética
sejam os grandes responsaveis pelo aparecimento da doenca. Além disso, o historico

familiar da doenca é considerado um fator de risco importante, os parentes de primeiro
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grau parecem ser 0s mais predisponentes ao desenvolvimento da doenca em relagéo
a populacgéao geral (Sticherling, 2012; Denton; Khanna, 2017).

Polimorfismos na regido do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) — considerada a mais polimorfica do genoma humano e conhecido por codificar
0s antigenos leucocitarios humanos (HLA) de classe | e Il, situada no cromossomo 6
—revelaram grande impacto na susceptibilidade a ES, sendo o HLA de classe Il 0 mais
associado com ES (Salazar; Mayes, 2015; Murdaca et al., 2016).

Além disso, alguns gatilhos ambientais sugerem-se como agentes
relacionados a ES, como por exemplo, a exposicéo a silica e aos solventes organicos
(Zimmermann; Pizzichini, 2013). Ainda compdem a lista de fatores: infecgbes virais
por papilomavirus humano (HPV), hepatite B (HBV), parvovirus B19, citomegalovirus
(CMV), pesticidas, quimioterapicos e, até mesmo, radiacao ultravioleta (Zimmermann;
Pizzichini, 2013; Denton; Khanna, 2017). Em adicdo, amianto, tabagismo, e particulas
de diesel sdo também apontados como possiveis gatilhos para a doenca (De Martinis
et al., 2016). Embora n&o se tenha certeza sobre a influéncia de alguns destes fatores
no desencadeamento dos primeiros sintomas, acredita-se que possa existir uma acao

positiva ao desenvolvimento da doenca por parte destes fatores.

1.1.3 Fisiopatologia

O processo patolégico da ES é bastante complexo e envolve muitas
células do sistema imune, células vasculares, bem como células e componentes da
matriz extracelular (MEC). Os trés tipos de acometimentos: vascular, autoimune e
fibrético (Figura 1), sdo os trés bracos da doenca, onde esses eventos causam 0S
diferentes fendtipos. Caracteriza-se por inflamacdo e hiperreatividade vascular da
micro e macro circulacdo associadas a deposicéo excessiva de colageno nos tecidos,
com consequente fibrose da pele e 6rgados internos, apresentando gravidade e

progndstico variaveis (Bukiri; Volkmann, 2022).
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Figura 1: Fisiopatogénese da esclerose sistémica. Interacédo entre vasculopatia, desregulacéo
imunoldgica e fibrose. (MEC = matriz extracelular; Th2 = Linfécitos T helper ativados do tipo 2; M2=
Macrofagos de perfil M2, ROS = espécies reativas de oxigénio; TGF-f = fator do crescimento beta;
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onde sdo responsaveis pela producdo de diversas citocinas/quimiocinas que

desempenham papéis importantes, incluindo alteragcbes nas funcdes das células

endoteliais e fibroblastos. J4, os autoanticorpos estdo presentes na ES e séo

importantes componentes da imunidade humoral, caracterizam as formas clinicas da

doenca e apresentam associacdes progndsticas.

Na imunidade celular, o linfécito T exerce um importante papel na

fisiopatologia da doenca por impactar no acumulo de MEC e nas vasculopatias

(Kumar; Connors; Farber, 2018). Varias subpopula¢des de linfocitos T helper (Th)

possuem diferentes perfis de respostas no organismo, em destaque, se tem os perfis
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Thl, Th2 e Th17. Acredita-se que as citocinas pro-inflamatorias Thl e Th17 participem
mediando um processo inflamatério em fases precoces da doenca, enquanto as Th2
promovem ativamente a resposta fibrética.

A subpopulacédo de linfécitos Thl, por exemplo, secreta altos niveis
de interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-2 (IL-2),
citocinas importantes na fisiopatologia da doenca (Gizinski; Fox, 2014). O IFN-y possui
papel regulador da producdo de quimiocinas, além de estar relacionado com
manifestagdes especificas da ES (Balanescu, 2015; Chizzolini et al., 2006; Dantas et
al., 2015). As células Th2 caracterizam-se pela producao de interleucinas (IL) como
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-21, onde as principais implicadas na ES séo IL-4 e IL-13, que
mais se relacionam com o processo de fibrose. A responséavel por ampliar a resposta
Th2 e suprimir as demais subpopulacfes, a IL-4 age favorecendo o0 processo de
fibrose (Gizinski; Fox, 2014), estimula a proliferacdo, quimiotaxia, sintese de colageno
e producdo de fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF). Em pacientes com ES foram identificados
niveis séricos elevados de IL-4, assim como aumento no numero de linfocitos T
produtores de IL-4 (Kanellakis et al., 2012; Huang et al., 2015). A IL-6 se mostrou em
niveis elevados em pacientes com ES, especialmente no fenétipo CD. Seu papel
envolve desde a diferenciacéo de células ThO (naive) em Th17 a promocéao da fibrose
por estimulacdo de fibroblastos (Geyer; Miiller-Ladner, 2010). E uma citocina
produzida por mondcitos, linfécitos T, fibroblastos e células endoteliais, com
propriedades pré-inflamatoria e pro-fibrotica. Atua estimulando a diferenciacdo de
miofibroblastos e sintese de colageno (BARNES et al., 2011). As células Th1l7, estédo
mais relacionadas com a promocéao da inflamacao. Estes linfécitos tém a IL-17 como
sua citocina de assinatura e, ainda, produz e secreta outras interleucinas como a IL-
21, IL-22 e IL-23 (Chizzolini; Boin, 2015). A IL-17 foi relacionada com a promocéo da
producéo de sinalizadores pro-inflamatérios (Brembilla; Chizzolini, 2012)

As Quimiocinas também estdo envolvidas no desenvolvimento da ES.
Além de sua funcdo como quimioatraentes de células T e células inflamatérias nos
tecidos, eles desempenham um papel na angiogénese e na regulacdo da fibrose.

Alguns estudos demonstraram expressao aumentada de CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8,
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no soro de pacientes com ES (Denton; Ong, 2013). A CCL2/MCP-1 €& um
quimioatraente de mondcitos predominante e ativador de células mononucleares,
promovendo a migracdo de células inflamatérias do sangue para os tecidos
envolvidos. Além de suas atividades quimioatraentes, esta quimiocina induz uma
diferenciacdo Th2 e estimula a sintese de proteinas da matriz extracelular em
fibroblastos ES. A CXCL8/IL-8 € um potente quimioatraente e ativador de neutrdfilos,
mas também induz fendtipo migratério de fibroblastos, promove quimiotaxia de
fibroblastos e estimula a angiogénese; alguns estudos relataram sua associa¢cdo com
doenca pulmonar (Furuse,et al. 2003) e hipertensao arterial pulmonar (Codullo et
al.2011). Outras quimiocinas, também presentes e implicadas na patogénese da
fiborose na ES: a proteina inflamatéria de macrofagos-la (MIP-1a) ou CCL3 onde
sugere-se que estimule a producao de TGF-B por macréfagos, promovendo assim a

expressdo de colageno tipos | e lll (Zhang et al. 2002). A MCP-3 ou CCL7, que
estimula producéo de colageno dependente de TGF-3 (Distler et al.2009). A proteina
induzida por IFN-y (IP-10) ou CXCL10 e a monocina induzida por IFN-y (MIG) ou

CXCL9 sao quimiocinas que apresentam funcdo quimioatrativa para linfocitos
produtores de IFN-y (linfécitos Thl) e propriedades antiangiogénicas (Rabquer et
al., 2011; Antonelli et al. ,2011).

A lesdo vascular e o dano endotelial sdo os primeiros eventos
patogénicos na ES em um individuo susceptivel (paciente que tiveram contato com
virus, solventes organicos, amianto, silica), onde as células endoteliais danificadas
liberam padrées moleculares associados a danos (DAMPS) que ativam e recrutam
células imunoldgicas. A vasculopatia é causada pelo desequilibrio entre substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras, e devido as alteracdes sofridas pelas células
responsaveis pela vascularizacao (Sticherling, 2012, Bukiri; Volkmann, 2022).

O mecanismo pelo qual ocorre o comprometimento vascular envolve
espécies reativas de oxigénio, moléculas de adesdo (ICAM-1 e E-selectina),
vasoconstritores (endotelina-1) e vasodilatadores (O6xido nitrico e prostaciclinas),
proteases - como a granzima A -, autoanticorpos e diversas células que os produzem.

Em conjunto, estas células e seus produtos provocam nos microvasos aumento dos
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espacos intercelulares, aumento de permeabilidade facilitando a diapedese, ativacao
da coagulacao e fatores fibrinoliticos, aumentando o risco a trombose, e edema no
espaco extracelular (Sticherling, 2012; Stern; Denton, 2015).

Devido as fungdes alteradas das células envolvidas, a dificuldade de
neovascularizagdo € um ponto importante a ser observado. Patologicamente, as
células vasculares endoteliais aumentam o nivel de expressdo de moléculas de
adesdo em sua superficie. como a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1),
proteina de adesao de célula vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, que facilitam a
migracao de células inflamatorias das paredes dos vasos para o interior dos tecidos
(Segura; Ferraz-Amaro, 2015; Sticherling, 2012). Elas também expressam outros
mediadores pro-inflamatérios e pro-fibroticos, como a endotelina-1 e o fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) (Allanore et al., 2015; Trojanowska, 2010).

A fibrose representa a via final comum na patogénese da ES, e é
responsavel por grande parte do progndstico atribuido & doenca. E caracterizada pela
substituicdo da arquitetura normal por tecido conjuntivo denso, composto por colageno
e outras proteinas da matriz extracelular. Ela é o resultado do acumulo progressivo de
proteinas da MEC, como colageno, elastina, glicosaminoglicano e fibronectina, além
de enzimas que impulsionam as producdes cruzadas do colageno, isso resulta em
cicatrizacdo permanente tendo um tecido rigido e estressado (Allanore et al., 2015;
Zimmermann; Pizzichini, 2013). A extensao da fibrose esta associada a mortalidade
pela ES, tudo isso se deve a uma interagdo complexa entre células do sistema imune,
citocinas, quimiocinas e moléculas de sinalizacao intracelular (Allanore et al., 2015;
Zimmermann; Pizzichini, 2013).

Em condi¢Bes normais, os fibroblastos sé@o células responsaveis pela
producdo e remodelacdo da MEC. Na ES, o fibroblasto permanece em estado
permanente de hiperatividade, com expresséo alterada de genes que determinam a
producédo abundante de MEC. A medula 6ssea é uma grande contribuidora para o
crescimento populacional de fibroblastos com liberagéo de células pluripotentes como
os fibrocitos. Os diferentes fatores pro-fibréticos envolvidos, como IL-4, IL-6, IL-8
CCL2/MCP-1, que sinergicamente se ocupam em promover o quadro inflamatério e

favorecem o depdsito de MEC no tecido conjuntivo. Os miofibroblastos sé&o
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fibroblastos ativos, € provavel que sejam derivados de pelo menos trés fontes:
fibroblastos locais, transdiferenciacao e outros tipos de células. Mediadores sollveis
circulantes e produzidos localmente regulam esse processo (Allanore et al., 2015;
Chizzolini et al., 2011; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

Os diferentes fatores pré-fibréticos implicados na patogénese da ES,
o fator de transformacdo do crescimento beta (TFG-B) € considerado o principal
regulador da fibrogénese fisiologica e da fibrose patoldgica. E produzido por
fibroblastos, células T, mondcitos e plaquetas, e exerce sua funcdo por meio da
ligacdo com o seu receptor (TGFBRII). Essa ligagdo promove a expressao de genes
como colageno tipo I, fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF) e outros
(Zimmermann; Pizzichini, 2013).). Outro importante mediador € o fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF), que participa do processo fisiologico de cicatrizacdo
de tecidos, promovendo a quimioatracdo de neutroéfilos e macrofagos e na quimiotaxia
e proliferacdo de fibroblastos. Também atua promovendo a sintese de colageno,
fibronectina e proteoglicanos, além de estimular a secrecéo de TGF-B, CCL2/MCP-1
e IL-6 (Trojanowska, 2010). O CTGF age como cofator, aumentando a resposta ao
TGF-B, promovendo a quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e estimulando a
sintese de colageno e fibronectina (Leask, 2010; Zimmermann; Pizzichini, 2013).

No que tange, a imunidade humoral, a alta atividade dos linfécitos B
provoca a producdo de autoanticorpos que interferem na regulacdo da atividade
inflamatoria. Ainda ndo se sabe como essas células progridem e regulam as
manifestacdes especificas da ES (Yoshizaki, 2018). A presenca de autoanticorpos
circulantes tem sido usada no diagnostico de individuos afetados pela ES. Sua
presenca é uma caracteristica central na ativacdo da imunidade em pacientes, mas
sua influéncia na patogénese nao esta esclarecida (Allanore et al., 2015; Yoshizaki,
2018). Vale salientar que a maioria dos anticorpos se ligam diretamente a antigenos
nucleares, sdo os anticorpos antinucleares (ANA). Os principais ANA associados com
a ES, que séo especificos ao diagndéstico, sdo anti-Scl70, anti-CENP, anti-RNAP | e
lIl e o antifibrilarina, e esses quatro diferentes autoanticorpos representam até 80%
dos ANA detectados na ES (Mehra et al., 2013).
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1.1.4 Manifestacdes Clinicas

A ES se apresenta clinicamente na forma difusa e na forma limitada.
As duas formas podem apresentar as mesmas manifestacbes, mas diferem em
relacdo a frequéncia ou a regido do corpo acometida. Primeiramente, o fendtipo
cutaneo limitado (CL) esta associado a evolucdo mais lenta, com problemas
pulmonares, presenca do anticorpo centrdmero e manifestagées denominadas como
CREST (calcinose, Fry, doenca esofagica, esclerodactilia — fibrose limitada aos
dedos e telangiectasias), representado na figura 2 (Zuo et al., 2017). Em pacientes
com a forma difusa (CD) também apresentam envolvimento vascular, como o FRy que
costuma preceder as outras manifestacdbes da doenca de meses a anos,
frequentemente associado a Ulceras digitais, a fibrose nesses pacientes € observada
na pele das regides do tronco e extremidades (Denton, Khanna,2017). Do ponto de
vista sistémico as manifestacdes clinicas da ES sé&o: Fry, fadiga, manifestacdes
muscoloesqueléticas (artralgia, artrite, rigidez matinal, fraqueza muscular,
osteoporose), manifestacbes cutaneas (espessamento cutaneo, hipo e
hiperpigmentacdo da pele, telangiectasias, calcinose, Ulceras isquémicas),
manifestacdes pulmonares (doenca intersticial, hipertenséo arterial pulmonar (HAP)),
acometimento do trato gastrintestinal (ma absorcao, disfuncado do esfincter interno do

anus), derrame pericardico, crise renal. (Bos et al, 2009).
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Figura 2 — Principais manifestagdes clinicas vistas em pacientes com ES.
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O FRYy é bastante comum nos pacientes com ES podendo ser um dos
primeiros sintomas, sendo possivel auxiliar no diagnostico precoce da doenca
(Flavahan et al., 2003). O FRy é resultado dos mecanismos vasoconstritores
desencadeados por baixas temperaturas e/ou estresse, sendo observado nas maos e
pés com aparéncia palida, seguida por cianose e eritema (Flavahan et al., 2003;
Allanore, et al., 2015; Denton; Khanna, 2017). Na CL, o Fry pode ser a Unica queixa
por longo periodo de tempo. Na CD, o Fry estd acompanhado de outros sinais da
doenca ou € um sinal isolado por curto periodo de tempo. (Bos et al.,2009).

A pele é o 6rgdo mais atingido pela ES. (Real et al., 2018). O
comprometimento da pele ocorre inicialmente nas maos e é caracterizado por uma
fase inicial edematosa, seguida por uma fase de espessamento cutaneo na doenca
bem estabelecida e pode tardiamente evoluir para a forma atréfica. (Guidolin;
Esmanhotto; Skare, 2005; Bos et al.,2009). O endurecimento da pele inicia nos dedos
(esclerodactilia) e pode causar intensa retracao e evolugéo para mao em garra. Ocorre

afilamento de nariz e labios e a boca torna-se reduzida (microstomia). Uma
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manifestacdo cutanea caracteristca da ES €& a associacdo de hiper e
hipopigmentacdo. Geralmente ocorre depositos andmalos de célcio (calcinose) em
regides periarticulares, como, ponta dos dedos, cotovelo e superficie extensora do
antebraco. Também €& comum o desenvolvimento de Ulceras isquémicas,
principalmente em regides periungueais e regiao maleolar, que tém cicatrizacao lenta
e podem evoluir para gangrena. (Bos et al.,2009). A partir disso, foi desenvolvido
escore de Rodnan que visa quantificar a extensao da fibrose na pele, na qual delimita
espessamento na pele em 17 areas a serem avaliadas, e em cada area € dado um
valor de 0 a 3, onde o “0” representa pele normal e “3” representa a pele tensa, bem
aderida (Flavahan et al.2003; Sampaio-Barros, 2013).

Um envolvimento muito comum nos portadores da ES é o
gastrointestinal, e geralmente € o primeiro sintoma que nao o fendbmeno de Raynaud.
Pode acometer todo o trato gastrointestinal, e mesmo na auséncia de sintomas, ha
alteracoes de mobilidade. Tanto a fibrose, com atrofia da musculatura lisa tém um
papel na dismotilidade gastrointestinal. Ndo ha predilecdo de acometimento para
pacientes com envolvimento de pele difuso ou limitado, mas interfere na qualidade de
vida do paciente (Savarino et al., 2014). Possui frequéncia maior que 80% dentre 0s
pacientes com ES, sendo evidenciado no surgimento dos sinais clinicos disfagia,
constipacao, diarreia, e refluxo gastroesofagico, causador da esofagite (Allanore et al.,
2015).

A fibrose pulmonar, desencadeia o comprometimento das funcdes
pulmonares em pacientes com ES, tem sido a maior preocupacao pelas equipes da
saude atualmente. Fibrose pulmonar ou doenca pulmonar intersticial (DPI) e
hipertensédo arterial pulmonar (HAP) sdo os principais acometimentos a nivel de
pulmdo e somam quase 50% das causas de morte dos pacientes (Allanore et al.,
2015). As complicacdes resultantes da DPI sdo mais comuns no subgrupo CD e
avaliadas através da tomografia computadorizada (TC) e do teste de funcao pulmonar
(Allanore et al., 2015; Denton; Khanna, 2017). Por outro lado, a HAP é resultante das
complicagcdes vasculares e mais comum em pacientes que expressam o fenétipo CL.
Cerca de 15% dos pacientes com ES apresentam HAP, resultante de fatores de risco

como maior duracao da doenca, presenca marcante de telangiactasia e presenca de
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autoanticorpos anti-centromero (Benfaremo et. al.,2022). Ambos acometimentos, DPI
e HAP, sdo grandes responsaveis pela perda da capacidade respiratoria e piora
significante da qualidade de vida, bem como a principal causa de mortalidade entre
os pacientes (Nikpour; Baron, 2014; Benfaremo et. al.,2022).

Na ES, os problemas renais, estdo associados a crise renal
esclerodérmica (CRE), e ja foi considerada a complicacdo 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 manifestacao passivel de tratamento, embora alguns pacientes tenham
resultados desfavoraveis e evoluam com necessidade de terapia substitutiva renal
(Stern; Denton, 2015).

O comprometimento cardiaco € observado em 5-20% dos casos e
ocorre mais na forma difusa. A principal manifestacdo é o derrame pericardico, que
estad associado ao risco de tamponamento cardiaco e a um mau prognostico. Os
principais sintomas séo dispneia progressiva e palpitacdes. (Bos et al.,2009; Sousa et
al., 2017).

O comprometimento musculo-esquelético faz-se presente entre o0s
pacientes com ES, causando artropatia ou miosite com uma notavel frequéncia. Nos
casos mais graves, ha perda progressiva da forca motora, diminuindo ainda mais a

gualidade de vida dos pacientes (Morrisroe; Nikpour; Proudman, 2015).

1.1.5 Diagnostico

O diagnodstico da ES € estabelecido a partir das manifestacdes
clinicas, associadas a alteracdes laboratoriais. Os critérios do American College of
Rheumatology (ACR) que séo 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. O diagndstico era fechado, quando se constatava
a presenca do critério maior: espessamento cutaneo simétrico proximal da pele

(proximal as metacarpofalangeanas); ou dois critérios menores: esclerodactilia,
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Ulceras digitais ou reabsorcao de falanges distais, e fibrose bilateral na base pulmonar
(MASI, 1980; Leroy et al., 1988; Sampaio-Barros et al., 2013). Foi reconhecido que os
critérios classificatorios do ACR de 1980 ndo sao sensiveis para diagndstico precoce
da doenca, particularmente para aqueles pacientes com a forma CL (Masi et al., 1980;
Walker et al., 2007).

Com proposito de desenvolver critérios mais sensiveis que
considerassem também a utilizacdo de diagnosticos mais modernos, em 2013, a
European League Against Rheumatism (EULAR) em conjunto com a ACR objetivaram
a melhor classificagéo dos pacientes otimizando a lista de critérios (Tabela 1). Isto foi
necessario devido a baixa sensibilidade para incluir pacientes com ES precoce e ES
cutaneo limitada (CL). A lista passou a compreender os trés bracos de manifestacdes
da doenca, vasculopatia, autoimunidade e fibrose; pacientes na fase precoce, bem
como 0s que apresentavam o fenotipo CL; ser viavel para o uso na pratica clinica e
estar de acordo com os critérios utilizados para diagnodstico da ES na pratica clinica.
Os critérios incluem: lesbes isquémicas nas pontas dos dedos (Ulceras ou
microcicatrizes), FRy e presenca de autoanticorpos especificos, puffy fingers ou
esclerodactilia, espessamento bilateral da pele dos dedos, telangiectasias,
capilaroscopia alterada, HAP ou DPI. O caso é classificado como ES se preencher 9

pontos ou mais (Van De Hoogen et al., 2013).
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Tabela 1 - Critérios de classificacdo para a esclerose sistémica.

CRITERIOS Maiores Menores
ACR Espessamento cutaneo Esclerodactilia;
proximal as MCF Microcicatrizes digitais ou

perda de substancia;

Fibrose pulmonar bibasal.
ACR/EULAR Espessamento cutédneo Puffy fingers ou

proximal as MCF Esclerodactilia;

Ulceras digitais ou

Microcicatrizes de polpa

digital;

Telangiectasias;

Capilaroscopia alterada;

HAP ou DPI;

FRy;

Autoanticorpos.

ACR= American College of Rheumatology; DPI= doenga pulmonar intersticial; EULAR=
European League Against Rheumatism; FRy= fendbmeno de Raynaud; HAP= hipertensdo

arterial pulmonar; MCF= metacarpofalangeanas.

1.1.6 Tratamento Farmacoldgico

O tratamento da ES € determinado pela extensédo e gravidade das
manifestacdes clinicas. Até 0 momento, a maioria das terapias disponiveis baseia-se
no alivio sintomatico, havendo poucas opcdes consideradas eficazes. A conduta
terapéutica ndo € padronizada na ES devido a baixa prevaléncia e curso clinico
variavel. O tratamento depende do quadro clinico e do acometimento visceral, assim
como se a doenca esta ativa e reversivel (vasoconstri¢cao e inflamacéo) ou irreversivel
(fibrose ou necrose) (Allanore et al., 2015; Pope et al., 2023).

O espectro de medicamentos geralmente utilizados por pacientes com
ES compreende os: imunossupressores, glicocorticoides (GC) e vasodilatadores
(antagonistas da endotelina, bloqueadores dos canais de célcio (BCC)), antagonistas
alfas adrenérgicos, inibidores da fosfodiesterase, inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA), e os blogueadores do receptor da angiotensina Il (BRA))
(Sampaio-Barros, 2013)

Os GC sao utilizados por pacientes em tratamento da sinovite, miosite
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e doenca pulmonar intersticial. Contudo, apesar da acado imunomoduladora dos GC,
um maior risco a crise renal esclerodérmica foi constatado (Pope et al., 2023). No
combate aos sintomas causados pelo FRy e as Ulceras digitais, sdo administrados aos
pacientes os antagonistas da endotelina, BCC ou inibidores da fosfodiesterase
(Sampaio-Barros, 2013; Pope et al.,, 2023). Os imunossupressores sdo drogas
bastante utilizadas em doencas inflamatorias crénicas e autoimunes, entretanto um
percentual significativo de pacientes ndo apresenta resposta, dificultando ainda mais
o tratamento (Manno; Boin, 2010; Pope et al., 2023). Em casos de hipertenséo arterial
causada pela crise renal, os pacientes fazem uso dos IECA, além dos BRA como
tratamento alternativo (Denton et al., 2009; Pope et al., 2023)

Estudos recentes avaliam o uso de anticorpos monoclonais para
terapias de alvos moleculares na ES. O tocilizumabe € um anticorpo monoclonal (anti-
receptor de IL-6) que apresentou beneficios na fibrose dérmica, Ulceras digitais e
alteracoes de capilares em pacientes com ES (Taniguchi et al., 2017; Pope et al.,
2023). Tendo como alvo as células B, o rituximabe (anti-CD20) promoveu diminui¢cédo
de miofibroblastos e das células B infiltradas na pele de pacientes com ES (Pope et
al., 2023), além disso existem outros relatos dos beneficios oferecidos pelo rituximabe
em pacientes com ES, como melhora da calcinose e de Ulceras digitais (Khor et al.,
2014). O fresolimumabe (anti-TGF-) também mostrou beneficios na ES (Rice et al.,
2015), embora efeitos adversos como sangramento e anemia tenham sido relatados
(Asano, 2017).

Por fim, estudos com o transplante autélogo de células tronco tém
apresentado resultados promissores, com reversao da fibrose cutanea, melhora da
funcdo pulmonar e da qualidade de vida. A estratégia consiste em promover uma
ablacdo do sistema imune disfuncional, com a erradicacdo de células B e T
autoagressivas e aumento de linfécitos T regulatérios, tentando reestabelecer uma
resposta imune normal (Van Laar; Varga, 2015). Neste cenario, fica evidente a
necessidade de estudos que visem a descoberta de novos farmacos a serem

utilizados no tratamento desta enfermidade

1.1.7 Anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES)
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Os anti-inflamatdrios nao esteréides (AINES), representa um vasto
grupo de farmacos que atuam principalmente no local de iniciagdo do estimulo
nociceptivo. O principal mecanismo de a¢do é a inibicdo da acdo das cicloxigenases,
(COXs), diminuindo a sintese de prostaglandinas (Lucas et al., 2018). Estes
compostos enddgenos estdo envolvidos em mecanismos de hemostase e em diversos
processos fisiopatolégicos. Conhecem-se atualmente trés tipos de COXs. COX1,
COX2 e COX1b. A maioria das células do organismo expressa a COX1, esta enzima
esta sobretudo relacionada com aspetos de homeostasia. A COX2 possui um papel
muito mais ativo em processos inflamatérios, sendo expressa principalmente por
macrofagos e fibroblastos. A COX1b tem maior expressao no sistema nervoso central.
A acdo dos AINEs é conseguida atraves da diminuicdo da resposta inflamatoria
(Conaghan, 2012; Theken, 2018) .

O Ibuprofeno, é um AINE que inibe a producéo de prostaglandinas por
ter maior seletividade pela COX2. Tem acao intimamente relacionada com a sua
capacidade de inibir a producdo de prostaglandinas (PGs), segundo um mecanismo
competitivo pelo local ativo da COX. Basicamente, o inicio da cascata se da quando
os fosfolipidios sofrem acdo da fosfolipase A2 dando origem ao acido araquidénico
(figura 3). O acido sofre oxidacdo sendo dividido em duas vias: a da ciclooxigenase
(COX) e a da lipooxigenase (LOX). Porém seu papel mais conhecido esta em sua
acao na via pro-inflamatoria, sendo responséavel devido a sintese de prostaglandinas
responsavel pelo processo inflamatério, que se da pela conversdo de acido
araquidénico através da COX-2 (induzida), em prostaglandinas, entre elas a PGE2
responsavel pelos processos de dor e febre. O bloqueio da COX-2 promovido pelo
ibuprofeno faz dele um potente farmaco anti-inflamatorio, e, portanto, muito utilizado
(Ha; Paek, 2021).



31

Figura 3 — Cascata do &cido araquiddnico.
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Fonte: Modificado de Hilério; Terreri; Len (2006)
PGD2= Prostaglandina D2; PGE2= prostaglandina E,; PGF2o= Prostaglandina F2a

Ja o paracetamol, que também é um AINE, é geralmente classificado
nesse grupo em razdo de sua capacidade de inibir a enzima COX1b;
preferencialmente no SNC. Se efeito se da pelo aumento dos niveis de canabinoides
enddégenos (Anandamida) no SNC por meio do sistema endocanabinoide que propicia
a inibicdo da recaptacdo dessa anandamida e sua subsequente acumulacdo no
organismo, resultando em um aumento das concentracdes desse endocanabindide,
potencializando seus efeitos fisioldgicos, corroborando para acéo. Isso acontece, pois
o paracetamol é metabolizado, principalmente no figado, a p-aminofenol. Esse, por
sua vez, sofre conjugacdao intracelular com o acido aracdénico pela acdo da amido
hidrolase do acido graxo (FAAH) no SNC, gerando N-acilfenolamina (AM404) (Ohashi;
Kohno,2020). O metabdlito ativo AM404 inibe o transportador celular pré-sinaptico de
anandamida e reduz sua degradacao intracelular, resultando em um aumento das
concentracfes desse endocanabindide, potencializando, dessa forma, seus efeitos
fisiolégicos (Ayoub, 2021).

Recapitulando a patogénese da ES, o processo de reparo envolve
duas fases distintas: uma fase inflamatoria regenerativa, em que o microambiente

tenta substituir as células lesadas, e uma fase fibrética, em que o tecido conjuntivo
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substitui o tecido parenquimatoso normal (Benfaremo et al.,2022). Nesse contexto, a
COX-2 esta em maior numero nos tecidos inflamados, concentrando um aumento de
citocinas, e por isso responsavel pela liberacéo de diversas substancias relacionadas
a inflamacéo. A inibicdo da COX-2 é capaz de reduzir as respostas inflamatérias
(edema e migracéo celular) indicando esta enzima como um potencial alvo para o
tratamento de patologias inflamatorias, no caso da ES. Portanto, a preferéncia pela
utilizacdo de farmacos inibindo a acao da COX-2, tem sido bastante abordada, pois
pode-se combater a inflamacdo (Ferrer et al.; 2019). Um estudo mostrou que a
proporcao de células em septos alveolares com imunomarcacgao positiva para COX-1
e COX-2 foi significativamente maior em tecido pulmonar com padréo histolégico de
fibrose do que em tecido pulmonar normal. A maior expressédo de COX-1 é esperada,
pois a COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células e tecidos, ao passo
gue a COX-2 é induzida por estimulos inflamatorios (Parra et al., 2013).

O hibrido IBPA, através dos mecanismos de acédo do ibuprofeno e
paracetamol, expostos anteriormente, apresenta potencial efeito farmacolégico
imunomodulador. Evidéncias mostram que 0s pacientes que usam uma combinacao
de AINEs demonstram uma melhor atividade anti-inflamatoria e analgésica em
comparacao com seus medicamentos originais (Abualhasan, et al., 2020). Além disso,
estudos apontam ainda, que a terapéutica combinada através dos compostos
hibridos, em que dois ou mais farmacos sdo administrados simultaneamente é mais
eficiente do que seria esperado pela adicdo da atividade de cada farmaco (Viegas-
Junior; Barreiro; Fraga,2007). A principal explicacdo para este fato prende-se com a
guestao da sinergia, onde a combinacéo de farmacos se torna mais eficiente.

A hibridacdo molecular € um conceito inovador de desenvolvimento
de novos farmacos para a producdo de compostos com caracteristicas superiores aos
compostos que lhes deram origem. E uma estratégia de design de farmacos em que
a molécula obtida retém algumas particularidades vantajosas dos farmacos originais
(Abualhasan, et al., 2020). A hibridacdo é comparavel a terapéutica combinada
tradicional, com a ressalva que as duas moléculas se encontram ligadas de forma
covalente numa Unica entidade molecular. Espera-se assim, que o hibrido IBPA possa

demostrar uma janela terapéutica com um maior indice de eficacia na ES (Viegas-



Junior; Barreiro; Fraga,2007; Mendonga Junior, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do hibrido IBPA em células de

pacientes com esclerose sistémica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a caracterizacéo clinica, demografica e terapéutica dos pacientes
com ES;

e Avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do IBPA na producéao de citocinas
envolvidas na patogénese da ES;

e Avaliar a atividade imunomoduladora ex vivo do IBPA na producdo de

guimiocinas envolvidas na patogénese da ES.
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3 METODOLOGIA

3.1 TipO DE ESTUDO
O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental
translacional ex vivo para avaliacdo do potencial imunomodulador do hibrido IBPA em

células de pacientes com esclerose sistémica.

3.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no periodo de Junho/2023 a Setembro/2023. A
etapa de selecao e avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada no ambulatério de
Reumatologia do HC-UFPE e os procedimentos experimentais foram realizados no
Laboratorio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) do
Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica (NUPIT-SG) da UFPE.

Abaixo ha a ilustracao do fluxograma do estudo de forma resumida (figura 3).

Figura 4- Desenho esquematico do delineamento do estudo

Recrutamento da populacdo de estudo: pacientes diagnosticados com ES
atendidos no HC-UFPE.

Coleta de dados clinicos: idade, sexo, tempo de doenca, manifestagbes clinicas.

Coleta de sangue e cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Dosagem de citocinas e quimiocinas: dosagem de IL-4, IL6, IL-8, CCL-2 no
sobrenadante das culturas de PBMC dos pacientes com ES

Andlises dos resultados.
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3.3 POPULACAO DE ESTUDO

3.3.1 Pacientes com Esclerose Sistémica

Foram incluidos no estudo 12 pacientes com esclerose sistémica
atendidos e acompanhados no Ambulatério de Pesquisa Clinica do Servigco de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco —
HC/UFPE, selecionados aleatoriamente de acordo com o atendimento do
Ambulatoério, atraves dos critérios de incluséo e excluséo.

Critérios de incluséo: idade entre 18 e 65 anos; aceitar voluntariamente
participar do estudo; ser diagnosticado com esclerose sistémica de acordo com 0s
critérios do American College of Rheumatology ou os critérios do American College of
Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR); estar em
acompanhamento no Ambulatorio de Reumatologia do HC/UFPE; assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Critérios de exclusdo: sindrome de sobreposicdo, gestantes, nao

consentimento em participar do estudo, impossibilidade de coleta

3.3.2 Coleta de dados clinicos

Apos esclarecimento sobre o estudo e seus objetivos, 0s pacientes com
ES que aceitarem participar da pesquisa assinaram o TCLE (Apéndice A). Os dados
clinicos dos pacientes foram coletados em seus respectivos prontuarios no
ambulatorio de pesquisa clinica do Servico de Reumatologia do HC/UFPE, como no
local da pesquisa, através de uma ficha clinica (Apéndice B) elaborada conforme

protocolos utilizados pelo ambulatério de Reumatologia do HC/UFPE.
3.4 ENSAIOS EX VIVO
3.4.1 Compostos sintéticos

O hibrido IBPA (4-acetamidophenyl-2-(4-isobutylphenyl)-propanoate) foi

sintetizado a partir do ibuprofeno e paracetamol no Laboratério de Sintese e
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Vetorizagdo de Moléculas da Universidade Estadual da Paraiba e cedido para
realizacéo dos experimentos. A avaliacdo da citotoxicidade do composto foi realizada
previamente e a concentracao utilizada no presente estudo ndo demonstrou efeito
citotéxico em PBMC.

O ibuprofeno e paracetamol isoladamente foram testados para
comparacao dos efeitos imunomoduladores em concentracfes que néo apresentaram
citotoxicidade em PBMC.

3.4.2 Coleta de sangue e cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

Foram recrutados 12 pacientes com ES atendidos no ambulatério de
Esclerose Sistémica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco para coleta de sangue em tubos contendo o anticoagulante heparina (18
mL) e para realizacao da cultura de células do sangue periférico (PBMCSs). As coletas
foram feitas por profissionais competentes e devidamente treinados para reduzir os
riscos para os 12 participantes da pesquisa. Todas as coletas foram realizadas com
autorizacao prévia dos participantes e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

As PBMCs foram isoladas a partir do sangue por centrifugacao com Ficoll
Paque TM Plus (GE HealthcareBio-Sciences). As células isoladas foram cultivadas
em placas de 24 pocos (106 células/1000 pL) em meio RPMI 1640, suplementado
com 10% de Soro Bovino Fetal em estufa de CO2 de 5% a 37°C e, posteriormente,
as células foram estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 e tratadas ou ndo com IBPA
(50uM), lbuprofeno (28,8uM), Paracetamol (21,2 uM) e lbuprofeno com Paracetamol
em mistura fisica (28,8uM e 21,2uM). ApGs 48 horas, as placas foram centrifugadas
para coleta dos sobrenadantes que foram armazenados a -80°C para posterior

dosagem de citocinas e quimiocinas.

3.4.3 Dosagem de Citocinas/Quimiocinas
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O ELISA do tipo sanduiche foi utillizado para dosagem das
citocinas/quimiocinas IL-6, IL-4, CCL-2, IL-8 (Tabela 1) no sobrenadante das culturas
de células, seguindo as instru¢cdes 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 deteccéao.

Tabela 2. Citocinas avaliadas pela técnica ELISA, fabricantes e limites de detecc¢éo.

CITOCINA/ FABRICANTE LIMITES DE DETECCAO
QUIMIOCINA
(pg/ml)
IL-6 BD Biosciences 4,69 — 600
IL-4 BD Biosciences 3,90 - 500
CCL-2 BD Biosciences 3,90 - 500
IL-8 BD Biosciences 1,56 — 200

3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

As anadlises dos dados foram realizadas no software GraphPad Prism,
versao 8.0 (San Diego, CA) e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

teste Wilcoxon’s signed rank. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

3.6 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) (CAAE:
58725722.8.0000.5208) (Anexo A) de acordo com a Resolug&o n° 196/96 do Conselho

Nacional de Saude. Todos os individuos participantes do estudo deverdo assinar o
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pacientes com esclerose
sistémica (Apéndice A), conforme exigéncia da referida resolucéo.
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINAGCAO DO PERFIL CLINICO DOS PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA

Foram avaliados 12 pacientes com ES do ambulatério do HC-UFPE, todos
do sexo feminino. Na caracterizagdo clinica dos pacientes, foram avaliados
comprometimento de Orgaos-alvo (presenca de Ulceras digitais, dismotilidade
esofagiana, fibrose pulmonar, hipertensao arterial pulmonar). Na tabela 2 seguem as

informagdes clinicas dos pacientes selecionados

Tabela 3. Caracteristicas clinicas de pacientes com Esclerose Sistémica do estudo (n=12).

CARACTERISTICAS TOTAL CUTANEA CUTANEA
(n=12) DIFUSA LIMITADA
(n=7) (n=5)
Idade (anos)
média £ DP 56.6 +11.5 49.71 + 8.92 56 + 14.03
(min-max) (38 -73) (38 —62) (39-73)
Sexo feminino
N (%) 12 (100) 7 (100) 5 (100)
Duracédo da doenca
(meses)
Média + DP (min-max) 162 +114.4 176 + 126 148 +111.5
(48 — 336) (60 — 336) (48 — 300)
Manifestagdes clinicas
N(%)
Fendbmeno de Raynaud 12 (100) 7 (100) 5(100)
Comprometimento esofageano 12 (100) 7 (100) 5 (100)
Pele 12 (100) 7 (100) 5 (100)
Doenca Pulmonar 6 (50) 4 (57.1) 2 (40)
Intersticial
Telangiectasias 5(41.6) 1(14.2) 4 (80)
Miopatia 3 (25) 0 3(60)
Calcinose 3(25) 2 (28.5) 1 (20)
HAP 2 (16.6) 1(14.2) 1 (20)
Artrite 2 (16.6) 2 (28.5) 0
Escore de Rodnan
Mediana (min-max) 14.5 (3 -29) 15.71 (3 - 26) 12.8 (3-29)
Autoanticorpos N(%)
Anti-Scl70 positivo 3/12 (25) 2/7 (28.5) 1/5 (20)

Tratamentos N(%)
IBP 9 (75) 6 (85.7) 3 (60)
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Procinético 7 (58.3) 5(71.4) 2 (40)
BCC 7 (58.3) 3 (42.8) 4 (80)
Colecalciferol 5 (41.6) 2 (28.5) 3 (60)
Micofenolato 4 (33.3) 1(14.2) 3 (60)
AAS 4 (33.3) 1(14.2) 3 (60)
IECA 3 (25) 2 (28.5) 1 (20)

BRA 3 (25) 1(14.2) 2 (40)
Metrotexato 3 (25) 2 (28.5) 1 (20)
Corticoide 3 (25) 1(14.2) 2 (40)

Fonte: Dados da Pesquisa
DP: desvio-padrdo; HAP: hipertensdo arterial pulmonar; IBP: inibidor da bomba de proténs;
BCC:bloqueadores dos canais de calcio; AAS: acido acetilsalicilico; IECA:inibidores da enzima de
conversdo de angiotensina; BRA: bloqueador do receptor de angiotensina

4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DO IBPA EM CULTURA DE PBMC DE
PACIENTES COM ES

Para testar o efeito imunomodulador do tratamento com o hibrido IBPA
(50uM) sobre a secrecdo de citocinas em PBMCs de pacientes com ES foram
avaliados os sobrenadantes das culturas de 12 pacientes e analisadas as seguintes

citocinas/quimiocinas: IL-6, IL-4, CCL-2 e IL-8.

Para IL-6, foi observado que o grupo estimulado com anti-CD3/CD28 teve
secrecdo aumentada da citocina quando comparado ao grupo que nao recebeu
estimulo (células) (**p=0,0098). Em seguida, avaliou-se o tratamento com o IBPA
(50uM), que reduziu significativamente os niveis da IL-6 [MédiatDP] [20740 + 18625
pg/mL] em comparacdo com as condi¢cdes estimuladas com anti-CD3/CD28 [49133 +
322779 pg/mL; ***p=0,005]

No entanto, as condi¢cGes tratadas com lbuprofeno (28,8uM) [45847 *
32287pg/mL; p=0,2783], Paracetamol (21,2 uM) [543665 + 30529pg/mL; p>0,9999] e
Ibuprofeno com Paracetamol e mistura fisica (28,8uM e 21,2uM) [44454 =
25540pg/mL; p=0,0771], ndo alterou significativamente a secrecdo de IL-6 em

comparagao com a condicéo estimulada com anti-CD3/CD28,

Adicionalmente, em comparacdo com a condigéo tratada com Ibuprofeno
(28,8uM) (***p=0,005), Paracetamol (21,2 uM) (**p=0,0034) e a mistura fisica de
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Ibuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) (***p=0,005), a condigdo com o IBPA
apresentaram redugao na secregao da IL-6 (figura4).

Figura 5: — Avaliagdo da atividade imunomoduladora em culturas de PBMC de pacientes com ES
(Niveis de IL6). NS= N&o Significativo
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Quanto a IL-4, foi observado que o grupo estimulado com anti-CD3/CD28
ndo teve diferenca estatistica quando comparado ao grupo que recebeu apenas
células (p=0,0625). Posteriormente avaliou-se o tratamento com o hibrido IBPA
(50uM) [MédiatDP] [15,45 + 16,95 pg/mL] ndo foi observada alteracdo significativa
nos niveis de IL-4 em comparacdo com as condicfes apenas estimuladas anti-
CD3/CD28 [20,70 £ 25,94 pg/mL; p=0,3750], tratadas com Ibuprofeno (28,8uM) [25,36
+ 31,10 pg/mL; p=0,1484], Paracetamol (21,2 uM) [21,9 * 28,45 pg/mL; p=0,3750] e
mistura fisica de Ibuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) [23,63 + 29,02
pg/mL; p=0,1953] (figura 5).

Figura 6: — Avaliacdo da atividade imunomoduladora em culturas de PBMC de pacientes com ES
(Niveis de IL4) . NS= N&o Significativo.
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E possivel observar na figura 6, que o tratamento com o hibrido IBPA
(50uM) [MédiaxDP] [40,5 + 39,25 pg/mL] reduziu significativamente os niveis da CCL-
2 em comparacao com as condi¢cbes apenas estimuladas anti-CD3/CD28 [69,01 +
35,82 pg/mL; ***p=0,005].

Para as condi¢cbes tratadas com Ibuprofeno (28,8uM) [66,04 + 45,47
pg/mL ; p=0,6221], Paracetamol (21,2 uM) [68,66 = 49,14 pg/mL; p=0,7334] e mistura
fisica Ibuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) [66,11 * 36,45pg/mL;
p=0,8501], ndo alterou significativamente a secrecdo de CCL-2 em comparacao com

a condicao estimulada com anti-CD3/CD28.

No entanto, em comparacdo com a condi¢do tratada com lbuprofeno
(28,8uM) (**p=0,0024), Paracetamol (21,2 uM) ( ***p=0,0010) e mistura fisica de
Ibuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) (*p=0,161) a condicdo com o IBPA

apresentaram reducéo na secrecao da CCL-2 .

Foi observado, ainda, que o grupo estimulado com anti-CD3/CD28 né&o
teve diferenca estatistica quando comparado ao grupo que recebeu apenas células

(p=0,4648), embora se observe uma tendéncia.
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Figura 7: — Avaliagdo da atividade imunomoduladora em culturas de PBMC de pacientes com ES
(Niveis de CCL-2) . NS= N&o Significativo.
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Para IL-8, foi observado que o grupo estimulado com anti-CD3/CD28 foi
significativamente maior quando comparado ao grupo que recebeu apenas células
(***p=0,005) (figura 7). O tratamento com o hibrido IBPA (50uM) [MédiatzDP] [1293 *



46

202,7 ng/mL] reduziu significativamente os niveis da IL-8 em comparagdo com a
condicao estimulada com CD3/CD28 [1476 = 146,0 ng/mL; **p=0,0093]. Por sua vez,
foi evidenciado que as condi¢cOes tratadas com Ibuprofeno (28,8uM) [1472 + 158,3
ng/mL; p=0,9097], Paracetamol (21,2 uM) [1487 + 156,3 ng/mL; p=0,6772] e mistura
fisica de lbuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) [1468 + 191,4 ng/mL;
p=0,4238], ndo teve diferenca estatistica em comparacdo com o grupo estimulado
com anti-CD3/CD28.

Seguidamente, constatou-se que quando comparadas com as condi¢cdes
tratadas com Ibuprofeno (28,8uM) ( ***p=0,0010), Paracetamol (21,2 uM) (***p=0,005]
e mistura fisica de lbuprofeno com Paracetamol (28,8uM e 21,2uM) (**p=0,0049), a

condicao tratadas com o IBPA apresentaram reducéo na secrecao da IL-8.



Figura 8: — Avaliagdo da atividade imunomoduladora em culturas de PBMC de pacientes com ES
(Niveis de IL8). NS= N&o Significativo
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos o efeito imunomodulador do hibrido IBPA
em cultivos de PBMC de pacientes com esclerose sistémica. Observou-se que o IBPA
reduziu significativamente a secrecéo de IL-6, CCL-2 e IL-8. Os efeitos observados
nas condigdes de cultura estimuladas com anti-CD3/CD28 tratadas com o IBPA n&o
foram identificados nas condicbes de cultura estimuladas com anti-CD3/CD28
tratadas com o ibuprofeno, paracetamol e a mistura fisica de ibuprofeno com
paracetamol, demonstrando que a hibridizacdo dos dois farmacos promoveu melhora
significativa na atividade do novo composto em comparacdo aos farmacos
isoladamente e misturados fisicamente. O IBPA apresentou resposta em todas as
citocinas (50uM), com excecdo da IL-4, onde nenhum efeito foi observado.

Os AINESs séo a classe de medicamentos mais prescritos e vendidos no
mundo. Comumente, eles sdo utilizados no tratamento de dor aguda, moderada e
cronica decorrente do processo inflamatério (Melo et al., 2019). Além disso, possuem
acao anti-inflamatoria e analgésica, devido ao bloqueio das enzimas ciclooxigenases
(COX), que sao responsaveis pela conversdo do acido araquidénico em
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, mediadores do processo inflamatério,
impedindo que o0 mesmo aconteca (Silva et al., 2019).

O hibrido IBPA foi sintetizado a partir da combinacdo do ibuprofeno e
paracetamol e apresentou efeito farmacolégico imunomodulador, através da reducéo
da secrecao de importantes mediadores relacionados com inflamacao e fibrose na
patogénese da ES (Abualhasan, et al 2020; Gonzéalez-Trujano et al., 2018). A
hibridizacdo molecular é uma estratégia da quimica medicinal que visa combinar duas
moléculas para formar um novo composto quimico, com o objetivo de modular
diferentes alvos e fornecer estratégias terapéuticas eficientes para o tratamento de
doencas complexas. Os nossos resultados evidenciaram que a estratégia utilizada
para a sintese do IBPA foi bem sucedida, uma vez que o composto apresentou
atividade significativamente superior com relacdo aos farmacos isoladamente e a
mistura fisica dos dois farmacos (Pedrosa et al., 2017; Ivasiv et al. 2019).

O IBPA reduziu significativamente a secrecdo da citocina IL-6, em
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comparagao com a condi¢ao estimulada com anti-CD3/CD28, em PBMC de pacientes
com ES. O tratamento individual do Ibuprofeno e Paracetamol e até em mistura fisica
nao promoveu alteragdo significativa na secregao da citocina em PBMC de pacientes
com ES. IL-6 encontra-se elevada no soro de pacientes com ES e tem sido associada
ao envolvimento de multiplos 6rgdos, incluindo a pele (Benfaremo et al.; 2022;
Rosendahl, 2022), além de ter sido associada com presenca de fibrose pulmonar
(Bukiri; Volkmann et al, 2022), e aumento de mortalidade. Estes estudos demonstram
gue a IL-6 esta envolvida na patogénese da ES, e pode contribuir para a progressao
da fibrose e severidade da doenca. Dessa forma, tendo em vista o papel crucial da IL-
6 no desenvolvimento e evolugdo da ES, essa citocina € um importante alvo
terapéutico para a doencga. O Tocilizumabe & um anticorpo monoclonal humanizado
gue inibe aligacdo da IL-6 ao seu receptor de membrana (mIL-6R) e blogueia 0s seus
efeitos pro-inflamatorios e pro-fibroticos, e que tem demonstrado beneficios na fibrose
cutanea e pulmonar em ensaios clinicos (Khanna, et al. 2016).

Foi observada significativa reducdo dos niveis de CCL2/MCP-1, e
CXCL8/IL-8 em PBMC de pacientes com ES tratadas com o hibrido IBPA. Como
discutido anteriormente, essas quimiocinas tém sido implicadas na fisiopatologia da
doenca e sua reducao poderia se traduzir em beneficio clinico (Brembilla et al., 2012).
CCL2/MCP-1 e CXCLS8/IL-8 representam potenciais alvos terapéuticos na ES tendo
em vista suas acles pro-inflamatérias e pré-fibréticas. Nos dltimos anos, o bloqueio
da sinalizacédo de quimiocinas ganhou interesse crescente como uma potencial nova
estratégia terapéutica. CCL2/MCP-1 é um quimioatraente de mondcitos predominante
e ativador de células mononucleares, promovendo a migracdo de células inflamatérias
do sangue para os tecidos envolvidos. Além de seus efeitos pro-fibréticos, como
estimulo a secrecéo de IL-4 por linfocitos T e, indiretamente, pois induz a proliferacéo
de fibroblastos, a diferenciacdo de miofibroblastos e estimula a
biossintese de colageno (Galluccio et al., 2011.) Embora os resultados com o
tratamento com anticorpo monoclonal humano anti-MCP-1 e antagonista de CCR2 na
artrite reumatdide em ensaios clinicos ndo tenham sido encorajadores (Haringman et
al.;2006; Vergunst et al. 2008), essas moléculas ndo foram avaliadas em pacientes

com ES. Além disso, a descoberta de novas moléculas capazes de modular a



50

producéo de CCL2/MCP-1 que pode representar papel promissor na terapéutica da
ES, tendo em vista a atuacao destes mediadores na patogénese da doenca.

Estudos também tém sugerido um papel das citocinas da via Th17, como
IL-17A e F, na patogénese da fibrose na ES. A IL-17A tem sido implicada na ativagéao
de fibroblastos, estimulando-os a secretar citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e
CXCLS8/IL-8, além de aumentar a expressao de ICAM-1 e estimular a secrecao de IL-
6 por células endoteliais. Nessa perspectiva, existem muitos tipos de anticorpos que
bloqueiam uma ampla gama de areas na via da IL-17 em uso clinico. Dentre eles, se
tem o Secukinumab, aprovado em 2015 (Kurschus; Moos, 2017), que antagoniza a IL-
17A. Secuquinumabe e Ixequizumabe inibem tanto IL-17A e IL-17A/F e podem ser
usados no tratamento de doengas autoimunes. Sendo assim, os resultados positivos
emergentes de ensaios clinicos recentes direcionados as principais vias imunitarias
da IL-17 sé&o testemunhos do papel fundamental da autoimunidade na patogénese da
ES e expressa beneficio terapéutico (Wei; Abraham;Ong,2022; Aung; Hamaguchi;
Matsushita, 2023) .

Entretanto, foi demonstrado que o hibrido IBPA nédo reduziu os niveis de
IL-4 no sobrenadante de PBMC de pacientes com ES. E importante ressaltar que o
reduzido nimero de amostras para analise estatistica com essas citocinas pode estar
influenciando o resultado, uma vez que a variacdo interindividual pode ser significativa
e 0 poder estatistico ser limitado. Para uma melhor compreenséo do possivel papel
imunomodulador do IBPA é necessario nimero maior de amostras de pacientes com
ES. Uma vez que a IL-4 estimula a proliferacdo, quimiotaxia, sintese de colageno e
producédo de TGF-B e CTGF em fibroblastos normais (Chizzolini et al., 2011; Baraut
et al., 2012; Gizinski; Fox, 2014). Em pacientes com ES foram identificados niveis
séricos elevados de IL-4, assim como aumento no namero de linfécitos T produtores
de IL-4 ( Denton; Khanna, 2017; Benfaremo et al., 2022).

Assim, estes resultados em conjunto evidenciam o potencial
imunomodulador do IBPA para a ES, além de demonstrarem a eficacia da hibridizacéo
do ibuprofeno e paracetamol. Cabe ressaltar que o estudo apresenta algumas
limitagcbes, como o pequeno numero de pacientes com ES incluidos e o0 baixo numero

de citocinas avaliadas. Destarte, estudos futuros precisam ser realizados a fim de
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reduzir as limitagcbes apresentadas e de explorar de maneira ampla os efeitos
imunomoduladores do IBPA na ES.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel verificar que o tratamento com o
hibrido IBPA em PBMC de pacientes com ES promoveu reducdo significativa nos
niveis de IL-6, IL-8 e CCL2, evidenciando importante atividade imunomoduladora e
sugerindo seu potencial terapéutico na doenga. N&o foram observados efeitos do

tratamento do hibrido IBPA na secrecéo da citocina IL-4.
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7 PERSPECTIVAS

Aumentar o grupo de pacientes para uma melhor analise dos efeitos
imunomoduladores do IBPA,

Avaliar a atividade antifibrética do hibrido IBPA em pacientes com ES em
comparagdo com o ibuprofeno e paracetamol isoladamente e misturado
fisicamente;

Avaliar a atividade imunomoduladora do hibrido IBPA na producéo de outras
citocinas/quimiocinas em PBMC de pacientes com ES;
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA

PORTADORES DA ESCLEROSE SISTEMICA
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®

UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
. CENTRO DE BIOCIENCIAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA - SUELY GALDINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa INVESTIGACAO DOS EFEITOS
IMUNOMODULADOR E ANTIFIBROTICO DA DEXAMETASONA EM CELULAS DE PACIENTES COM
ESCLEROSE SISTEMICA E EM MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA, que estd sob a responsabilidade da
pesquisadora Maria Eduarda de Oliveira Gongalves, residente no endereco Rua Itajai, nimero 251-A, Capibaribe (Sao Jodo ¢ Sao
Paulo). Sdo Lourengo da Mata - PE, CEP 54.705-620, Telefone: (81) 98239-1589, e-mail: eduarda.oliveiragoncalves@ufpe.br.
Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dr. Anderson Rodrigues de Almeida, e-mail: anderson.ralmeida@ufpe.br,
Me. Eudes Gustavo Constantino Cunha, e-mail: eudes.gustavo@ufpebr, Jodo Victor de Melo Gomes, e-mail:
joao.melogomes@ufpe.br, Profa. Dra. Andréa Tavares Dantas, e-mail: andreatdantas@gmail.com, Profa. Dra. Angela Luzia
Branco Pinto Duarte, e-mail: angelabduarte@hotmail.com, Prof. Dr. Moacyr Jesus Barmreto de Melo Régo, e-mail:
moacyr.rego@gmail.com, Profa. Dra. Michelly Cristiny Pereira, e-mail: michelly pereira@ufpe.br. Estd sob a orientacdo da
Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta, Telefone: (81) 99671-7788, e-mail: maira.pitta@ufpe.br.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsdvel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma via lhe sera entregue ¢ a outra ficard com a pesquisadora responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir &
um direito seu, bem como serd possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.
Esta solicitagdo devera ser realizada por escrito e assinada.

INFORMA COES SOBRE A PESQUISA:

> A esclerose sistémica ¢ uma doenca que afeta principalmente a pele, podendo comprometer também outros érgaos,
como pulmao, coracdo e estémago. Com o passar do tempo, os portadores de esclerose sistémica podem
desenvolver incapacidade para realizagdo de suas atividades tanto de vida diaria como profissional. Apesar de rara,
a esclerose sistémica ¢ uma doenca grave e ainda sem cura. Por esta razdo, nosso objetivo é estudar a agdo de
farmacos em células do sangue e da pele (em caso de biopsia que consiste na retirada de um fragmento da pele) de
pacientes ¢ individuos saudaveis no portadores desta doenca;

» Nesta pesquisa serdo realizados experimentos com as células presentes no seu sangue que é coletado da sua veia como
uma coleta de sangue para exames laboratoriais no dia da consulta médica, sem a necessidade de deslocamento em dia
adicional. A coleta de sangue é feita no brago e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (18 mL). O
material coletado serad processado para isolamento de células para pesquisa e separacio do soro, que serd armazenado
adequadamente em freezers -80°C e podera ser utilizado em pesquisas futuras, com prévia autorizagdo do Comité de
Etica em Pesquisa, e/ou da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. As amostras de pele serdo obtidas a partir de
bidpsias com “punch” de Smm para retirada do fragmento de pele no antebrago. As bidpsias serdo realizadas por um
médico dermatologista.

>  As coletas serdo feitas por profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.

»  Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue e bidpsia de pele, que pode ser desconfortavel e o brago pode ficar
um pouco dolerido e apresentar hematoma que € umna érea arroxeada no local da coleta ou bidpsia. Em caso de danos ocasionados
por quaisquer procedimentos envolvendo a pesquisa o paciente terd direito a assisténcia integral e gratuita.

» Com relagdo aos beneficios, vocé sera submetido a uma avaliagdo clinica e, caso seja defectada alguma alteragdo sugestiva de doenca
autoimune, serd encaminhado para um acompanhamento adequado, além de contribui de maneira geral para a melhor compreensao
do mecanismo da doenga, favorecendo aos demais pacientes e guiando as equipes de saide para maior sucesso no tratamento da
doenga.

> O paciente participante da pesquisa ¢ 0 médico que o acompanha possui total acesso aos seus dados, bem como
resultados de exames, os quais ficardo armazenados sob total sigilo ¢ confidencialidade.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacdes
cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre
a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (dados clinicos) ficardo armazenados em pastas de arquivos, sob a
responsabilidade da pesquisadora Maria Eduarda de Oliveira Gongalves, no Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica — Suely
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Galdino, na Universidade Federal de Pernambuco, endereco: Av. Jorn. Anibal Fernandes - Cidade Universitaria, Recife - PE, por
um periodo minimo de 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas fica também
garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial
ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentacéo).

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

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF s
abaixo assinado, apés a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido
as minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo INVESTIGACAO DOS EFEITOS
IMUNOMODULADOR E ANTIFIBROTICO DA DEXAMETASONA EM CELULAS DE PACIENTES COM
ESCLEROSE SISTEMICA E EM MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA, como voluntirio (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Impressdao
Local e data digital

. . (opcional)
Assinatura do participante:

Eu sei que posso concordar ou nao com o armazenamento de minhas amostras biolégicas para pesquisas
futuras, sem que minha decisiio interfira com meu tratamento. Assim sendo, minha decisio é:

() Sim, eu concordo com o armazenamento proposto.

() Nao, eundo concordo com o armazenamento proposto.

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

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B

FICHA CLINICA PARA COLETA DE DADOS

FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

IDENTIFICACAO
Nimero Data de preenchimento Sexo
da Ficha |:| |:| |:| |:| |:| / / 1. Masculino |:|
2. Feminino
Registro hospital Telefone
Nome do paciente
Idade (anos) Data de Nascimento:
L] —
. . " Tempo FRy (meses): Forma Clinica
Inicio doF de Ray /. /. 1. Cuténea Limitada |:|
Inicio do sintoma n&o-FRy:, / / Tempo néo-FRy (meses): z C_"té"% Difusa
3. Sine Escleroderma
Data do di Gstico: /. /. i sstico (I 1. 4. Overlap (EXCLUIR)
Tempo 5. Localizada (EXCLUIR)
CLASSIFICACAO
(paciente precisa preencher um dos 3 critérios)
ACR, 1980

CRITERIOS MAIORES

( ) Espessamento cutdneo proximal as MCF ou MTF

CRITERIOS MENORES
( ) Esclerodactilia

() Fibrose pulmonar hibasal

() Cicatrizes digitais ou perda da gordura subcutdnea dos dedos

1 maior OU 2 menores

ESCLEROSE SISTEMICA PRECOCE

( ) Fendmeno de Raynaudobijetivo +
() Capilaroscopia anormal

ou

( ) Autoanticorpos especificos

() Fendmeno de Raynaudsubjetivo +
() Capilaroscopia anormal

E

() Autoanticorpos especificos

CRITERIOS EULAR

( ) Espessamento da pele dos dedos 09
proximal as MCF
( ) Espessamento da pele dos dedos | { ) Puffyfingers 02
() Esclerodactilia (distal as MCF mas proximal as IFPs) 04
() Lesdo de polpa digital () Ulceras digitais 02
() Pittingscars 03
( ) Telangiectasia 02
( ) Capilaroscopia alterada 02
( )HAPouDPI ( )HAP 02
( ) Doenga pulmonar intersticial 02
( ) Fendmeno de Raynaud 03
( ) Autoanticorpos ( ) Anticentrémero 03
() Anti-SCl70
( ) Anti-RNA polimerase IIl
TOTAL

Esclerose Sistémicasez 9

AUTOANTICORPOS
1. Positivo 2. Negativo 3. Nao realizado

FAN

[]

Titulo:
Padréo:

Anti-Scl70

[:l Anti-centrémero |:|

Anti-RNA polimerase Il |:|
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MANIFESTACOES CLINICAS (consultar definicges)

Pele Fendmeno de Raynaud
L sim D 1 Sm D
2. Ndo 2. Ndo
Ulceras digitais (prévias ou atuais) Doenca pulmonar intersticial
1. Sim D 1. Sim |:|
2. Ndo 2. Ndo
Hipertens&o arterial pulmonar Artrite (prévia ou atual)
L sim D L sm D
2. Ndo 2. Ndo
Miopatia Comprometimento esofageano
L Sim D L Sim D
2. Nao 2. Nido
Crise renal Telangiectasias
1. Sim D 1. Sim I:I
2. Ndo 2. Ndo
Calcinose Rodnan:
" ] 1]
2. Ndo
HAQ: SHAQ:
MEDICACOES (uso atual)
1.Sim 2. N&o 3. Ndo sabe informar
BCC IECA BRA AAS
( ) Nifedipina { ) Captopril { ) Losartan
( )Anlodipina ( )Enalapril ( ) valsartan
( ) Diltiazem
( ) Vverapamil
Pentoxifilina I:l Sildenafil I:l Bosentana I:l Cilostazol |:|
Metotrexato D Azatioprina |:| Micofenolato |:| Ciclofosfamida VO
Ciclofosfamida EV IBP Procinético Corticoide
( ) Omeprazol ( ) Bromoprida ( ) Prednisona
() Pantoprazol ( ) Domperidona ( )Prednisclona
)
AINE |:| Rituximabe |:| Leflunomida |:| Colecalciferol D
Outros
DlRElTO ESOUERDO ESCORE DE RODNAN:
0 1 12 13 |0 ]1 ]2 |3
Dedos
Dorso das maos
Antebrago
Braco
Face
Térax anterior
Abdome
Coxa
Perna
Dorso dos pés




FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

HAQ — Health Assessment Questionnaire

Sem Pouca Muita Néo
Atividade dificuldade | dificuldade | dificuldade | consegue
1] 1 2 3

Maior
valor

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

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

5. Cortar pedagos de carne

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

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos
9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo apds o banho
11. Tomar banho de chuveiro

12. Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitario

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

14. Curvar-se para pegar roupas no chdo

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

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

17. Abrir e fechar torneiras

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

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

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)

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

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

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

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

Na semana passada, quanto os seus problemas com os pulmdes interferiram nas suas atividades?
Nenhumador 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema

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

Nenhumagravidade 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gravidade extrema
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGAGAO DOS EFEITOS IMUNOMODULADOR E ANTIFIBROTICO DA
DEXAMETASONA EM CELULAS DE PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA E
EM MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA

Pesquisador: MARIA EDUARDA DE OLIVEIRA GONCALVES

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 58725722.8.0000.5208

Instituicao Proponente: Centro de Biosciéncias

Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.314.837

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma solicitacdo de emenda. A pesquisadora apresenta a seguinte justificativa: "Em estudo
anterior realizado pelo grupo, foi verificado propriedades imunomoduladoras

e antifibrética do IBPA em um modelo experimental de esclerose sistémica induzida por acido hipocloroso. E
in vitro o IBPA néo apresentou citotoxicidade em PBMCs de voluntarios

saudaveis. Nessa perspectiva, surge o interesse em transpor a pesquisa e avaliar in vitro a atividade dessa
molécula frente a células de pacientes com esclerose sistémica. A fim de

investigar e inseri-lo no hall de possiveis agentes terapéuticos para a esclerose sistémica. A pesquisadora
acrescentou no projeto detalhado o objetivo especifico; "Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro do
IBPA e seus ativos isolados em PBMCs de pacientes com esclerose sistémica;" Ndo havera acrescimo aos
riscos ja apresentados pela pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrética in vitro da Dexametasona em células de pacientes com
esclerose sistémica e in vivo em modelo experimental de ES.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 - Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro da Dexametasona em LT CD4+ , LT CD8% ,LBe
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macroéfagos na producéo de citocinas das vias Th1, Th2 e Th17 e quimiocinas envolvidas na patogénese da
esclerose sistémica;

2 - Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro do IBPA e seus ativos isolados em PBMCs de pacientes
com esclerose sistémica;

3 - Avaliar a atividade antifibrética in vitro da Dexametasona na expressdo de marcadores

fibréticos em fibroblastos dérmicos;

4 - Avaliar a atividade antifibrética in vivo da Dexametasona na expressao de marcadores

fibréticos e espessamento dérmico em modelo experimental de Esclerose Sistémica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: A pesquisadora faz referéncia aos risocs decorrentes da coleta de sangue e bidpsia de pele (em
pacientes com esclerose sistémica) que pode ser desconfortavel e o brago pode ficar dolorido e apresentar
hematoma no local da coleta. Caso haja formacao de hematoma o profissional ira retirar o torniquete e
agulha imediatamente e, em seguida, sera realizada no local compressao durante dois minutos. A aplicagdo
de gelo sera feita no local da coleta com intuito de atenuar a dor. No local da realizagdo da biéspia de pele

sera feito um curativo . Em caso de danos ocasionados por qualquer procedimentos envolvendo a pesquisa

o paciente tera direito a assisténcia integral e gratuita. Foi anexado termo de compromisso e confidencialide.

BENEFICIOS: a pesquisa podera trazer um beneficio direto para o paciente uma vez sera submetido a uma
avaliacao clinica e, em caso de detecgdo de alguma alteragao sugestiva de doenga autoimune, havera
encaminhamento para um acompanhamento adequado, além da contribuicdo de maneira geral (beneficio
indireto) para a melhor compreensédo do mecanismo da doenca, guiando as equipes de saude para maior
sucesso no tratamento da doenca tornando as instituices responsaveis mais especializadas no estudo da
ES. Com isso, a comunidade de pacientes acometidas pela doenga que frequentam o HC/UFPE podem se
beneficiar através do bem-estar social que a instituicdo promove.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O tema é importante. A pesquisadora justifica a pesquisa uma vez que dos poucos estudos realizados, os
resultados obtidos sobre sua atividade frente a doenga sdo controversos. Logo, faz-se necessario ensaios in
vitro e in vivo que auxiliem na elucidacdo do papel terapéutico desempenhado pela Dexametasona nas
diferentes fases da doenca (inflamatéria e fibrética). Sera um estudo transversal descritivo e analitico
realizado no ambulatério de pesquisa clinica do
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Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — HC/UFPE, e o
projeto detalhado contempla na sua metodologia todo o delineamento experimental. A pesquisa incluira 30
pacientes com esclerose O tema é importante. A pesquisadora justifica a pesquisa uma vez que dos poucos
estudos realizados, os resultados obtidos sobre sua atividade frente a doenga sédo controversos. Logo, faz-
se necessario ensaios in vitro e in vivo que auxiliem na elucidagao do papel terapéutico desempenhado pela
Dexametasona nas diferentes fases da doenca (inflamatdria e fibrética). Sera um estudo transversal
descritivo e analitico realizado no ambulatério de pesquisa clinica do Servigo de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de

Pernambuco — HC/UFPE, e o projeto detalhado contempla na sua metodologia todo o delineamento
experimental. A pesquisa incluird 30 pacientes com esclerose sistémica atendidos e acompanhados no
Ambulatério de Pesquisa Clinica do Servico de Reumatologia do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — HC/UFPE, selecionados aleatoriamente de
acordo com o atendimento do Ambulatério, através dos critérios de inclusdo e exclusdo. O grupo controle
sera composto por 10 individuos saudaveis, que ndo tenham histéria clinica ou diagnéstico de esclerose
sistémica ou de outras doencgas inflamatdérias autoimunes, escolhidos aleatoriamente na populagao que
frequenta o HC. Nos pacientes com ES além da coleta de sangue sera realizada biépsia de pele com punch
de 4mm, com retirada de um fragmento do antebrago. A pesquisadora informa que no caso da biopsia o
grupo de voluntarios saudaveis sera composto por individuos submetidos a cirurgia plastica no Servico de
Cirurgia Plastica do HC-UFPE, que apés esclarecimentos sobre a pesquisa assinaram o TCLE e aceitaram
doar as sobras de pele da cirurgia plastica. A pesquisa esta orgada em R$ 45.098,49, com financiamento da
CAPES.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram anexados: 1- Folha de rosto; 2 - carta de anuéncia do HC assinada pela reumatologia (setor onde
serdo recrutados os pacientes); 3 - Carta de anuéncia do NUPIT; 4 - Declaragdo de vinculo da mestranda
com a pos; 5 - Lattes dos pesquisadores; 6 - termo de compromisso e confidencialidade; 7 - Projeto
detalhado e projeto modelo plataforma; 8 - TCLEs para pacientes e controles; 9 - Justificativa para
solicitagdo da emenda;

Recomendagoées:
Néo ha.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha pendéncias.

Consideragées Finais a critério do CEP:
A emenda foi avaliada e APROVADA pelo colegiado do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_218790| 18/09/2023 Aceito
do Projeto 7 _E1.pdf 09:52:43
Outros JUSTIFICATIVADEEMENDA . pdf 18/09/2023 | MARIA EDUARDA Aceito
09:51:39 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Projeto Detalhado / |ModelodeProjetodetalhadoparaoCEP.pd| 11/09/2023 | MARIA EDUARDA Aceito
Brochura f 08:38:43 |DE OLIVEIRA
Investigador GONCALVES

Outros CARTARESPOSTAASPENDENCIASDA| 11/09/2023 | MARIA EDUARDA Aceito
EMENDA pdf 08:37:57 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros CARTADERESPOSTAASPENDENCIAS| 11/07/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
.pdf 14:28:58 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Orgamento orcamento.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:54:45 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Cronograma cronograma.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:51:20 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Qutros CartaAnuenciaNUPIT .pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:44:32 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Qutros cartadeanuenciaHC.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:43:19 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Qutros declaracao_vinculo.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:42:48 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

QOutros TermoConfidencialidade.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
21:41:21 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros LattesMariaEduardadeOliveiraGoncalve | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
s.pdf 21:21:54 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
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Outros LattesAngelalLuziaBrancoPintoDuarte.pd| 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
f 21:20:34 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
MoacyrJesusBarmretodeMeloRego.pdf 21:19:50 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Qutros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
MichellyCristinyPereira.pdf 21:19:25 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
MairaGaldinodaRochaPitta.pdf 21:18:54 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
QOutros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_J| 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
oaoVictordeMeloGomes.pdf 21:18:05 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Qutros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
EudesGustavoConstantinoCunha.pdf 21:17:16 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Qutros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
AndreaTavaresDantas.pdf 21:17:01 DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros CurriculodoSistemadeCurriculosLattes_ | 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
AndersonRodriguesdeAlmeida.pdf 21:16:39 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
TCLE / Termos de | TCLEMaiores18_Pacientes.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 21:09:52 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEMaiores18_Controles.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 21:09:38 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
TCLE / Termos de | Tcle_impossibilitadosdeassinar_paciente] 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / s.pdf 21:09:25 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
| Auséncia
TCLE / Termos de | Tcle_impossibilitadosdeassinar_controle| 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / s.pdf 21:09:07 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
|Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto_MariaEduardaOK.pdf 15/05/2022 | MARIA EDUARDA Aceito
20:21:23 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Situagao do Parecer:

Aprovado
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Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RECIFE, 21 de Setembro de 2023

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
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