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RESUMO

A esclerose sistémica (ES) € uma doenga autoimune rara do tecido conjuntivo
caracterizada por dano vascular, desequilibrio imunoldgico e fibrose da pele e de
orgaos internos, sendo a doenga reumatolégica com maior risco de morte. Sua
fisiopatologia tem sido relacionada com a ativacao de células imunes e a liberagao
excessiva de mediadores quimicos, como as citocinas. A Interleucina-18 (IL-18) é
uma citocina pro-inflamatéria que apresenta niveis desregulados em amostras de
pacientes com ES, a qual possui um antagonista natural, a proteina de ligagdo a
IL-18 (IL-18BP) que atua inativando a acgdo dessa citocina. Nesse contexto,
considerando que até o presente momento ndo ha cura para essa doenga, o objetivo
deste trabalho é investigar a IL-18 e a IL-18BP como potenciais alvos terapéuticos
para a ES. Para isso, foram recrutados 15 pacientes com ES do Ambulatério de
Esclerose Sistémica do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). Foram coletadas amostras de
sangue dos pacientes para culturas de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs). As PBMCs foram isoladas e estimuladas ou ndo com IL-18 e/ou IL-18BP
em quatro diferentes condi¢des: células sem tratamento (1), células tratadas com
IL-18 a 1 ng/ml (2), células tratadas com IL-18BP a 3,12 ng/ml (3) e células tratadas
com IL-18 e com IL-18BP simultaneamente (4). Apés 48h os sobrenadantes dos
cultivos foram centrifugados e armazenados para as posteriores dosagens. As
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-y e TNF foram quantificadas nos
sobrenadantes das PMBCs por ELISA sanduiche, seguindo as instrugbes dos
fabricantes. Todos os pacientes recrutados foram do sexo feminino, a média de
idade foi de 49,4 anos e o subtipo ESIc foi o mais presente na populacao estudada.
As PBMCs estimuladas com IL-18 e com IL-18/IL-18BP, em comparagao as células
sem estimulos, apresentaram um aumento estatisticamente significativo na
expressao de IL-6, sendo p=0.0133 e p=0.0019, respectivamente. As células
estimuladas apenas com IL-18BP n&o expressaram um aumento significativo da
IL-6. A secregao das demais citocinas nao foi modificada significativamente pelas
condigbes testadas por esse estudo. Os dados epidemiolégicos da populagdo de
estudo do presente trabalho foram semelhantes aqueles encontrados na literatura. A
IL-18 e o conjunto IL-18/IL-18BP promoveram aumento na secregédo da IL-6 em
PBMCs de pacientes com ES, evidenciando o seu papel fisiopatolégico e o seu
potencial como alvo terapéutico. Estudos adicionais sao necessarios para melhor
detalhamento dos efeitos da IL-18/IL-18BP na esclerose sistémica.

Palavras-chave: Doenga autoimune. Esclerodermia. Citocinas. Imunomodulagao.
Inovacgao terapéutica.
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ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a rare autoimmune disease of connective tissue
characterized by vascular damage, immunological imbalance and fibrosis of the skin
and internal organs, being the rheumatological disease with the highest risk of death.
The pathophysiology has been related to the activation of immune cells and the
excessive release of chemical mediators, such as cytokines. Interleukin-18 (IL-18) is
a pro-inflammatory cytokine that presents unregulated levels in samples from SSc
patients, which has a natural antagonist, the IL-18 binding protein (IL-18BP), which
acts to inactivate the action of this cytokine. In this context, considering that to date
there is no cure for this disease, the objective of this work is to investigate IL-18 and
IL-18BP as potential therapeutic targets for SSc. For this, 15 patients with SSc were
recruited from the Systemic Sclerosis Outpatient Clinic of the Rheumatology Service
of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE).
Blood samples were collected from patients for cultures of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs). PBMCs were isolated and stimulated or not with IL-18
and/or IL-18BP in four different conditions: cells without treatment (1), cells treated
with IL-18 at 1 ng/ml (2), cells treated with IL-18BP at 3.12 ng/ml (3) and cells treated
with IL-18 and IL-18BP simultaneously (4). After 48h, the culture supernatants were
centrifuged and stored for subsequent measurements. The cytokines IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-y and TNF were quantified in PMBC supernatants by
sandwich ELISA, following the manufacturers' instructions. All recruited patients were
female, the average age was 49.4 years and the ESlc subtype was the most present
in the studied population. PBMCs stimulated with IL-18 and IL-18/IL-18BP, compared
to cells without stimulation, showed a statistically significant increase in IL-6
expression, with p=0.0133 and p=0.0019, respectively. Cells stimulated with only
IL-18BP did not express a significant increase in IL-6. The secretion of other
cytokines was not significantly modified by the conditions tested in this study. The
epidemiological data of the study population of the present work were similar to those
found in the literature. IL-18 and the IL-18/IL-18BP combination promoted an
increase in IL-6 secretion in PBMCs from patients with SSc, highlighting its
pathophysiological role and its potential as a therapeutic target. Additional studies
are needed to better detail the effects of IL-18/IL-18BP on systemic sclerosis.

Key words: Autoimmune disease. Scleroderma. Cytokines. Immunomodulation.
Therapeutic innovation.
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1 INTRODUGAO

A esclerose sistémica (ES), também conhecida como esclerodermia, € uma
doenca autoimune rara e complexa do tecido conjuntivo (Volkmann et al., 2023). E
caracterizada pela vasculopatia, inflamagdo e fibrose progressiva da pele e de
orgaos internos (Benfaremo et al., 2022). Ainda, os pacientes com essa doenga sao
classificados em duas formas principais, sendo: ES cutanea limitada (ESIc), em que
é visto um espessamento cutaneo distal, e ES cuténea difusa (ESdc), em que s&o
observadas altera¢des cutaneas distais e proximais generalizadas (Muruganandam
et al., 2023).

Com relacdo a etiologia e a fisiopatologia da ES, ambas nao foram
totalmente elucidadas na literatura, no entanto fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais sao relacionados com a sua causa e o dano endotelial precoce, a
inflamacéo e a consequente reagao fibrética tém sido associadas a sua patogénese
(Altorok et al., 2015; Dai et al., 2024; Rosendahl, et al., 2022).

Ademais, no contexto da fisiopatologia da ES, tem sido observado que em
resposta ao dano vascular ha ativagdo de células do sistema imunoldgico inato e
adaptativo, além da liberacdo de mediadores quimicos, como as citocinas,
importantes na comunicagao celular por atuarem no estabelecimento de vias
imunoldgicas (Cutolo et al., 2019; Kany et al.,2019). Essas alteragdes vasculares e
imunoldgicas levam a transformacdo de fibroblastos em miofibroblastos, os quais
passam a produzir intensa matriz extracelular (MEC), além de e liberar mais fatores
de crescimento, quimiocinas e citocinas, favorecendo o processo fibrético da ES
(Kim et al., 2022).

Nessa perspectiva, a interleucina-18 (IL-18) € uma citocina pro-inflamataéria
que apresenta como principal caracteristica a indugcdo da atividade de células
imunes e inflamatédrias, levando a autoimunidade (lhim et al., 2022). Sua fungao
mais conhecida é estimular a producdo de IFN-y pelos linfécitos Th1, todavia
linfocitos Th2 também podem ser influenciados pela IL-18 e produzir suas citocinas
(Nakanishi, K 2018). Esses subtipos de linfécitos influenciados pela IL-18, células
Th1 e Th2, estdo relacionados com a fisiopatologia da ES, em que as células Th1
sdo primordiais no processo inflamatério da doenga e as células Th2 sdo atuantes
na liberacdo excessiva de citocinas e fatores de crescimento pré-fibréticos
(Chizzolini et al., 2011; Jim et al., 2022).
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Ainda, a IL-18 apresenta uma proteina de ligagdo, a IL-18 BP, um
antagonista natural que regula a agao da citocina, podendo, assim, influenciar a
producao dos mediadores das vias Th1 e Th2 (Park et al.; 2022). Dessa forma, a
IL-18 é regulada por feedback negativo, uma vez que o aumento de IFN-y produzido
por essa citocina regula positivamente a IL-18BP (Muhl; Bachmann, 2019). Essa
relacdo entre a IL-18 e a IL-18BP faz com que essas moléculas sejam alvos de
estudos para o diagnostico e tratamento de doengas (Esmailbeig; Ghaderi, 2017;
Mertz et al., 2024).

Na literatura, alguns artigos mencionaram o aumento da IL-18 no soro
e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com ES
quando comparado com grupos controle (Scala et al., 2004; Lin et al., 2019; Zhang
et al., 2016). Ainda, com relacdo a IL-18BP, estudos recentes relacionam essa
molécula com a redugdo da fibrose pulmonar em camundongos induzidos por
bleomicina (Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Nesse contexto, com relacédo ao tratamento da ES, ha uma necessidade de
opcdes terapéuticas eficazes para os pacientes afetados por essa doenca
(Mulcaire-Jones et al., 2023). Devido a heterogeneidade da ES, os farmacos mais
utiizados sao voltados para o alivio sintomatico, como os glicocorticéides,
imunossupressores e vasodilatadores (Zhao et al., 2022). Na atualidade, apesar dos
avangos nesse ambito, como a aprovagao do Nintedanibe pela FDA (Food and Drug
Administration) e estudos de outros anticorpos monoclonais, como o rituximabe
(RTX), o tratamento dos pacientes continua desafiador (Distler et al., 2019; Yoshifuji
et al., 2023).

Diante disso, a qualidade e expectativa de vida dos afetados ainda sao
consideradas baixas, o que sugere que os estudos acerca da ES devem ser
direcionados para a elucidagao da fisiopatologia e para identificagdo de novos alvos
terapéuticos (Volkmann; Buriki, 2022; Pope et al., 2023).

Dessa forma, visto que a ES é uma doenca debilitante e que nao tem cura,
percebe-se a necessidade de mais pesquisas voltadas para melhores formas de
tratamento. Assim, uma vez que a IL-18 e a IL-18BP s&o moléculas que apresentam
possivel relagdo com a fisiopatologia da ES, a investigagao dessa citocina e da sua
proteina de ligacdo como potenciais agentes terapéuticos, pode impactar

positivamente os estudos relacionados a esclerose sistémica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Esclerose sistémica

A esclerose sistémica (ES), também conhecida como esclerodermia, é uma
doenga rara e complexa do tecido conjuntivo, caracterizada pela disfungao
imunoldgica, disfungdo do sistema vascular e fibrose progressiva da pele e de
orgaos internos como os pulmdes, os rins e o coragao (Jerjen et al., 2022; Ren et al.,
2023; Benfaremo et al., 2022).

Sob perspectiva histérica, os primeiros relatos de alteracbes cutaneas que
indicavam uma esclerodermia datam de 4000 a.C em notas de Hipocrates
(460-370), onde se encontravam referéncias a pacientes com “espessamento de
pele” (Kowalska-Kepczynska, 2022). Porém, apenas em 1892 o médico William
Osler relacionou a esclerodermia com manifestacoes sistémicas, descrevendo que
0os pacientes acometidos pela doenga poderiam chegar a Obito por problemas
pulmonares e renais (Labord, H; Young, P., 2012).

Na atualidade, a ES é clinicamente dividida em dois grupos principais, 0s
quais estao relacionados com a extensao da fibrose cutanea dos pacientes, sendo
eles: ES cutanea limitada (ESIc) e ES cutanea difusa (ESdc) ( Muruganandam et al.,
2023; Starnoni et al., 2021). Ainda, ha outro grupo relevante de pacientes com essa
doenca, o qual inclui os casos de ES sine esclerodermia (Hoogen et al., 2014).

Nesse contexto, os pacientes com ESIc apresentam espessamento cutaneo
distal, sendo geralmente limitada aos dedos, m&os e antebrago, enquanto os
pacientes com ESdc manifestam um espessamento cutaneo rapido nas regides
distais e proximais, face e tronco (Reggiani et al., 2022; O’Reilly, 2024). Por outro
lado, os pacientes que compde o grupo ES sine esclerodermia ndo apresentam
envolvimento dérmico, mas manifestam a doenga nos 6rgaos internos (Denton,
2015).

Assim, as manifestacbes clinicas da ES sdo marcadas pela
heterogeneidade, em que podem ser vistas fibrose cuténea, ulceras digitais,
envolvimento pulmonar, renal, cardiaco e gastrointestinal (Starnoni et al., 2021).
Dessa forma, cada subgrupo da ES pode apresentar diferentes achados clinicos,

sistémicos e sorologicos (Capacete et al.,2023).
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Esse panorama faz com que tanto o diagnéstico quanto o tratamento da ES
sejam complexos e desafiadores (Efrimescu et al., 2023; Balogh et al.,2024). Dessa
forma, devido ao seu carater multissistémico e aos desafios relacionados a sua
identificacdo e ao seu tratamento, a ES diminui a qualidade e a expectativa de vida
dos pacientes acometidos, sendo uma das doengas com maior risco de morte na

reumatologia (Volkmann et al., 2023).

2.1.1 Epidemiologia

Em relacdo a incidéncia e a prevaléncia da ES, é visto que esses
parametros variam de forma significativa em todo o mundo, em que nenhum estudo,
até o presente momento, fornece dados epidemiologicos globais padronizados
(Nikpour et al., 2010; Scheen et al., 2023; Tian et al., 2023;). As tendéncias globais
de esclerodermia destacam a maior prevaléncia da ES em pacientes europeus,
norte e sul-americanos (Calderon; Pope, 2023). Nos EUA a na Europa é estimada
uma incidéncia anual entre 7,2 - 33,9 e 13,5 - 44,3 por 100.000 pessoas,
respectivamente, enquanto que na Coreia do Sul é de 0,8 também em 100.000
habitantes por ano (Scheen et al., 2023; Lee et al., 2022).

No Brasil, ha poucas pesquisas com dados de prevaléncia e incidéncia,
sendo mais comuns estudos epidemioldgicos relacionados as manifestagdes clinicas
nos pacientes (Horimoto et al., 2016; Marangoni et al., 2013). O estudo brasileiro de
Homiroto et al (2016), realizado no Centro-Oeste, apresentou taxas de incidéncia,
11,9 por milhdes de habitantes, de e prevaléncia, 105,6 por milhdes de habitantes,
inferiores aos encontrados em estudos americanos e proximos aos dados
observados em estudos europeus.

Fernando et al (2022), em uma pesquisa realizada no ambulatério de
reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE) com 111 pacientes com ES, observou uma maior proporcdo do sexo
feminino entre os pacientes recrutados, sendo a meédia de idade 49 anos e a
manifestagdo clinica mais predominante o fendmeno de Raynaud. Nesse mesmo
estudo, foi visto que a forma cutanea limitada (ESIc) foi o subtipo da ES mais
prevalente nas pacientes de Pernambuco, com 60,36%.

Com relacao aos individuos acometidos por essa doencga, observa-se que

esses estdo entre a terceira e a quinta década de vida, sendo o pico de incidéncia
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por volta dos 50 anos, no entanto ha uma variabilidade na idade de inicio da ES
(Efrimescu et al., 2023). A ES afeta principalmente as mulheres, com proporgéao de
mulher-homem de cerca de 3:1 ou 5:1 (Lazzaroni et al., 2023; Adigun et al., 2024).

Ainda, a taxa de mortalidade é maior nos pacientes com ES quando
comparada a taxa da populagéo geral, sendo observado que a sobrevida geral de 10
anos € de 92% para os pacientes com ESlIc e de 65% para os pacientes com Esdc
(Hao et al., 2016; Lazzaroni et al., 2023). Além disso, a ES é a doenca
reumatolégica com maior mortalidade, em que mais da metade das mortes dos
pacientes afetados sdo consideradas diretamente relacionadas a doenga (Elhai et
al., 2017; Coi et al., 2021).

2.1.2 Etiopatogenia

A etiopatogenia da ES é amplamente desconhecida, em que o gatilho que
desencadeia a doenca ainda nao foi determinado, porém ha evidéncias que
sugerem uma conexao entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais na causa
ES (Buriki; Volkmann, 2022; Altorok; Kahaleh, 2015).

Nesse contexto, alguns genes foram sugeridos como loci de suscetibilidade
para a ES a partir de estudos de associacdo gendbmica ampla (Dai et al., 2024).
Ainda, o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou antigeno leucocitario
humano (HLA), localizado no cromossomo 6, representa a regido mais densa e
polimdrfica do genoma humano e € observado como tendo a associagdo genética
mais forte com a susceptibilidade a ES (Machhua et al., 2023).

No entanto, os fatores genéticos ndo sdo os Unicos capazes de explicar o
desencadear da ES. A regulagdo epigenética, que envolve metilagdo de DNA,
modificagdo de histonas e regulacdo de microRNAs, desempenha um papel
importante na ocorréncia dessa doenca (Murdaca et al., 2016; Yu et al., 2022).

Além disso, as infecgcbes causadas pelo citomegalovirus humano (HCMV),
herpesvirus humano-6 (HHV-6), parvovirus B19 (B19V) e retrovirus foram propostos
como potenciais agentes causadores da ES (Ferri et al., 2021). Outros fatores
ambientais, como a exposigdo a substancias quimicas, como silica e solventes
organicos, horménios femininos e anormalidades imunolégicas celulares e humorais
também sao relacionados como possiveis gatilhos para a ES (Yu et al., 2022;

Zimmermann; Pizzichini, 2013).
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2.1.3 Manifestacgdes clinicas

A ES é um disturbio complexo que afeta multiplos sistemas, a qual
apresenta uma ampla variedade clinica entre os individuos (Adigun et al., 2024).
Assim, os principais subgrupos da doencga, ES cuténea limitada (ESIc) e ES cuténea
difusa (ESdc), podem apresentar diferentes achados clinicos (Capacete et al.,2023).

Varias manifestacdes clinicas sdo descritas na ES, como a fibrose cutanea
(ESIc ou ESdc), ulceras isquémicas digitais, envolvimento pulmonar (doenga
pulmonar intersticial (DPI) e/ou hipertensdo pulmonar), gastrointestinal, cardiaco e
real (Starnoni et al., 2021) retratadas na figura 3. Os pacientes com ESIc,
anteriormente conhecida como sindrome de CREST (calcinose, fenbmeno de
Raynaud, dismotilidade esofagica, esclerodactiia e telangiectasia), tém
envolvimento da pele do cotovelo distal e joelho distal, com ou sem envolvimento
facial e cervical, e frequentemente tém fendmeno de Raynaud (FRy) e doenca
intestinal grave, ja os pacientes com EScd tém envolvimento da pele que se estende
até as extremidades proximais e tronco e apresentam risco aumentado de crise
renal e envolvimento cardiaco (Reggiani et al., 2022; O'Reilly, 2024; Bobeica et al.,
2022; Ren et al., 2023).

Figura 1 — Manifestagdes clinicas observadas na ES
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Os primeiros sinais de ES incluem o fendbmeno de Raynaud (FRy), uma
caracteristica da microvasculopatia que pode afetar tanto as extremidades
periféricas quanto o coracédo (Volkmann et al., 2023; George et al., 2023). O FRy é
caracterizado pela descoloracdo por vasoespasmo, com branqueamento inicial por
vasoconstricdo, progressdo para cianose azul-purpura dolorosa e resolugdo com
hiperemia, geralmente é induzida por estimulos frios e localizada simetricamente
sobre os dedos das maos, mas pode os dedos dos pés, orelhas e nariz (Pearson et
al., 2018; Adigun et al., 2024). Esse fendbmeno pode se manifestar anos antes do
inicio do envolvimento visceral, particularmente em casos de ESIc, no entanto na
ESdc o FRy pode ocorrer simultaneamente ou logo apds o inicio das alteragdes
cutaneas (Adigun et al., 2024).

Outro estagio das lesdes cutédneas no curso da ES é chamada de “fase
fibrética prolongada” em que ha um endurecimento gradual da pele dos dedos
(esclerodactilia), comegando pelas articulagbes metacarpofalangicas, no entanto
nessa fase a pele facial também comeca a ser atingida (Kowalska-Kepczynska et al.,
2022). Assim, numerosas telangiectasias, deformidade do nariz semelhante ao bico
de um passaro e uma microstomia adquirida (boca anormalmente pequena) junto
com sulcos radiais ao redor da boca sdo observados (Pearson et al., 2018;
Kowalska-Kepczynska et al., 2022).

A fibrose da pele na ES inicia nos dedos distais das maos e dos pés e
progride proximalmente, em que nas fases iniciais, os dedos das mé&os ficam
inchados como resultado de alteragbes microvasculares e inflamacado e, com o
tempo, a deposicdo excessiva de colageno leva ao espessamento da pele e
movimento limitado sobre as articulagdes, resultando em contraturas de articulagdes
grandes e pequenas em alguns pacientes (Volkmann et al., 2023; Adigun et al.,
2024). Nesse contexto, a pele esticada e espessa pelo desenvolvimento da fibrose é
uma das marcas clinicas de relevancia na ES (Varga; Trojanowska., 2023; Ho et al.,
2014).

Manifestacbes musculoesqueléticas sao prevalentes em quase todos os
pacientes com ES, sendo a artralgia e a mialgia as manifestagdes frequentemente
relatadas (Adigun et al., 2024). O envolvimento musculoesquelético € observado
entre 40-90% dos pacientes com ES, em que qualquer estrutura do sistema
musculoesquelético, como ossos, articulagdes, bainhas de tenddes, tenddes e

musculos, pode ser afetada, assim dores musculares e nas articulagdes e tenddes


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Kowalska-K%C4%99pczy%C5%84ska%20A%22%5BAuthor%5D

21

séo observadas (Wielosz et al., 2024; Sandler et al., 2020; Adigun et al., 2024).

Ainda, calcinoses cutaneas, acumulo de sais de calcio insoluveis na pele e
nos tecidos subcutaneos, pode afetar até 20-40% dos pacientes com ES, em que a
prevaléncia pode variar dependendo da etnia, localizagdo geografica e abordagem
diagnostica (Davuluri et al.,, 2023; Richardson et al., 2020). Na ES, essa
manifestacao resulta da deposicao de cristais de hidroxiapatita na matriz extracelular
da derme e tecido subcutaneo, no entanto o acumulo de calcio também pode ocorrer
no tronco ou em um padrdo mais generalizado, o que pode levar a morbidade
significativa como resultado de dor, ulceragédo, infeccdo e contratura articular
(Pearson et al., 2018; Hughes et al., 2022). Do ponto de vista clinico, a maior
duragdo da doenca, uma idade avancada, a positividade dos anticorpos
anticentrdbmero, anti-PM/Scl e anti-RNA polimerase Ill, um padrao capilaroscépico
tardio e a isquemia digital foram relatados como os principais fatores de risco para
calcinose relacionada a ES (Avanoglu-Guler et al., 2024).

Com relagdao ao envolvimento pulmonar na ES, sdo observadas a doenca
pulmonar intersticial (DPI) e a hipertensdo arterial pulmonar (HAP), sendo esse
envolvimento a principal causa de mortalidade em pacientes com esclerose
sistémica (Hassoun et al., 2011; Liakouli et al., 2023; Adigun et al., 2024). A doenca
pulmonar intersticial associada a ES, manifestada como fibrose pulmonar bibasilar,
tem um impacto significativo na qualidade de vida e nos custos de saude por causar
o0 maior risco de mortalidade de todos os potenciais envolvimentos de 6rgaos, sendo
mais prevalente e grave na ESdc. Em aproximadamente 40% dos pacientes com
esse problema pulmonar, a progressao da DPI ocorre e esta associada a dispneia
ao esforgco e a tosse seca cada vez mais persistente (Adigun et al., 2024; Roofeh et
al., 2022).

Ainda no contexto do envolvimento pulmonar na ES, a HAP representa outra
manifestagdo pulmonar comum, com um espectro que varia de doenca
assintomatica a HAP grave acompanhada de insuficiéncia cardiaca direita, sendo
caracterizada por aumento da resisténcia vascular pulmonar devido a remodelacao e
oclusdo das arteriolas pulmonares (Adigun et al., 2024; Volkmann et al., 2023).
Embora todos os pacientes com ES tenham um risco aumentado para essa
complicagao, ela € mais prevalente em pacientes com anticorpos anticentrébmero,
telangiectasias extensas e maior duragdo da doenga (Volkmann et al., 2023).

Geralmente, estudos epidemioldgicos sugerem que a DPI é mais comum na ESdc,
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enquanto a HAP é mais comum na ESlc (Giacomelli et al., 2017; Adigun et al.,
2024). Os sintomas mais comuns do envolvimento pulmonar na ES séao falta de ar
aos esforgos fisicos, a qual pode progredir para dispneia em repouso, e tosse nao
produtiva (Oliveira et al., 2022).

O envolvimento gastrointestinal € quase universal na ES, abrangendo
esclerose sistémica cutanea difusa e limitada (Adigun et al., 2024). Disturbios da
motilidade esofagica sdo prevalentes em 90% dos pacientes com a doenga, com
uma taxa de mortalidade aumentada em pacientes com envolvimento esofagico
grave (Li et al., 2021). As principais manifestagcdes s&o disfagia, refluxo acido, azia e
dor pods-esternal, mas podem ocorrer sintomas gastrointestinais adicionais, como
indigestao, perda de peso, nauseas, vomitos, tosse e rouquidao (Adarsh et al., 2019;
Lépez et al., 2017). Ainda, o envolvimento do trato gastrointestinal inferior ocorre em
até 50% dos pacientes, em que é observado ma absorcdo, constipacao, diarreia,
pseudo-obstrug¢ao recorrente e incontinéncia fecal (Volkmann et al., 2023; Dein et al.,
2019).

Com relagao ao envolvimento cardiaco na ES, cerca de 80% dos pacientes
apresentam essa manifestacdo clinica, em que s&o vistos pericardite, derrame
pericardico, cardiomiopatia dilatada e arritmias, no entanto a maioria dos pacientes
com ES com envolvimento cardiaco é subclinica, especialmente no inicio do curso
da doenca (Moysidou et al., 2022; Zaneta et al., 2019). A disfungédo miocardica
primaria resulta do comprometimento da circulagdo microvascular coronaria,
inflamacdo miocardica e fibrose, além disso os derrames pericardicos sao
geralmente pequenos e exsudativos, sendo mais comuns na ESdc (Adigun et al.,
2024; Bruni et al., 2021; Quiao et al., 2023). Assim, o comprometimento do coragao
nos pacientes com ES € uma manifestacdo clinica que estd associada a um
prognéstico dito como ruim (Quiao et al., 2023).

A doenga renal nos pacientes com ES é mais observada no subtipo ESdc e
geralmente ocorre nos primeiros dois anos, ao passo que ha o agravamento do
envolvimento cutaneo nesses pacientes (Steen, 2014; Bruni et al., 2018). O
envolvimento renal na ES é manifestado principalmente pela crise renal da
esclerodermia (CRE), definida como o novo inicio de hipertensao arterial acelerada
e/ou insuficiéncia renal oligurica rapidamente progressiva durante o curso da
doenga, no entanto alguns pacientes podem apresentar hipertenséo leve e fungéo

renal normal, sendo inicialmente assintomaticos (Reggiani et al., 2022; Steen, 2014).
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Ainda, varias formas de vasculopatia renal cronica e de fungao renal reduzida
também sado complicagdes da esclerodermia, sendo os principais fatores de risco
para o envolvimento renal o derrame pericardico, atritos de tendao, ESdc, anticorpo
anti-RNA polimerase Ill e o uso de corticosterdides em altas doses ou baixas doses
cronicas (Gigante et al., 2022; Adigun et al., 2024).

2.1.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia da ES, além de complexa, ainda n&o foi completamente
elucidada, no entanto, o dano endotelial precoce, a inflamagao, a autoimunidade e a
consequente reacao fibrética tém sido associadas a sua patogénese (Dai et al.,
2024; Rosendahl et al., 2022).

Nesse contexto, o dano vascular € um dos principais eventos ocorridos no
curso da doenca (Hua-Huy et al., 2015). Essa disfuncdo endotelial promove a
vasoconstricdo por induzir vasoconstritores endégenos, como a endotelina-1 (ET-1),
e por reduzir vasodilatadores, como o 6xido nitrico (NO), o que implica na hipdxia
tecidual e na producéo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Cutolo et
al., 2019). A partir disso, ocorre uma proliferacdo de células musculares lisas,
espessamento da camada intima, duplicagbes da camada basal e a transigao
endotélio-mesenquimal (Rosendahl et al., 2022).

Essas alteragbes mencionadas podem ser relacionadas com a ET-1
produzida no dano endotelial, uma vez que essa molécula desempenha um papel
fundamental na transicdo endotélio-mesenquimal ao induzir a proliferacdo de
fibroblastos e a diferenciagdo desses em miofibroblastos (Hua-Huy et al., 2015). No
entanto, vale ressaltar que apesar do dano vascular ocorrer, principalmente, na
microcirculacdo, a macrocirculacdo também ¢é afetada, com isso, ha ativacdo do
sistema imunolégico, deposicdo de matriz extracelular (MEC) e fibrose tecidual

irrestrita (Truchetet et al., 2023; Benfaremo et al., 2022) conforme a figura 1.

Figura 1 — Processo fisiopatolégico da esclerose sistémica
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Assim, a desregulagao imunoldgica e a inflamagao desempenham um papel
crucial na fisiopatologia da ES, com desregulacado do sistema imunolégico inato e
adaptativo (Adigun et al., 2024). E postulado que as lesdes endoteliais iniciais
liberam padrées moleculares associados ao dano (DAMPs), o que ativa e recruta o
sistema imune, favorecendo a inflamagdo (Rosendahl et al., 2019). Com isso,
macrofagos, mondcitos e células dendriticas ativados promovem ainda mais lesao
vascular, ativando as células T e B, além favorecerem a producédo de citocinas
pro-fibroticas e proé-inflamatérias, o que contribui para a diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblasto (Kumar et al., 2017; Rosendahl et al., 2022). Nessa
perspectiva, a interagao complexa entre o sistema imunologico inato e adaptativo &
aceita como fator chave na patogénese da ES (Worrell;O’Reilly, 2020).

Com relagdo aos macrofagos nessa doenca, o subtipo M2 suprime
parcialmente as respostas do subtipo M1, promovendo a producdo de MEC e a
liberagdo de citocinas pré-fibréticas (Cutolo., 2019). Estudos realizados por
Christmann e colaboradores (2011) em células mononucleares do sangue periférico

(PBMC) de pacientes com ES, apontaram o aumento da expressao génica de



25

mondcitos/macréfagos e um estudo recente de Bhandari et al., mostrou que o perfil
de ativacdo de macréfagos na ES é pro-fibrotico e a co-cultura com fibroblastos
dérmicos impulsionou a ativagao e a transicado de miofibroblastos. Outra célula do
sistema imune inato, os mastocitos, também foram localizados em fibroblastos da
pele dos pacientes com ES, os quais induzem a producdo do fator de crescimento
beta (TGF-B), importante no processo fibrético (Brown; O’Reilly; 2018). Ainda, em
um modelo animal de ES, foi visto que apds a deplecao de células dendriticas, a
fibrose induzida foi reduzida, o que indica a relagdo de outra célula imune inata na
fisiopatologia da ES (Kioon et al., 2018).

O envolvimento do sistema imune humoral € em parte demonstrado pela
presenca de infiltrados de linfécitos B, os quais foram detectados na pele de
pacientes com ES (Zimmermann; Pizzichini.,, 2013). As células B ativadas
desempenham varios papéis no desenvolvimento da ES, como a secregcdo da
citocina IL-6, importante na promoc¢ao de um fendtipo pro-fibrético em fibroblastos da
pele por contato direto célula-célula ou secrecéo de TGF-B (Rosendahl et al., 2022).
Ainda, um pequeno subconjunto de células B denominadas células B reguladoras
(Bregs) séo potentes células reguladores da inflamagao e autoimunidade (Brown;
O’Reilly; 2018).

Além disso, os autoanticorpos especificos, que representam uma das
marcas registradas da doenca, é a expressdo mais evidente do envolvimento do
sistema imune humoral na patogénese da ES, em que foi sugerido um possivel
papel patogénico do anticorpo anti-topoisomerase (ATA) na ES apds sua ligagao aos
fibroblastos e adesao induzida e ativagdo de mondécitos cocultivados (Zimmermann;
Pizzichini., 2013). Outro autoanticorpo, a anti-fibrilina-1, uma proteina de matriz com
funcdo arquitetdbnica primaria, foi detectado nos soros de pacientes com ES de
varias origens geograficas (Chizzolini et al., 2011). Também foi demonstrado que os
autoanticorpos desempenham um papel central em causar danos vasculares e
fibréticos na ES ao atingir células endoteliais e fibroblastos, sugerindo um papel
potencialmente fisiopatoloégico para os anticorpos anti-células endoteliais,
anti-fibrilina-1 (anti-FBN1) e anti-metaloproteinases de matriz (anti-MMPs) 1 e 3, os
quais desencadeiam a apoptose, representando o passo inicial na patogénese da
ES (Raja; Denton., 2015).

As células TCD4+ podem se diferenciar em células T auxiliares (Th) Th1,

Th2, Th17 e células T reguladoras (Treg), as quais tém sido relacionadas com a
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fisiopatologia da ES, estando envolvidas tanto na resposta inflamatéria precoce
quanto no processo fibrético tardio (Jin et al.,, 2022; Battista et al., 2023). Os
linfécitos Th2, pela liberacdo excessiva de citocinas e fatores de crescimento
pré-fibroticos, bem como os linfocitos Th1, os quais apresentam baixa atuacao
fibrotica, mas que sdo primordiais no processo inflamatério, estdo envolvidas no
desenvolvimento da ES (Chizzolini et al., 2011). As células Th17, produtoras de
IL-17, induzem as vias de sinalizagdo pro-inflamatéria e estudos relataram um
aumento de Th17 e IL-17 nas células de pacientes com ES, enquanto as células
Treg podem participar da fisiopatologia da ES por mecanismos diferentes (Jin et al.,
2022).

As células Th2 sao importantes produtoras da IL-4, citocina que pode induzir
diretamente os fibroblastos a promoverem a producdo de MEC, além de induzir o
TGF-B a produzir mais fibroblastos (Khanna et al., 2020; Brown; O’Reilly; 2018).
Ainda, outras citocinas derivadas de células Th2, como IL-13 e IL-5, também
promovem a superproducao de colageno por fibroblastos, uma vez que a via Th2

hiperativa e desregulada desencadeia um mecanismo de reparo excessivo que
culmina em fibrose (Guo et al.,, 2022; Nguyen et al., 2020). Ainda, citocina IL-6 &

uma citocina proé-inflamatoéria que contribui para a resposta da via Th2 (Kuzumi et al.,
2021). Na literatura, alguns estudos indicam que ha uma importante relagéo entre a
IL-6 e a patogénese da ES, destacando que os niveis dessa citocina estao elevados
no soro e em PBMCs de pacientes com ES (Bohdziewicz et al., 2022).

Por outro lado, as citocinas derivadas dos linfocitos Th1, como IFN-y, TNF-a,
IL-1, IL-2 e IL-12 participam das respostas pré-inflamatérias, em que o IFN-y é
relacionado com a inibigdo da deposigao de colageno favorecida pelas células Th2
(Guo et al., 2022; Chizzolini et al., 2011). O equilibrio das células Th1/Th2
desempenha um papel importante nas doencgas autoimunes, sendo visto um
desequilibrio dessas células nos pacientes com ES, o qual é significativamente
deslocado para o subtipo Th2 (Jin et al., 2022).

Ainda no contexto da patogénese da ES, a IL-17, derivada dos linfocitos
Th17, induz a producdo de citocinas proé-inflamatoérias, incluindo a IL-6, por
fibroblastos na pele e pulmdo humanos (Kobayashi et al., 2022). Estudos mostraram
que pode haver um ciclo de feedback positivo entre as células Th17 que produzem

IL-17 na ES, o que estimula direta ou indiretamente a ativacdo de fibroblastos,
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células endoteliais vasculares e células musculares lisas (Liu et al., 2016).

As células Tregs, por outro lado, sdo essenciais para a manutengao da
autotolerancia e da homeostase imunoldgica, no entanto a fungdo supressora
dessas ceélulas em pacientes com ES é limitada, causando a quebra da resposta
imune, inflamacao crénica e fibrose (Jin et al., 2022; Kobayashi et al., 2022).

Dessa forma, as citocinas pro-fibrogénicas e pro-inflamatdérias, os fatores de
crescimento e determinados autoanticorpos levam a ativagao de fibroblastos em
miofibroblastos (Rosendahl et al., 2022). Os miofibroblastos s&o caracterizados por
filamentos contrateis de actina do tipo musculo liso a (a-SMA), que sdo de
importancia fisiolégica no processo de cicatrizagdo do tecido conjuntivo e reparo de
feridas, no entanto, na ES o reparo ndo é autolimitado, ocorrendo uma ativagao
inapropriada e continua de fibroblastos, levando a uma resposta fibrética exagerada
(Raja; Denton., 2015).

Um fator de crescimento chave envolvido na ativacdo de fibroblastos
dérmicos da ES é o TGF-B, potente indutor de MEC pela produgao de colageno,
como o colageno tipo | (COL1A1). No entanto, a agdo dessa molécula é determinada
pelo estado de ativacao e diferenciagao das células-alvo, bem como pela presenca e
concentracéo de outras citocinas e fatores de crescimento (Asano., 2017).

Assim, a fibrose observada nos pacientes com ES é derivada de uma
ativacdo excessiva e crbnica de fibroblastos, os quais induzem uma deposigcao
significativa de MEC e leva a disfungao organica, favorecendo a fibrose progressiva
da pele e de multiplos 6rgaos (Benfaremo et al., 2022; Kim et al., 2022). Portanto,
observa-se que o processo inflamatério e a autoimunidade, juntamente com a
interacdo entre varios componentes de cascatas regulatérias, resultam na
vasculopatia e na fibrose tecidual vista nos pacientes com esclerose sistémica (Raja;
Denton., 2015; Rosendahl et al., 2022).

2.1.51L-18

A interleucina-18 (IL-18) é uma citocina pré-inflamatéria que pertence a
familia da citocina IL-1, sendo uma das citocinas mais recentes descobertas
(Kaplanski, 2018).  Originalmente, a producédo de IL-18 foi relacionada aos

macréfagos residentes do figado, as células de Kupffer, no entanto, na atualidade, é
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considerado que tanto células hematopoiéticas como células ndo hematopoiéticas,
tal qual os queratindcitos e células endoteliais, sdo capazes de produzir essa
citocina (Yasuda et al., 2019; Landy et al., 2024).

Ainda, a IL-18 é armazenada de forma inativa (pro-IL-18) no citosol das
células produtoras dessa citocina, sendo necessario um processamento
pos-traducional para que seja ativa e liberada para o meio extracelular (Yasuda et
al., 2019). A pro-IL-18 precisa ser clivada por enzimas apropriadas para se tornar
ativa, como a protease de cisteina intracelular chamada caspase-1 (Knorr et al.,
2022). O inflamassomo NLRP3 monta e ativa a caspase-1, induzindo a maturagao
das principais citocinas pro-inflamatérias, como a IL-18, levando ao desenvolvimento
de respostas inflamatdrias (Li et al., 2020) como visto na se¢ao a da figura 2.

No meio extracelular, em sua forma ativa, a IL-18 forma um complexo com
as duas subunidades do seu receptor (IL-18R) ligado a membrana de células imunes
e inflamatérias, como os linfécitos, macréfagos e células NK (Natural killer), e de
células ndo imunes, como as células epiteliais, 0 que permite a agao dessa citocina
por meio de suas vias de sinalizagao (Thomas et al., 2022; Knorr et al., 2022).

Nesse contexto, a IL-18 esta envolvida na defesa do hospedeiro contra
infeccbes e regula a resposta imune inata e adquirida, assim, a citocina pode
potencialmente induzir atividades inflamatérias e citotoxicas de células imunes,
levanto a autoimunidade (IHIM et al., 2022). Dessa forma, a citocina tem sido
relacionada a lesdo de varios érgéos, bem como em condigdes potencialmente fatais
(Yong et al., 2022).

A IL-18 induz mediadores inflamatérios vasculares, como proteinas de
adeséo celular vascular, e junto com a IL-12 induz a producéo de IFN-y a partir de
células auxiliares Th (Fetter et al., 2023). Sua fungcdo mais conhecida €, justamente,
estimular a producao de IFN-y pelos linfocitos Th1, no entanto linfécitos Th2 também
podem ser influenciados por essa molécula a produzir suas citocinas (Nakanishi et
al., 2018). Ainda, a IL-18, pela ativagcdo do inflamassomo, também pode iniciar
respostas imunes adaptativas Th17, produtoras de IL-17A (Deng et al., 2019;
Martynova et al., 2022).

Ao atuar na via Th1, a IL-18 estimula outras citocinas inflamatérias
independentemente do IFN-y, como o TNF (Novick., 2024). Ainda, na auséncia de
IL-12, e principalmente na presencga de IL-2, conduz respostas Th2, estimulando a
producéo das citocinas IL-14, IL-13 e IL-5 (Muhl et al., 2019).
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Com relagdo a ES, alguns estudos destacaram o aumento sérico da IL-18
em pacientes com a doenga em relagdo aos grupos controle (Scala et al., 2004;
Zhang et al.,, 2016; Lin et al., 2019). De forma semelhante, Scala et al (2004)
também ressaltaram o aumento da IL-18 nos sobrenadantes das PBMC de
pacientes com ES.

No entanto, o papel da IL-18 ainda é controverso (Xu et al., 2019). Kim et al
(2010) destacaram que a IL-18 atenua a producao de colageno dérmico, sendo uma
molécula de relevancia na atenuacao da fibrose na ES. De forma contraria, Kitasato
et al (2004) relataram que a citocina medeia a fibrose hepatica por meio da ativagéo
de células TCD4+ e que esse efeito é bloqueado pelo tratamento anti-IL-18. Zhang
et al (2019) também destacam a relagdo da IL-18 com a fibrose, segundo esse
trabalho a IL-18 potencializa a fibrose pulmonar. Ainda, Artlett et al (2011) ressaltam
que os fibroblastos pulmonares de pacientes com ES liberam o triplo de IL-18 em
relagao as células de individuos sadios.

Dessa forma, percebe-se que o papel da IL-18 na ES ainda nao foi
totalmente elucidado, porém esta claro que certos membros da familia de citocinas
da IL-1, como a IL-18, podem produzir respostas fibroticas (Artlett, C., 2018). Com
isso, & evidente a necessidade de mais estudos com relacdo a essa citocina na

esclerose sistémica.

Figura 2 — Papel biolégico da IL-18 e da sua proteina de ligacéo (IL-18BP)
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Fonte: Adaptado de Yong (2022)

Legenda: PAMPS: padrdes moleculares associados a patdgenos; DAMPs: padrdes moleculares
associados a danos; Caspase 1.

2.1.6 IL-18BP

A proteina de ligacao a IL-18 (IL-18BP) pertence a superfamilia Ig e tem seu
MRNA expresso no coragdo, pulmdo e bago, sendo constitutivamente secretada
(Wang, F. 2024). Ainda, a IL-18BP apresenta seis isoformas, no entanto apenas
quatro estdo presentes em bibliotecas de cDNA humano, as IL-18BPa, IL-18BPb,
IL-18BPc e IL-18BPd, sendo a IL-18BPa a isoforma que apresenta maior afinidade
com a IL-18 humana (Kim et al., 2024; Wang., 2024).

A IL-18BP é um chamariz da IL-18, em que atua como um antagonista
soluvel natural de alta afinidade a citocina (Wang et al., 2023). Essa ligagéo de alta
afinidade bloqueia a interagdo da IL-18 com seu receptor na superficie celular e,
eventualmente, inibe as vias de sinalizagédo da citocina (Park et al., 2022) conforme
retratado na segéo b da figura 2.

Consequentemente, a IL-18BP pode ser considerada como um regulador

negativo da IL-18 (Somm; Jornayvaz., 2024) Assim, é visto que o IFN-y, liberado
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pela IL-18, atua no aumento da expressdo génica e da sintese da IL-18BP, o que
indica que a relacdo entre a citocina e sua proteina de ligacédo se enquadra na
categoria de loop de feedback negativo (Dinarello et al., 2013).

Dessa forma, a produgao eficiente de IL-18BP pode neutralizar o excesso de
IL-18 nas células e antagonizar a inflamagao patoldgica (Wang et al., 2023). No
entanto, o desequilibrio entre entre a IL-18 e a IL-18BP resulta em uma atividade
descontrolada da IL-18, o que impulsiona sindromes de ativagdo de macréfagos
autoinflamatdrios (Kim et al., 2023).

No contexto da ES, um estudo realizado por Nakamura e colaboradores
(2016) destacou o aumento sérico da IL-18BP em pacientes com ES em
comparagao ao grupo controle, ressaltando que a presenga da proteina de ligacao
pode estar envolvida no processo de dano e hipertensdo pulmonar nos pacientes.
De forma contraria, Zhang et al (2018), a partir de experimentos envolvendo
camundongos em um modelo de fibrose pulmonar, relataram que a IL-18BP atuou
como um agente anti-fibrético, atenuando a fibrose pulmonar induzida por
bleomicina. Nos estudos de Zhang e colaboradores a IL-18 atuou de forma
pré-fibrotica e a inibicdo da acdo dessa citocina pela IL-18BP proporcionou a
reducao da fibrose pulmonar.

Nessa perspectiva, o estudo do papel da IL-18BP e da sua regulagdo em
condigdes inflamatérias e autoimunes podem contribuir para novos caminhos para
abordagens terapéuticas (Sedimbi et al., 2013). Dessa forma, fica evidente a

necessidade de mais pesquisas acerca da IL-18BP no contexto da ES.

2.1.7 Diagnostico

O diagndstico da ES tem por base a observacédo das manifestagdes clinicas
e a investigacao laboratorial de perfis de autoanticorpos, no entanto a expressao
heterogénea desta doenca representa um desafio, particularmente no que diz
respeito a um diagndstico no inicio do curso da doenga e a previsao do envolvimento
grave de 6rgéos internos (Jerjen et al., 2022; Volkmann et al., 2023).

No contexto atual, devido a auséncia de um padrao ouro para o diagnoéstico
da ES, sdo comumente utilizados os critérios publicados em 2013 pela American
College of Rheumatology (ACR) e pela European League Against Rheumatism

(EULAR), assim, com base nesses critérios propostos a ES é diagnosticada por
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meio de um sistema de pontuagdo que envolve aspectos clinicos — espessamento
da pele/dedos usando o escore de pele de Rodnan modificado, fendmeno de
Raynaud e complicagbes pulmonares —, bem como aspectos laboratoriais —
presenca de autoanticorpos anti-Scl70 e anti-RNAPIlIl —. Os pacientes cuja
pontuacdo total excede 9 sao classificados como portadores de ES definitiva
(KOWALSKA-KEPCZYNSKA., 2022; Adigun et al., 2024; Rutka et al., 2022).

Porém, apesar da especificidade e sensibilidade estimadas em 90% e 91%,
respectivamente, vale ressaltar que esses critérios sdo mais voltados para a
classificagdo e investigagdo da doencga, assim, o uso clinico dos critérios de
classificagdo ACR/EULAR de 2013 pode levar a um possivel reconhecimento tardio
da ES (Rutka et al., 2022; Lee; Pope., 2016; Lepri et al., 2022). Ainda, a presenga de
sindromes sobrepostas, a triagem de autoanticorpos negativos e as apresentagoes
variaveis da doenga contribuem para o aumento da complexidade do diagndstico da
ES (Efrimescu et al., 2023).

2.1.8 Tratamento farmacolégico

Com relagdo ao tratamento farmacolégico dos pacientes com ES, até o
presente momento ndo ha nenhum agente que modifique o curso natural da doenga
universalmente aceito, sendo geralmente determinados tratamentos de acordo com
a extensao e a gravidade das manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes
(Adigun et al., 2024; Raja; Denton, 2015).

Assim, o recurso terapéutico farmacoldgico empregado € referido como
tratamento baseado em érgaos, em que o objetivo é tratar e preservar a fungédo dos
orgaos afetados. Dessa forma, dada a imensa complexidade clinica da ES, o
tratamento ndo € padronizado e existe uma heterogeneidade consideravel nas
abordagens terapéuticas para a ES (Gumkowska-Sroka et al., 2023; McMahan et al.,
2021; Ministério da Saude, 2022).

Nessa perspectiva, sdo utilizados agentes como imunossupressores,
vasodilatadores, como os antagonistas da endotelina e os bloqueadores dos canais
de calcio (BCC), antagonistas alfas adrenérgicos, inibidores da fosfodiesterase,
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), bloqueadores do receptor

da angiotensina Il (BRA) e glicocorticbéides na tentativa de aliviar ou reduzir a
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sintomatologia das manifesta¢des clinicas (Sampaio-Barros et al., 2013; Adigun et
al., 2024; Raja; Denton, 2015).

Os bloqueadores dos canais de calcio (BCC) e antagonistas dos receptores
da angiotensina |l (BRA), podem ser utilizados na clinica no contexto do fRy, no
entanto, em casos em que [-bloqueadores s&o usados, a troca para um
medicamento alternativo deve ser tentada, visto que esses agentes podem
exacerbar os sintomas de Raynaud. Ainda, o vasodilatador iloprosta, analogo da
prostaciclina, aumenta a cicatrizagdo de ulceras ativas e antagonistas do receptor de
endotelina, como a bosentana, diminuem o aparecimento de novas Uulceras
(Sampaio-Barros et al., 2013; Adigun et al., 2024; Denton et al., 2016).

Agentes antiarritmicos e anti-hipertensivos sao utilizados nos pacientes que
apresentam envolvimento cardiaco, sendo indicado tratamento como BCC
(nifedipina, nicardipina), IECA (captopril), amiodarona e carvedilol. Em casos com
envolvimento renal, a terapia com um IECA oferece a unica oportunidade para um
bom resultado na crise renal da esclerodermia (CRE), no entanto o uso profilatico
com essa classe de medicamento ndo é recomendado, pois néo previne a CRE e
esta associado ao aumento da morbidade e mortalidade. Ja com relacdo aos
pacientes com ES que apresentam problemas gastrointestinais, os inibidores da
bomba de prétons, como o omeprazol, e antagonistas do receptor H2 da histamina
sdo recomendados para o tratamento do refluxo gastroesofagico e da disfagia
(Adigun et al., 2024; Sampaio-Barros et al., 2013; Denton et al., 2016).

Os glicocortioides (GC), anti-inflamatorios e também imunossupressores, sao
amplamente usados para o tratamento de doengas inflamatérias e autoimunes
devido a seus efeitos imunomoduladores. No entanto, a sua eficacia no contexto da
ES ainda tem sido discutida (Adigun et al., 2024; Almeida et al., 2018).

O metotrexato (MTX) é um imunossupressor que deve ser a primeira opgao
de tratamento das manifestagdes cutdneas em pacientes com ES, esperando-se a
melhora do espessamento subcutdaneo. Ainda, recomenda-se 0 uso da
ciclofosfamida para o tratamento de manifestagées cutaneas graves em pacientes
com ES (Sampaio-Barros et al., 2013; Ministério da Saude, 2022).

A ciclofosfamida e o micofenolato mofeti (MMF) sdo os agentes
imunossupressores mais frequentemente utilizados para a doenca de pele e
pulmonar dos pacientes com ES (Adigun et al., 2024). O estudo de Tashkin et al

(2006) destacaram que o uso de ciclofosfamida oral em pacientes com a doenca
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pulmonar intersticial (DPI) associada a ES por doze meses teve um efeito benéfico
significativo, embora modesto, na fungado pulmonar e no espessamento da pele dos
pacientes. No entanto, Tashkin e colaboradores (2016), relataram que o MMF foi
melhor tolerado quando comparado a ciclofosfamida.

O uso de MMF (de sédio ou mofetila) no tratamento das manifestacdes
pulmonares da ES ndo consta nas indicagdes aprovadas em bula pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) no Brasil, assim, estes medicamentos nao
foram preconizados no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para a ES
de 2022 (Ministério da Saude, 2022).

Estudos sugerem que o anticorpo monoclonal tocilizumabe (TCZ), bloqueador
do receptor da IL-6, pode tratar de forma eficaz a DIP em pacientes com EScd
relativamente precoce, porém n&o se sabe como a terapia com tocilizumabe se
compara ao tratamento com terapias existentes ja existentes (Khanna et al., 2016;
Roofeh et al., 2021). Em 2021 esse anticorpo monoclonal foi aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para diminuir a taxa de declinio da fungao pulmonar
nos pacientes com ES a partir dos resultados do ensaio clinico de fase Ill de Khanna
e colaboradores (2020), que demonstraram melhorias na fibrose da pele, n&o
estatisticamente significativas em comparagado com o placebo utilizado, e um menor
declinio na fungao pulmonar. No Brasil, no entanto, esta restrito para o tratamento da
artrite reumatodide (AR) (Ministério da Saude, 2016).

Outro anticorpo monoclonal, rituximabe (RTX), anti-CD20 que esgota as
células B periféricas, tem sido estudado no contexto do tratamento da ES e indicado
nos casos de espessamento cutdneo como opgao terapéutica em situagdes em que
0os pacientes nao respondem ao metotrexato (Volkmann et al., 2023;
Sampaio-Barros et al., 2013). Vilela e colaboradores (2016) destacaram que, em
concordancia com estudos anteriores, o RTX é uma terapia segura e eficaz para o
tratamento de formas graves de ES, entretanto indicam a necessidade de mais
estudos com a inibicdo de células B como terapia para ES em estagios iniciais da
doenca.

Distler et al (2019) conduziram um estudo que demonstrou os beneficios do
anticorpo monoclonal nintedanibe associado ao MMF em pacientes com grave
comprometimento da fungdo pulmonar. O nintedanibe inibe varios receptores,
incluindo receptores do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR) e receptores do

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Esse anticorpo monoclonal foi
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aprovado pela FDA para tratar doengas pulmonares intersticiais fibrosantes crénicas
e no Brasil a medicagado antifibrética foi aprovada pela Anvisa, em 2019, para o
tratamento da fibrose pulmonar idiopatica (FPI). No entanto, o tratamento com
nintedanibe n&o foi associado a melhorias na pontuagao da pele nem a dispneia
autorrelatada, ndo sendo usado frequentemente como terapia de primeira linha para
ES associada a DPI. (Fala et al., 2023; Ministério da Saude et al., 2019; Volkmann et
al., 2023).

Nesse contexto, percebe-se que os desenvolvimentos em reumatologia e
imunologia clinica tém colaborado para compreensdo dos principais mecanismos
responsaveis pela fisiopatologia da ES, o que possibilita o estudo de novos alvos
terapéuticos (Gumkowska-Sroka et al., 2023). Entretanto, mesmo com avangos no
contexto atual, o tratamento para os pacientes com ES continua sendo desafiador
(Volkmann; Bukiri, 2022).

Dessa forma, fica claro a necessidade de mais estudos voltados a
investigacao de novos agentes terapéuticos para a ES. Com isso, considerando que
as citocinas sédo importantes mediadores quimicos na comunicagado celular e na
fisiopatologia da ES, € de grande valia o estudo acerca da citocina pro-inflamatdéria
IL-18 e da sua proteina de ligagao, IL-18BP, no contexto da busca por novas formas

de tratamento para a esclerose sistémica (Cutolo et al., 2019; Kany et al.,2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a IL-18 e sua proteina de ligagao, IL-18BP, como potenciais alvos

terapéuticos para a esclerose sistémica.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o potencial imunomodulador da IL-18 em células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes com esclerose sistémica;

- Avaliar o potencial imunomodulador da proteina de ligacdo da IL-18
(IL-18BP), em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de

pacientes com esclerose sistémica.
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo do estudo

O presente estudo é uma pesquisa experimental ex vivo para avaliagdo do
potencial imunomodulador da Interleucina (IL)-18 e da sua proteina de ligagéao,
IL-18-BP, em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com
esclerose sistémica.

4.2 Delineamento do estudo

Figura 4 — Desenho esquematico do delineamento do estudo

Selegao dos pacientes N=15
Coleta de sangue
Condicdo 1: ¢ Condicao 3:
Células (C) (C) + IL-18BP
Cultura de PEMC
Condigao 2: Condigdo 4:
(C) +1L-18 (C) +IL-18 + IL-18BP
Estimulo com IL-18 (1 ng/ml)
e/ou com IL-18BP (3,12 ng/ml)
Dosagens das citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, ELISA sanduiche

IFN-y, TNF

Fonte: A autora (2025)

4.3 Local e periodo do estudo
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O estudo foi realizado no periodo de Novembro/2024 a Janeiro/2025. No
Ambulatério de Esclerose Sistémica do Servico de Reumatologia do HC-UFPE
foram realizadas a seleg¢do, a avaliagao clinica e coleta de sangue dos pacientes
com ES, enquanto os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério
de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), pertencente ao

Nucleo de Pesquisa em Inovagao Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG) da UFPE.

4.4 Populagao do estudo

4.4 1 Pacientes com Esclerose sistémica

Esse estudo foi realizado com 15 pacientes com esclerose sistémica que
sao atendidos e acompanhados no Ambulatério de Esclerose Sistémica do Servigo
de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), selecionados aleatoriamente de acordo com o atendimento do

ambulatério por meio de critérios de inclusao e excluséo:

a) Critérios de inclusdo: pacientes maiores de 18 anos diagnosticados com
esclerose sistémica de acordo com os critérios do American College of
Rheumatology (ACR) e da European League Against Rheumatism (EULAR) que
estejam em acompanhamento no ambulatério de esclerose sistémica do Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas (HC-UFPE).

b) Critérios de exclusdo: pacientes que apresentem outras doengas inflamatérias e
autoimunes reumaticas, além daqueles que estejam com infeccdo ativa. Ainda,
foram excluidos os pacientes que apresentem impossibilidade de coleta e/ou

estejam gestantes.
4.4.2 Coleta de sangue
A partir da selecéo dos pacientes com ES (n=15), foram coletados 9 ml de

sangue total utilizando tubos a vacuo contendo o anticoagulante heparina. Com as

amostras de sangue foram realizados o isolamento e a cultura de PBMC.
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4.5 Ensaios ex vivo

4.5.1 Isolamento e culturas de PBMC

Com as amostras de sangue coletadas, foi realizada a cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC). Inicialmente, as PBMC foram isoladas
a partir do sangue por centrifugacdo com Ficoll Paque™ Plus (GE Healthcare
BioSciences). Foram utilizadas 3x10° de células, as quais foram plaqueadas em
placas de 96 pogos e estimuladas ou ndo com IL-18 e IL-18BP (R&D System) em
quatro diferentes condigdes: células sem tratamento (1), células tratadas com IL-18
a 1 ng/mL (2), células tratadas com IL-18BP a 3,12 ng/mL (3) e células tratadas com
IL-18 e IL18BP simultaneamente (4) (Yoshida et al., 2001; Buffler et al., 2002). As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino em estufa de CO2 de 5% a 37°C. Apéds 48h, as placas foram centrifugadas
para coleta dos sobrenadantes que foram armazenados a -80°C para posterior

dosagem de citocinas.

4.5.2 Estimulos IL-18 e IL-18BP

No presente estudo, as concentragdes utilizadas da IL-18 e da IL-18BP, 1
ng/ml e 3,12 ng/ml respectivamente, foram as menores concentra¢des utilizadas na
literatura, as quais indicaram resultados significativos. Essas foram obtidas a partir
dos trabalhos de Yoshida et al (2001) e de Buffer et al (2002).

4.5.3 Dosagens de citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante das culturas de PBMC foram
quantificadas por ELISA sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando
kits especificos de ELISA Human para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-y e
TNF seguindo as informag¢des recomendadas pelos fornecedores. Os fabricantes e
os limites de deteccao de cada kit utilizado estao listados na tabela 1.

Apos realizagdo da técnica, as leituras das absorbancias foram realizadas
em uma leitora de microplacas AccuSkan FC (Fisher Scientific) no comprimento de
onda de 450nm.
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Tabela 1 — Citocinas avaliadas, fabricantes e limites de detecg¢ao

Citocina Fabricante Limites de detecgao

(pg/mL)

IL-2 Invitrogen 3,9 - 500
IL-4 BD Biosciences 4,7 - 600
IL-6 BD Biosciences 3,9 -500
IL-10 BD Biosciences 7,81 - 500
IL-13 Invitrogen 3,9 - 500
IL-17A Invitrogen 3,9 - 500
IFN-y BD Biosciences 1,95 - 250
TNF BD Biosciences 3,9 - 500

Fonte: A autora (2025)

4.6 Analises dos resultados

As anadlises dos dados foram realizadas no software GraphPad Prism,
versao 8.0 (San Diego, CA). O teste de D’Agostino foi utilizado para avaliagao de
normalidade das amostras. A expressao dos resultados das variaveis continuas dos
niveis séricos de citocinas foi feita pelas médias/desvios-padrao e as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o teste Wilcoxon's signed rank. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.7 Consideragoes éticas

O presente projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), sob CAAE n°
80585524.9.3001.8807 e n° do parecer: 7.156.964 (ANEXO A). Todos os pacientes
incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (APENDICE A). Os dados clinicos, terapéuticos e demograficos foram
obtidos através dos prontuarios e aplicagcbes de questionarios aos pacientes
(APENDICE B).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil clinico dos pacientes com esclerose sistémica

Foram avaliados 15 pacientes com ES do ambulatério de esclerose
sistémica do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), sendo todos do sexo feminino e com média de
idade de 49,4 anos. Para a caracterizagao clinica dos pacientes selecionados, foram
avaliadas as manifestagdes clinicas, o escore de Ronan e os tratamentos utilizados

pelos pacientes. Na tabela 2 seguem os resultados encontrados.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes com ES do estudo (n=15)

Caracteristicas Total Cutanea limitada Cutanea difusa
(n=15) (n=8) (n=7)
Idade (anos) 49,4 52,5 45,85
média (87-73) (87-73) (40-55)
(min-max)
Sexo feminino 15 (100) 8 (53) 7 (46.6)
N (%)
Manifestagoes
clinicas
N (%)
Envolvimento da 15 (100) 8 (100) 7 (100)
pele
Fenomeno de 14 (93.3) 7 (46.6) 7 (46.6)
Raynaud
Ulceras Digitais 6 (40) 4 (50) 2 (28.5)
DIP 6 (40) 3 (37.5) 3 (42.8)
Comprometimento 5 (33.3) 4 (50) 1(14.2)
esofagico
Telangiectasias 4 (26.6) 3 (37.5) 1(14.2)
Miopatia 3 (20) 1(12.5) 2 (28.5)
HAP 2 (13.3) 2(11.1) 0

Artrite 1(6.6) 1(12.5) 0
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Calcinose 1 (6.6) 1(12.5) 0
Escore de Rodnan 8.5 (2-34) 4 (2-7) 19 (10-34)
Mediana (min-max)

Tratamentos

N(%)

IBP 11 (73.3) 5 (62.5) 6 (85.7)
BCC 6 (40) 3 (37.5) 3 (42.8)
MTX 6 (40) 2 (25) 4 (57.1)
AAS 5(33.3) 4 (50) 1(14,2)
BRA 3 (20) 3 (37.5) 0
MMF 3 (20) 0 3 (42.8)
IECA 2 (13.3) 0 2 (28.5)
GC 2 (13.3) 2 (25) 0

Anticorpo 0 0 0

monoclonal

Fonte: Dados da pesquisa (2025)

Legenda: DIP: Doenga pulmonar intersticial; HAP: hipertensao arterial pulmonar; IBP: inibidores da
bomba de prétons; BCC: bloqueadores dos canais de calcio; MTX: Metotrexato; MMF: Micofenolato

mofetil; AAS: acido acetilsalicilico; BRA: bloqueadores de receptores da angiotensina; MMF:
Micofenolato mofetil; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; GC: Glicocorticoide

Como retratado na tabela acima, a maioria dos pacientes recrutados por

esse trabalho foram diagnosticados com o subtipo cutanea limitada da ES (n=8,

53.3%). O envolvimento da pele foi a manifestacao clinica mais relatada, em 100%

dos casos, sendo o fendbmeno de Raynaud a segunda manifestagdo mais observada

nos pacientes (93,3%). Os inibidores da bomba de prétons foram os medicamentos

mais relatados (73.3%), sendo o omeprazol o mais utilizado. Seis pacientes estavam
em uso do MTX (40%), trés em uso do MMF (20%) e dois em uso do GC

prednisolona (13.3%). Nenhum dos pacientes recrutados estava em uso de algum

anticorpo monoclonal.

5.2 Atividade imunomoduladora da IL-18 e da IL-18BP em PBMC de pacientes com

ES

A atividade imunomoduladora da IL-18 e da sua proteina de ligagao,
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IL-18BP, foi analisada em PBMCs de 15 pacientes com ES. Foi observado que as
células estimuladas com IL-18 (1 ng/ml) e com IL-18/IL-18BP (3,12 ng/ml), em
comparacgao as células sem estimulos, apresentaram um aumento estatisticamente
significativo na expressao de IL-6, sendo p=0.0133 e p=0.0019, respectivamente.
N&o houve diferenca significativa entre as duas condi¢des citadas anteriormente.
Ainda, as PBMCs estimuladas apenas com IL-18BP nao apresentaram expressao

estatisticamente significativa dessa citocina (Figura 5).

Figura 5 — Niveis da IL-6 em cultivo de PBMCs estimuladas com IL-18, IL-18BP e
com IL-18/IL-18BP
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Legenda: PBMCs estimuladas nas seguintes condi¢ées: 1. Apenas células; 2. IL-18; 3. IL-18BP; 4.
IL-18 e IL-18BP.

Além disso, observou-se que o estimulo com IL-18, IL-18BP ou
IL-18/IL-18BP nao alterou significativamente a secrecédo das citocinas IL-4, IL-13,
IL-17 e TNF nos sobrenadantes das PBMCs dos pacientes (Figura 6). As citocinas
IL-2, IL-10 e IFN-y foram pouco expressas nas condicdes analisadas, o que

inviabilizou as constru¢des dos seus respectivos graficos.

Figura 6 — Niveis das citocinas IL-14 (A), IL-13 (B), IL-17A (C) e TNF (D) em
cultivos de PBMCs de pacientes com ES
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Legenda: A) expressao da IL-4 nas condi¢bes 1. Apenas células (C); 2. (C) + IL-18; 3. (C) + IL-18BP;

4. (C) + IL-18 + IL-18BP. B) expresséo da IL-13 nas condi¢des 1. Apenas células (C); 2. (C) + IL-18;

3. (C) +IL-18BP; 4. (C) + IL-18 + IL-18BP. C) expressao da IL-17A nas condi¢des 1. Apenas células

(C); 2. (C) + 1L-18; 3. (C) + IL-18BP; 4. (C) + IL-18 + IL-18BP. D) expresséo do TNF nas condigdes 1.
Apenas células (C); 2. (C) + IL-18; 3. (C) + IL-18BP; 4. (C) + IL-18 + IL-18BP.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, a populacdo estudada apresentou caracteristicas
semelhantes a estudos epidemioldgicos da esclerose sistémica, em que as mulheres
sdo as mais afetadas por essa doenga e que a média de idade dos individuos
afetados € de 50 anos. Foi observado, ainda, que o subtipo da ES mais prevalente
neste estudo foi o ESIc, o que corrobora com os achados de Ferreira et al (2022), o
qual observou que a ESlc é o subtipo que afeta mais de 50% dos pacientes com ES
em Pernambuco.

Ainda, ao avaliar o efeito imunomodulador da IL-18 e da sua proteina de
ligagéo, IL-18BP, nos sobrenadantes de cultivos de PBMCs de pacientes com ES, foi
visto que as PBMCs estimuladas com IL-18 e com a citocina associada a sua
proteina de ligagao (IL-18/IL-18BP), concomitantemente, apresentaram um aumento
significativo na expressao da citocina pré-inflamatéria IL-6 em comparagao as
células sem estimulos.

A IL-6 é uma citocina que apresenta uma acao sistémica, sendo considerada
uma citocina-chave no desenvolvimento e perpetuacdo da inflamagao, estando
relacionada com a patogénese da ES (Cardoneanu et al., 2022). De forma
semelhante ao presente estudo, o trabalho de Hasegawa e colaboradores (1999)
destacou o aumento da produg¢do da IL-6 no sobrenadante de cultura de PBMCs de
33 pacientes com ES, bem como o estudo de Dantas et al (2018), que evidenciou o
aumento significativo da IL-6 em PBMCs de pacientes com essa doenca.

O estudo transversal de Ibrahim-Achi e colaboradores (2024), ressalta que
algumas manifestagdes clinicas da ES, como calcinoses, ulceras digitais e risco
cardiovascular, estao relacionadas positivamente com os altos niveis de IL-6. Além
disso, foi observada uma alta expressao dessa citocina na pele de pacientes com
ES (Barnes et al., 2011). Dessa forma, a IL-6 tem sido relacionada a fibrose
progressiva nos pacientes com ES, promovendo a alta produ¢do de colageno por
meio da trans-sinalizagdo de IL-6R, a qual ativa STAT3 e induz o TGF-[3, um fator de
crescimento chave na ativagao de fibroblastos dérmicos da ES (O’Reilly et al., 2014;
Asano., 2017; Rosendahl et al., 2022).

Assim, tendo em vista que as células de pacientes com ES, estimuladas
com IL-18, apresentaram um aumento significativo na expresséo de IL-6, a inibicdo

da IL-18 pode favorecer a diminuicdo dessa interleucina pré-inflamatéria em
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discussdo. De acordo com a literatura, a IL-18 ao se ligar em seu receptor forma um
complexo ternario de sinalizagdo que ativa o fator nuclear-kB (NF-kB),
desencadeando a sintese de mediadores inflamatérios, como a IL-6, a qual € uma
das citocinas inflamatdrias dependentes da ativagdo do NF-kB (Yong et al., 2022;
Brasier., 2010; Oeckinghaus; Ghosh., 2009). Dessa forma, esse mecanismo
molecular pode explicar a relagdo entre a IL-18 e a IL-6, 0 que sugere uma via
interessante para a fisiopatologia da ES e indica a possibilidade da IL-18 como alvo
terapéutico.

Nesse contexto, alguns ensaios clinicos tém desenvolvido medicamentos
com o objetivo de inibir a IL-18, os quais tém por base o uso do antagonista natural,
IL-18BP, anticorpos anti-IL-18 e inibidores do inflamossomo NLRP3 (Zhou et al.,
2020; Lipinski et al., 2023; Coll; Schroder., 2024). No entanto, a maioria dos ensaios
estdo em fase Il e ndo s&o direcionados para o tratamento da ES (Novick., 2024). A
falta desse direcionamento pode estar relacionada a necessidade de mais estudos
acerca dessa citocina e da sua proteina de ligagao no contexto da ES, uma vez que
ha uma dualidade quanto ao papel da IL-18 e da IL-18BP nessa doenga (Xu et al.,
2019).

Com relagdo a inibicdo da IL-18 pela IL-18BP, no estudo de Buffer e
colaboradores (2002) culturas de células NK, estimuladas com baixas concentragoes
de IL-18BP, reduziram a atividade da IL-18 a produzir IFN-y. Ainda, Nold et al (2003)
também observaram que em PBMCs de individuos saudaveis a IL-18BP atuou
inibindo a atividade da IL-18. Da mesma forma, Hong et al (2012) relataram a
inibicdo da acédo da IL-18 pela IL-18BPa, a 2 ug/ml, em PBMCs. No entanto, no
presente estudo, mesmo em presenga da IL-18BP, a 3,2 ng/ml, houve expressao
significativa da IL-6 na condic&o IL-18/IL-18BP.

Por outro lado, também foi visto por essa pesquisa que as PBMCs de
pacientes com ES estimuladas apenas com a IL-18BP, em comparagao as células
sem estimulos e as células estimuladas apenas com IL-18, n&o apresentaram
expressao estatisticamente significativa da IL-6. Nesse caso, o estimulo das PBMCs
apenas com a proteina de ligagcdo da IL-18 ndo desencadeou uma resposta
inflamatdria significativa, o que corrobora com o fato da IL-18BP apresentar um
carater anti-inflamatério (Yong et al., 2022).

Adicionalmente, outro ponto observado neste estudo foi que importantes

citocinas da via Th2, IL-4 e IL-13, ndo apresentaram expressao estatisticamente



48

significativa nas PBMCs de pacientes com ES nas condi¢des tratadas. Com relagéo
a via Th2, trabalhos apontam que a IL-18 pode promover a atuacédo desta via,
principalmente, pelo sinergismo com IL-2 no meio (Novick., 2024; Nold et al., 2003;
El-Mazayen et al., 2004). Em nosso estudo, os cultivos estimulados apenas com
IL-18 ndo apresentaram expressédo estatisticamente significativa das citocinas IL-4 e
IL-13, o que pode estar relacionado a falta do tratamento simultaneo com a IL-2 em
nossa metodologia.

Da mesma forma, a IL-17A, citocina da via Th17, ndo foi expressa de forma
estatisticamente significativa nos cultivos de PBMCs neste trabalho. O estudo de
Cole et al (2020), observou que PBMCs estimuladas com IL-18, juntamente com
IL-12 e estimulagdo de TCR pelo CD28, promoveram a expressao significativa da
IL-17A. Nesse contexto, nosso resultado pode estar relacionado a falta dos
estimulos adicionais.

Com relagdo as citocinas da via Th1 observadas por esse trabalho, as
citocinas IL-2, IL-10, IFN-y e TNF n&o foram expressas de forma estatisticamente
significativa nos cultivos de PBMCs nas condigbes analisadas. No trabalho de
Yoshida et al (2001), PBMCs de individuos saudaveis estimuladas com IL-18 a 1
ng/ml apresentaram expressao significativa das citocinas IFN-y e TNF em
comparagao as ceélulas sem o estimulo, contudo as concentragcées de 10 ng/ml e
100 ng/ml apresentaram maior expressao dessas citocinas, também de forma
significante. Em nosso estudo, o uso da IL-18 a 1 ng/mL néo alterou de forma
significativa as citocinas IFN-y e TNF, o que sugere a necessidade da utilizagao de
maiores concentracdes da IL-18 nos cultivos de PBMCs.

Nessa perspectiva, € importante destacar que no presente estudo as
concentragdes utilizadas da IL-18 e da sua proteina de ligagéo, IL-18BP, foram as
menores concentracdes utilizadas até o momento na literatura, no entanto, ainda
assim foi observado um aumento estatisticamente significativo na secre¢éo da IL-6.
Dessa forma, percebe-se que a possivel utilizacdo de concentracbes maiores
possam favorecer os resultados encontrados por nossa metodologia.

Ademais, vale ressaltar que sao poucos estudos na literatura que relacionam
a IL-18, a IL-18BP e a ES, principalmente com metodologias que envolvam a
imunomodulagdo, o que demonstra o carater inovador do presente trabalho, visto

que € o primeiro estudo brasileiro nesse contexto. Todavia, 0 numero reduzido de
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pacientes (n=15) e a falta de um grupo controle para outras anadlises de
comparacgoes foram limitagdes apresentadas por esse estudo.

Assim, a partir dos resultados discutidos e tendo em vista que a ES é uma
doenca complexa e altamente debilitante, observa-se a necessidade de estudos
futuros para correcdo das limitagdes apresentadas por esse trabalho, bem como
para a melhor compreensao da IL-18 e da sua proteina de ligagao, IL-18BP, como

potenciais alvos terapéuticos para a esclerose sistémica.



50

CONCLUSAO

- A IL-18 e o conjunto IL-18/IL-18BP promoveram o aumento significativo da
secrec¢ao da citocina IL-6 em PBMC de pacientes com ES;

- A IL-18BP, isoladamente, ndo aumentou de forma significativa a secregédo da
IL-6 em PBMC de pacientes com ES;

- A IL-18 e a IL-18BP nao estimularam a secre¢ao das citocinas IL-2, IL-4,
IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-y e TNF em PBMC de pacientes com ES.
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PERSPECTIVAS

Aumentar o grupo de pacientes ES para melhor analise dos efeitos
imunomoduladores da IL-18 e da IL-18BP;

Recrutar individuos saudaveis para formagao de um grupo controle;

Utilizar novas concentracdes da IL-18 e da IL-18BP nos cultivos de PBMC de

pacientes com ES.
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Wntl-DMAds D wuriti- S D Outros D




FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

MAMIFESTACOES CLINICAS (consultar definigies)

Pele Fendmena de Raynaud
1. Sim Ij 1. Sim D
2. Nio 2 Nio

Ulceras digitais {prévias ou atuais) Doenga pulmaonar intersticial
T [ ¥ (]
2. MN3o 2. Nia

Hipertensio arterial pulmanar Artrite (prévia ou atual)
1. Sim D 1. Sim D
2. MNio 2. Nio

Miopatia Comprometimento esofageana
1. Sim D 1. Sim D
2. N3 2. HNio

Crise renal Telangiectasias
1, Sim D 1. Sim D
2. Nio 2. N3o

Calcinose Rodnan:
T ] (1]
2 Mio

HAud: SHAQ:

COMPROMETIMENTO PULMONAR

TOMOGRAFIA DE TORAK

DATA:

PADRAD:

LPNE 2P} 3. PIU provavel
4, Indeterminada para PIU

5. Sem alteragSes

[]

ESPIROMETRIA
DATA:

CVF litros:

CVF % previsto:
DLCO:

ESCALA DE DISPNELA (MRC)
0-dispneia com exercicios intensos

1=dispnela guando caminha rdpido no plane ou sobe ladaira suave D
2-anda mais devagar que pessoas da medma idade no plane ou precisa

parar para respirar

3- dispreia apos andar 90-120m juma guadra) ow apés poucos minutas no

4- ndio sal de casa devido 3 dispnela ou dispnela 0 se vestir

TESTE DE CANMINHADA Data:
Distancia percorrida em metros:
Distancla percorrida % previsto:

COMPROMETIMENTO VASCULAR PERIFERICO

Fendmeno de Raynaud Intensidade do FRy [EVA 0-10 cm)

{ | Sim

{_] NSo

Ulceras atuais ou prévias [ e il em ativid.

{ ) Sim

{_) N3

Microcicatrizes/ pitting scars Caleinose

{ | Sim { ] Sim

{__] W&o {__) Nio

Necrose/amputagio: | présvia par camp wascular

{1 Sim [ ] Sim

{ ) Néo | ] Nio

CAPILARCSCOPIA Data: Reabsorgio de fakanges distais {ndo decormente de amputagio)

Padrda 50: [ )Sim [ )N&o {1 5im

Outros achados: { ] Nio
COMPROMETIMENTO HAP

ECOCARDIOGRAMA  Data: NT-pre-BNP  Data:

PSAP estimada: Valor:

Dilatagdio de cAmaras cardiaas { alterada [ ) normal

TAPSE:

CATETERISMO Data: TESTE DE CAMINHADA Data:

PRAAP: Distancia percorrida em maetros:

RVP: Distancia percorrida % presisto:

Indice cardiaco:

Classe funcional NYHA
| ) Classe I auséneda de sintomas
{ ) Classe II; si

I oo atividads

| ) Classe I sintomas com athvidades menos intensas gue habituais

[ ) Classe 0 sint
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FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

COMPROMETIMENTO TGI
Esofagite erosiva [ )iGrau & Gastroparesia
{ ) sim [ )GrauB { ) sim
[ [ VGrauC { ] Nio
[ )GrauD
Ectasia vascular antral Anemia Data:
{ ] Sim i) %im Hb=
|} Nio | ] MNio Ht=
Dismaotilidade esofageana Supercrescimento bacteriano
{ 15im | )5im
(LT [T
Mecessidade de sonda nasoenteral ou gastrostomia Albumina sérica = Data:
1 ] Sim Resultado:
[
COMORBIDADES
HAS o Dislipidemia Dioenga arterial coronariana
{ ] Sim [ ) Sim [ 1 5im [ ) 5im
{__] Néo [ ) Wio () Wio [ ) Nio
Hipatireoidismo Doenga renal crinica Tabagisma Etilisma
{ ] Sim [ ) Sim | ] 5im [ ) 5im
{ ) Nie { ] Mo [ ] Nio [ ) NEo
Carga tabagica:
MEDICACEHES [uso atual)
1. 5im 2. Nio 3. Nio sabe informar
BCC IECA BRA AAS
| |Mresipna |:| i) I:I { ] Lesartan( | |:| |:|
| § Aol ping Capap Walmrtan
| ) Diltages il
| | varspami Enalap
L]
i1
Earmpr
L
Pentouifiling |: Sikdenafil ou Tadalafila — Bosertana ou Ambrisentana |:| Cilostanol D
Metotrexato Azatiopring Micofenolato Ciclofosfamida
C Ol O
— | ) venosa
Hidroxichorogquina Leflunamida Corticolde AINE
L] = O []
| | Predrisolona
— i)
Dirie atuak
(1 Procinétlen — Colecalcifercl
| | Omeprazal [ Bromapnida |:|
| | Pameprazel [ 1 | Bampesidons L]
| |Essmepuanl { 1 Memclopramids
| | Deilanpoprazal
| | Wenoprambe
Rituximabe Tocilizumabe Irikidor de JAK G
D D { ) Tofacitinibe D EI
{ ) Baricitinibe
[ ] Upadacitinibe
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FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

Outros

ESQUERDO

DIREITO
0 [1

011 (2 ([3

Dedos

Dorso das maos

Antebraco

Brago

Face

Tdrax anterior

Abdome

Coxa

ESCORE DE RODINAM:

Perna

Dorso dos pés
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FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

HAQ - Health Assessment Questionnaire

Sem Pouca Muita LEL]
Atividade dificuldade | dificuldade | dificuldade | consegue
L] 1 F 3

Maiar
valor

1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos
sapatos e abotoar as roupas
2. Lavar sua cabeca 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 & boca um copo ou sicara chelo de café,
leite ou dgua
7. Abrir um saco (calxa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos
9. Subir 5 degraus

10. Lawar e secar seu corpa apds o banho
11. Tomar banho de chuveiro
12. Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitdrio

13. Levantar os bragos e pegar um objeto de
aproximadamente 2,5 quiles que estd posicionado

pouco acima da cabega
14. Curvar-se para pegar roupas no chio

15. Segurar-se em pé no &nlbus 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 dnibus

20. Realizar tarefas tals como usar vassoura para
varrer & ou rodo para a agua

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAG)

Na semana passada, quanto o3 seus problemas com o Fendmeno de Raynaud (dedos que alternam de cor entre
roxe, palido & vermelho pelo fric) interferiram nas suas atividades?

Nenhumincdmode 0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, guante os seus problemas com as feridas nos dedos Interferiram nas suas atividades?
Nenhumgravidade 0 1 2 3 4 5 & 7 B8 9 10 Gravidade extrema

Ma semiana passada, guanto os seus problemas gastrointestinais interferiram nas suas atividades?
Nenhumgravidade 0 1 2 3 4 5 & 7 B 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, guanto os seus problemas com os pulmaes interferiram nas suas atividades?
WNenhumador @ 1 2 3 4 5 & 7 &8 9 10 Gravidade extrema

Na semana passada, guanto 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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ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS DA UFPE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
:‘{CE UNIVERSIDADE FEDERAL DE QW"P
PERNAMBUCO - HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: NOVOS DERIVADOS TIAZOLI]DiNICOS: AVALIACAO DO EFEITO
IMUNOMODULADOR E ANTIFIBROTICO NO CONTEXTO DA ESCLEROSE
SISTEMICA

Pesquisador: MARIA EDUARDA DE OLIVEIRA GONCALVES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 80585524.9.3001.8807

Instituigao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: FINANCIADORA DE ESTUDOS E PROJETOS - FINEP
FUNDACAO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 7.156.964

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa da doutoranda MARIA EDUARDA DE OLIVEIRA GONCALVES,
orientada pela Prof. Dr?. Maira Galdino da Rocha Pitta e co-orientada pelo Prof. Dr. Anderson Rodrigues de
Almeida e Profa. Dr?. Michelly Cristiny Pereira. Tem por finalidade a elaboracéo de tese a ser apresentada
ao Programa de Pés-graduagdo em Inovagéo Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco.

O estudo sera do tipo transversal descritivo e analitico a ser realizado no ambulatério de pesquisa clinica do
Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco / HC/UFPE,
com a particpacao de 60 individuos, maiores de 18 anos.Serdo divididos em dois grupos: 30 pacientes com
esclerose sistémica acompanhados no Ambulatério de Pesquisa Clinica do Servico de Reumatologia do
HC/UFPE, selecionados aleatoriamente. O grupo controle sera composto por 30 voluntarios saudaveis, que
néo tenham histéria clinica ou diagnéstico de esclerose sistémica ou de outras doencas inflamatérias
autocimunes, submetidos a cirurgia plastica no Hospital das Clinicas da UFPE.

Serdo excluidos os individuos que apresentarem associagdo de outras doengas inflamatérias autoimunes
reumaticas; gravidez; infeccdo ativa, impossibilidade de coleta.

QO procedimento técnico envolvera coleta de sangue dos participantes com tubo contendo o

Endereco: Av._Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C, térreo, 1° sala a esquerda do corredor administrativo

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh hc-ufpe@ebserh.gov br
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anticoagulante heparina, para posterior isolamento das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). As PBMCs isoladas serdo estimuladas ou ndo com anti-CD3 e anti-CD28 e expostas ou ndo aos
tiazolidinicos (TZD). Apos 48 horas em cultura celular sera recuperado os sobrenadantes que serdo
armazenados a -80°C para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. Serao realizadas biopsias de pele
de individuos portadores de ES e coleta de pele remanescente de cirurgia plastica no Servigo de Cirurgia
Plastica do HC-UFPE, apés os voluntarios aceitarem doar as sobras de pele. Apds o isolamento, os
fibroblastos cutaneos serdo plaqueados para realizacdo da imunofluorescéncia, onde sera avaliado a
possivel atividade antifibrética dos TZDs frente a expressdo de alguns fatores de crescimento. Extrato
proteico dos fibroblastos serdo utilizados para avaliar os niveis de expressdo proteica p.ex, do TGFR,
PSMADZ2/3 por Western blotting. As analises de dados serdo realizadas usando o software GraphPad Prism,
versao 8.0 (San Diego, CA) e o valor de p < 0.05 sera considerado estatisticamente significativo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral:

Avaliar a atividade imunomoduladora e antifibrética ex vivo de novos derivados tiazolidinicos (TZDs) em
células de pacientes com esclerose sistémica e in vivo em modelo experimental de ES.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

-RISCOS:

Coleta de sangue e biopsia de pele (em pacientes com esclerose sistémica) que pode ser desconfortavel e o
braco pode ficar dolorido e apresentar hematoma no local da coleta. Caso haja formagdo de hematoma o
profissional ira retirar o torniquete e agulha imediatamente e, em seguida, sera realizada no local
compressdo durante dois minutos. A aplicagcdo de gelo sera feita no local da coleta com intuito de atenuar a
dor. E sera feito um curativo no local realizado a bidpsia de pele. Em caso de danos ocasionados por
qualquer procedimento envolvendo a pesquisa o paciente tera direito a assisténcia integral e gratuita no
momento da coleta pelo profissional. Existe riscos de eventual quebra de sigilo e um eventual dano ou perda
de prontuario fisico. Entretanto, desde o inicio medidas serdo tomadas para minimiza-los. Os dados serdo
manuseados apenas pelo

pesquisar principal, sob identificagdo do sistema de codigos para garantir o sigilo dos individuos incluidos na

pesquisa e as fichas clinicas fisicas preenchidas serdo armazenadas em

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C, térreo, 1* sala a esquerda do corredor administrativo
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pastas de arquivos em armarios fechados com cadeado, no qual a chave ficara apenas em posse do
pesquisador principal, no Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica Suely Galdino, na Universidade
Federal de Pernambuco, endereco: Av. Jorn. Anibal Fernandes, Cidade Universitaria, Recife - PE, por um
periodo minimo de 5 anos.

- BENEFICIOS

O paciente sera submetido a uma avaliagado clinica e, em caso de detec¢do dealgumaalteracdo sugestiva de
doenca autoimune, havera encaminhamento para um acompanhamentoadequado, além da contribuicdo de
maneira geral para a melhor compreensdo do mecanismo da doenga, guiando as equipes de saude para
maior sucesso no tratamento da doenca tornando as instituicdes responsaveis mais especializadas no
estudo da ES. Com isso, a comunidade de pacientes acometidas pela doencga que frequentam o HC/UFPE
podem se beneficiar através do bem-estar

social que a instituicdo promove. Nao havera beneficios diretos para os participantes por se tratar de um
estudo observacional, mas que podera haver beneficios para sociedade com o incremento do conhecimento

cientifico a respeito do tema em estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os principais medicamentos utilizados no manejo da ES s&o corticosteroides, metotrexato,
ciclofosfamida,micofenolato mofetil, imunoglobulina intravenosa, bloqueadores dos canais de calcio,
antagonista doreceptor de entotelina A e bloqueadores da enzima conversora de angiotensina, sendo
necessario o uso deterapias combinadas devido aos mecanismos limitados frente a complexidade das
manifestagdes clinicas da ES. Os farmacos utilizados para o tratamento na ES séao direcionados para o
alivio sintomatico e a associagdo de classes terapéuticas € comum. Os efeitos dos vasodilatadores,
bloqueadores do canal de calcio,

inibidores da fosfodiesterase, antagonistas da endotelina, corticosteroides e imunossupressores, sdo
considerados parciais e diminuindo a eficacia @ medida que a doenca progride (fibrose), além dos efeitos
colaterais. Portanto, se faz necessario a pesquisa continua por novas alternativas terapéuticas como as
tiazolidinedionas (TZDs) quanto a seus mecanismos de modulagao do sistema imunolégico e atividade
antifibrotica, demonstrados em estudos in vitro e in vivo, o que as elege como possiveis agentes
terapéuticos a serem investigados para a ES.

Consideragées sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

estdo adequados
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

APROVADO

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/10/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2404606 .pdf 12:13:15
Outros termodecompromissoeconfidencialidade| 09/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito

pesquisadorHCassinado.pdf 10:56:31 DE OLIVEIRA
GONCALVES
Orgamento Orcamento?2.pdf 09/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
10:54:19 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Cronograma CronogramaZ2.pdf 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
11:29:43 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros FichaClinicaES .pdf 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
11:27:56 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
TCLE / Termos de  [tclemaiores18pacienteHC . pdf 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:25:15 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
TCLE / Termos de  |tclemaiores18pacienteHC.docx 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:25:02 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
TCLE / Termos de  [tclemaiores18controleHC. pdf 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:24:51 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
TCLE / Termos de  |tclemaiores18controleHC.docx 08/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:24:37 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
Outros DanielNeridaMatta2.pdf 07/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
15:04:30 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Projeto Detalhado / |projetodetalhado2.docx 07/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Brochura 15:03:23 |DE OLIVEIRA
Investigador GONCALVES
Projeto Detalhado projetodetalhado2.pdf 07/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
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/ Brochura projetodetalhado2.pdf 15:02:.51 |DE OLIVEIRA Aceito
Investigador GONCALVES
Folha de Rosto folhaDeRosto2 pdf 07/10/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
15:02:16 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros cartarespostapendencias.pdf 17/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
11:30:32 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Projeto Detalhado / |projetodetalhado.pdf 17/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Brochura 11:30:02 |DE OLIVEIRA
Investigador GONCALVES
TCLE / Termos de [ TCLEMaiores18_Pacientes.pdf 17/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:29:43 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
[Auséncia
TCLE / Termos de [ TCLEMaiores18_Controles.pdf 17/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
Assentimento / 11:29:29 |DE OLIVEIRA
Justificativa de GONCALVES
Auséncia
Outros CartaAnuenciaHC.pdf 13/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:18:41 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros CARTA_ANUENCIA_NDC_SAME .pdf 13/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:16:41 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros declaracao_vinculoPPGIT .pdf 13/08/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:15:34 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros 1DOUlInovaArbo.pdf 11/06/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
15:05:04 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros AndreaTavaresDantas.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:29:00 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros MoacyrJesusBametodeMeloRego pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:28:31 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros MichellyCristinyPereira.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:28:16 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros MariaEduardadeOQliveiraGoncalves.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:27:58 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros MairaGaldinodaRochaPitta.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:27:43 |DE OLIVEIRA
GONCALVES
Outros KarenSteffaniSilvaFlorencio.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:27:25 |DE OLIVEIRA
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Outros KarenSteffaniSilvaFlorencio.pdf 12/04/2024 | GONCALVES Aceito
21:27:25

Outros DanielNeridaMatta.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:27:02 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros AngelalLuziaBrancoPintoDuarte. pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:26:41 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros AndersonRodriguesdeAlmeida.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
21:26:05 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros CartaDeAnuenciaReumato.pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
16:42:51 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros CartaDeAnuencaCirgPlastica_assinado. | 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
pdf 16:42:36 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Outros CartaAnuenciaNUPIT .pdf 12/04/2024 | MARIA EDUARDA Aceito
16:42:14 |DE OLIVEIRA
GONCALVES

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RECIFE, 14 de OQutubro de 2024

Assinado por:
Ana Caetano
(Coordenador(a))
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