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1. INTRODUÇÃO  

 
A esclerose sistêmica (ES) é uma doença caracterizada por graus variáveis de 

disfunção vascular, fibrose cutânea e visceral e auto-anticorpos circulantes. O 

acometimento pulmonar (intersticial ou vascular) associado à doença é atualmente a causa 

mais importante de mortalidade na ES (1). A etiologia da esclerose sistêmica é 

desconhecida, embora fatores ambientais e genéticos tenham sido implicados na 

suscetibilidade à doença (2). 

As principais características histopatológicas da ES são deposição excessiva de 

colágeno e dano microvascular. Os mecanismos levando a essas alterações não são 

completamente compreendidos, mas a ativação do sistema imune parece desempenhar um 

papel central nesse processo. Em fases iniciais da doença, um infiltrado mononuclear 

consistindo primariamente de linfócitos T e macrófagos foi identificado (3, 4). A ativação de 

células T CD4+ Th2 na pele leva à produção de grandes quantidades de interleucina-4 (IL-

4), que promove a produção de fator de crescimento transformador beta (TGF-β) por 

macrófagos, que, por sua vez, leva à ativação e proliferação dos fibroblastos (5). Células T 

CD8+, que predominam no lavado bronquíolo-alveolar (LBA) de pacientes com alveolite 

fibrosante associada à ES, também produzem principalmente IL-4 (6). A expansão 

oligoclonal de células T tem sido relatada em biópsias de pele (7), no LBA (8, 9) e sangue 

periférico (8, 9) de pacientes com ES. Esses achados provavelmente refletem a proliferação 

e expansão de clones específicos de células T em resposta a certos antígenos, sugerindo 

que a esclerose sistêmica seja uma doença auto-imune associada à imunidade específica 

contra antígenos próprios (5). As células T reconhecem antígenos através do acoplamento 

do receptor da célula T (TCR) com peptídeos antigênicos ligados a moléculas do MHC 

(complexo de histocompatibilidade principal), presentes na superfície de células 

apresentadoras de antígenos. 

Os TCRs mais freqüentemente expressados por células T periféricas são compostos 

por cadeias α (alfa) e β (beta), cada uma delas sendo constituída por uma região variável e 
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uma constante. As regiões variáveis das cadeias α e β são constituídas pelo rearranjo dos 

seguintes segmentos gênicos: variável (V), diversidade (D, somente cadeias beta) e junção 

(J) (10). Esses segmentos gênicos apresentam variantes polimórficas (alelos), que podem 

afetar a capacidade de produzir TCRs específicos ou modificar sua especificidade 

antigênica, influenciando, portanto, o repertório de receptores de células T. O repertório de 

TCRs tem um papel central no desenvolvimento das respostas imunológicas, e variações 

nos genes que codificam os TCRs podem estar relacionadas ao surgimento de doenças 

auto-imunes (11). 

Há poucos estudos abordando os polimorfismos genéticos dos segmentos gênicos 

dos TCRs na ES (12, 13). Nenhum desses estudos avaliou polimorfismos em genes 

codificando as cadeias variáveis beta (Vβ) dos TCRs. No presente estudo foram analisados 

dois polimorfismos em dois diferentes segmentos gênicos codificadores de cadeias varáveis 

beta (TCRBV). O primeiro polimorfismo estudado está localizado no segmento TCRBV20S1 

(denominado TRBV30 pelo HGNC – HUGO Gene Nomenclature Committee (14)) e resulta 

de uma substituição de nucleotídeos (citosina por timina) que cria um códon de terminação 

(stop codon) dentro do segmento gênico. Indivíduos homozigotos para esse alelo nulo (aqui 

denominado de alelo 2, mas previamente conhecido como TCRBV20S1A2P (15), BV20S1*4 

(16) ou Vβ18C (17)) são incapazes de produzir TCRs usando cadeias Vβ20, o que resulta 

na ausência de células T Vβ20+ no sangue periférico (17). Um nível intermediário de 

células T Vβ20+ funcionais é observado no sangue periférico de indivíduos heterozigotos 

para esse polimorfismo (18). 

O segundo é um polimorfismo de um único nucleotídeo (substituição de citosina por 

timina) localizado dentro da região espaçadora de 23 pares da seqüência de sinal de 

recombinação (SSR) do segmento gênico TCRBV3S1 (TRBV3-1 na nomenclatura do 

HGNC (14)). Essa variante alélica está associada com o nível de células Vβ3.1+ no sangue 

periférico (19). Indivíduos homozigotos para o alelo 1  têm uma baixa freqüência de células 

T Vβ3.1+ (em torno de 1% das células CD3+ CD4+), enquanto indivíduos homozigotos para 
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o alelo 2 têm maior quantidade dessas células (8,1% em média) e heterozigotos têm uma 

freqüência intermediária (em média 4,7%) (19). 

Numa tentativa de identificar novos marcadores de suscetibilidade para esclerose 

sistêmica, foram estudadas as freqüências desses dois polimorfismos em pacientes com 

esclerose sistêmica, sendo essas comparadas com as freqüências observadas em 

indivíduos hígidos provenientes da mesma população.    



 

 

16

 

2. REVISÃO DA LITERATURA  
 
 
 
2.1 A esclerose sistêmica  

2.1.1 A esclerose sistêmica e o dano cutâneo e visceral  

A esclerose sistêmica (ES) é uma doença difusa do tecido conjuntivo caracterizada 

por graus variáveis de fibrose cutânea e visceral, presença de auto-anticorpos no soro dos 

pacientes e vasculopatia de pequenos vasos (1, 20). As estimativas mais atuais de 

prevalência da ES na população americana situam-se entre 240 e 286 casos por milhão de 

habitantes, consideravelmente mais elevadas do que estimativas baseadas em estudos 

prévios (21, 22). É mais freqüente em mulheres do que em homens, em proporções que 

variam de 3:1 a 14:1 em diferentes estudos (22). Ocorre em todas as faixas etárias, mas o 

pico de incidência ocorre na vida adulta dos 35 aos 54 anos (23). O dano cutâneo é 

geralmente a manifestação mais marcante da doença, mas pode estar ausente em alguns 

pacientes. O acometimento visceral, que ocorre em graus variáveis, afeta 

predominantemente os pulmões, trato gastrintestinal, coração e, eventualmente, os rins. 

As manifestações cutâneas são caracterizadas por espessamento, endurecimento e 

aderência da pele aos planos profundos, assim como a perda de anexos. Os locais mais 

afetados são as extremidades e face, mas a pele do tronco também é acometida na forma 

difusa da doença. Histopatologicamente, há um extenso e desordenado depósito de 

colágeno na pele. Também se observa um infiltrado inflamatório constituído principalmente 

por linfócitos, macrófagos e eosinófilos, principalmente nas fases iniciais da doença. 

Calcificações subcutâneas, denominadas calcinoses, são observadas freqüentemente nas 

mãos e superfícies extensoras das articulações. Teleangiectasias, que são formações 

vasculares aracneiformes que desaparecem sob pressão, podem estar presentes, 

principalmente em mãos e face (24).  
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A vasculopatia da ES é caracterizada clinicamente pelo fenômeno de Raynaud (FR) 

e por eventos isquêmicos verificados nas extremidades (cicatrizes digitais puntiformes, 

reabsorção de extremidades e amputações digitais) (25). Observam-se importantes 

alterações na morfologia e funcionalidade de capilares da pele: dilatação e perda de alças 

capilares; trombose e lentificação de fluxo sanguíneo. Essas anormalidades podem ser 

facilmente observadas através da capilaroscopia periungueal (26). O grau das alterações 

observadas na capilaroscopia periungueal associa-se com a gravidade e a atividade da 

doença cutânea e visceral na ES (27).  

A doença pulmonar, seja por fibrose intersticial ou por doença vascular, é 

atualmente a maior causa de mortalidade na ES (1). Provas de função pulmonar podem 

detectar precocemente reduções significativas de volumes ou capacidade difusional, 

mesmo na ausência de manifestações clínicas ou alterações em outros exames. A doença 

intersticial (alveolite fibrosante) apresenta-se predominantemente com padrão restritivo e 

redução da capacidade difusional em provas de função pulmonar (28). A aparência 

histológica do pulmão na alveolite fibrosante associada à esclerose sistêmica é, em 

aproximadamente 80% dos casos, semelhante à pneumonia intersticial não-específica (29). 

Na tomografia computadorizada de alta resolução pulmonar (TCAR) observam-se graus 

variáveis de faveolamento, padrão reticular, infiltrado em vidro-fosco, linhas septais 

espessadas, bandas parenquimatosas, linhas subpleurais, micronódulos e espessamento 

pleural (28, 30). Pacientes com doença severa apresentam importante redução de volumes 

pulmonares, extensas áreas de faveolamento, bandas parenquimatosas, desorganização 

estrutural e bronquiectasias de tração (31). No entanto, é interessante observar que há 

pacientes com discretas alterações ou mesmo nenhuma anormalidade na TCAR que 

apresentam importantes alterações restritivas em provas de função pulmonar (32, 33).  

A doença pulmonar vascular é caracterizada nas fases iniciais por disfunção e 

ativação de células endoteliais (34). O quadro é sugerido pela redução isolada ou 

desproporcional da capacidade difusional com relação aos volumes pulmonares. Esse é um 

quadro freqüente e geralmente de bom prognóstico, havendo melhora significativa da 
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difusão pulmonar com o passar do tempo em metade dos pacientes (35). No entanto, 

redução severa da capacidade de difusão pulmonar (<55%) sugere fortemente a presença 

de hipertensão arterial pulmonar (35), representando a forma mais grave de envolvimento 

vascular pulmonar e apresentando prognóstico pouco favorável. Nesses casos, observa-se 

histologicamente obliteração ou redução do diâmetro luminal de pequenos vasos 

juntamente com fibrose da média e adventícia e hiperplasia da íntima (34). O diagnóstico de 

hipertensão pulmonar pode ser confirmado por ecocardiografia, mas o diagnóstico de 

certeza é dado por cateterismo cardíaco direito com medição direta da pressão sistólica na 

artéria pulmonar (34).  A hipertensão pulmonar também pode ocorrer em decorrência da 

destruição vascular e hipoxemia que caracterizam os quadros extensos de doença 

intersticial (34). 

O trato gastrintestinal pode ser afetado em quase toda a sua extensão, sendo mais 

freqüentes os sintomas de disfunção do esôfago (principalmente pirose e epigastralgia). 

Esse órgão pode apresentar importantes alterações funcionais e anatômicas, 

caracterizadas principalmente por alteração no peristaltismo e dilatação, respectivamente 

(36). Estudo recente de nosso grupo mostrou que as alterações funcionais observadas na 

cintilografia de trânsito esofágico correlacionam-se fortemente com dilatação de esôfago 

observada na TCAR (37). No intestino delgado, a redução da motilidade pode ser 

assintomática, mas eventualmente pode levar a síndromes de má-absorção (associadas a 

supercrescimento bacteriano), alternância de diarréia e constipação e até a quadros 

pseudo-obstrutivos. No intestino grosso, exames de imagem podem revelar a presença de 

“divertículos de boca grande”, que são geralmente assintomáticos (36).  

 O acometimento cardíaco na ES geralmente é pouco sintomático. Áreas de fibrose 

distribuídas difusamente no miocárdio estão presentes na maioria dos pacientes e são 

atribuídas a lesões por hipóxia e reperfusão associadas ao vasoespasmo de vasos 

coronarianos distais. O eletrocardiograma freqüentemente mostra distúrbios de condução 

(geralmente assintomáticos). Derrame pericárdio pode estar presente em até 40% dos 

pacientes, mas raramente ocorre pericardite clínica ou tamponamento. Disfunção diastólica 
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por relaxamento miocárdico alterado é observada freqüentemente. A presença de sintomas 

de doença cardíaca (dispnéia, dor torácica) e taquiarritmias ventriculares e 

supraventriculares correlaciona-se com mau prognóstico (38).  

Embora alterações histopatológicas renais estejam quase sempre presentes na ES, 

a manifestação clínica relevante é a crise renal esclerodérmica, caracterizada por 

hipertensão acelerada e/ou perda rapidamente progressiva de função renal. As alterações 

laboratoriais encontradas são elevação da creatinina sérica, protenúria, hematúria 

microscópica e eventualmente anemia e trombocitopenia secundárias a processo 

microangiopático nos vasos renais. É uma ocorrência rara, aparecendo geralmente nos 

primeiros quatro ou cinco anos de doença e na forma difusa da doença. Foi no passado a 

maior causa de mortalidade na esclerose sistêmica. Atualmente, o prognóstico desse 

quadro melhorou muito com a introdução dos inibidores da enzima conversora da 

angiotensina no tratamento (39). 

Diversos auto-anticorpos têm sido encontrados no soro dos pacientes. O FAN (fator 

antinuclear) está presente em 80-90% dos pacientes. Pode apresentar padrão centromérico 

na imunofluorescência indireta, presente em mais de 50% dos pacientes com a forma 

limitada da doença (sem acometimento da pele do tronco), sendo bem menos freqüente na 

forma difusa (1, 40). Anticorpos antitopoisomerase I (anti-Scl-70) são mais prevalentes na 

forma difusa (aproximadamente 30%) e estão associados a acometimento cutâneo, 

microvascular e pulmonar mais severo (1, 40). Até recentemente, anticorpos 

antitopoisomerase I eram considerados somente epifenômenos da ativação do sistema 

imune que ocorre na doença, não parecendo desempenhar um papel específico na 

fisiopatogenia da doença (41, 42). No entanto, evidências recentes (43) apontam para um 

possível papel desses anticorpos na ativação de fibroblastos. Outros anticorpos 

identificados no soro dos pacientes são anti-U1-RNP (por vezes considerado um marcador 

da doença mista do tecido conjuntivo), anti-PM-Scl (associado à miopatia inflamatória), anti-

RNA polimerase (que é um marcador associado a envolvimento renal e mau prognóstico), 

anti-Th/To (associado à forma limitada da doença, à hipertensão e fibrose pulmonares), e 
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anticorpos antifibrilarina/U3-RNP (associado à miosite, à hipertensão pulmonar e ao 

acometimento renal) (1, 40). Os últimos quatro anticorpos citados apresentam-se na 

imunofluorescência indireta como um FAN com padrão nucleolar. Anticorpos antiendotélio, 

que são encontrados em até 2/3 dos pacientes, aparentemente estão relacionados à lesão 

endotelial e à disfunção vascular na doença (42, 44).     

 

2.1.2 A classificação da esclerose sistêmica  

Pacientes com a forma difusa cutânea da doença apresentam espessamento da 

pele no tronco e extremidades, enquanto que na forma limitada cutânea o espessamento da 

pele está restrito às extremidades (principalmente nos quirodáctilos) e/ou face. A forma 

difusa cutânea tem sido tradicionalmente associada a uma evolução agressiva, maior 

prevalência de fibrose pulmonar, acometimento precoce de órgãos internos e à presença do 

anticorpo antitopoisomerase I (anti-Scl-70) no soro. A forma limitada cutânea, geralmente 

de evolução mais lenta e com acometimento cutâneo predominantemente distal, pode se 

apresentar na forma CREST (calcinoses, fenômeno de Raynaud, doença esofágica, 

esclerodactilia e teleangiectasias), freqüentemente associada à hipertensão de artéria 

pulmonar e anticorpo anticentrômero no soro (1, 20). A forma limitada cutânea apresenta 

melhor prognóstico e maior tempo de sobrevida (1, 45). 

Alguns pacientes apresentam alterações sorológicas e em órgãos internos típicas de 

esclerose sistêmica, porém sem evidências de fibrose cutânea. Esses pacientes são 

considerados portadores de esclerose sistêmica sine scleroderma (46, 47). Há também 

pacientes que apresentam alterações cutâneas (principalmente em extremidades), 

sorológicas e microvasculares características da ES, sem, no entanto, preencherem os 

critérios do American College of Rheumatology (ACR) (48) para a doença. Esses pacientes 

são freqüentemente classificados como tendo doença indiferenciada do tecido conjuntivo, 

que pode representar fases iniciais ou formas limitadas da doença (49). Aplicando-se 

estritamente os critérios diagnósticos propostos pelo ACR, 101 pacientes de um total de 
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259 deixariam de ser classificados como portadores de esclerose sistêmica numa série 

canadense (50). Em estudo prévio de nosso grupo (27), observou-se que 16% dos 

pacientes também não preenchiam os critérios estabelecidos pelo ACR para esclerose 

sistêmica. Tem havido uma tendência crescente na literatura de considerar esses pacientes 

como casos definidos de esclerose sistêmica (20, 50, 51). Nesse sentido, LeRoy e Medsger 

publicaram artigo sugerindo que pacientes com fenômeno de Raynaud associado a 

alterações na capilaroscopia periungueal ou a auto-anticorpos específicos para ES (e que 

não apresentassem espessamento cutâneo) fossem considerados como apresentando a 

forma limitada de esclerose sistêmica (51).  

Quadros de esclerose sistêmica também podem ocorrer em sobreposição com 

diversas outras doenças difusas do tecido conjuntivo, como artrite reumatóide, lúpus 

eritematoso sistêmico, polimiosite, dermatomiosite e síndrome de Sjögren (20). Sharp et al. 

(52) sugeriram que a combinação de características de esclerose sistêmica, lúpus 

eritematoso sistêmico e polimiosite, associada necessariamente à presença de anticorpo 

contra antígenos nucleares extraíveis sensíveis à ribonuclease (atualmente conhecido como 

anti-U1-RNP), representaria uma entidade clínica distinta conhecida como doença mista do 

tecido conjuntivo (DMTC). No entanto, diversas evidências colocam em dúvida esse 

conceito. Entre essas evidências, destacam-se o fato da DMTC depender da presença de 

um auto-anticorpo específico para seu diagnóstico, a observação de que grande parte dos 

pacientes evolui para esclerose sistêmica, a constatação de que as características 

esclerodérmicas da DMTC não respondem a glicocorticóides, a presença do anti-U1-RNP 

em outras doenças difusas do tecido conjuntivo e a observação de que alterações 

microvasculares típicas de esclerose sistêmica e dermatomiosite estão freqüentemente 

presentes (49).    
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2.1.3 A etiologia da esclerose sistêmica  

 A etiologia da esclerose sistêmica não é conhecida, mas fatores genéticos e 

ambientais parecem contribuir significativamente para a suscetibilidade à doença. Nos 

parágrafos seguintes, apresentamos uma breve discussão dos fatores de risco identificados 

para a doença. 

  

2.1.3.1 As bases genéticas da esclerose sistêmica 

 A predisposição genética para a esclerose sistêmica é sugerida pelas seguintes 

evidências: agregação familiar dos casos, fatores étnicos, modelos animais de esclerose 

sistêmica, associação da doença com determinados alelos do HLA (human leukocyte 

antigen, antígeno leucocitário humano) e associações com polimorfismos genéticos.  

 A agregação familiar é sugerida pela observação de que aproximadamente 1,5% 

dos casos de esclerose sistêmica ocorrem em familiares de primeiro grau de pacientes com 

ES (53-55). O fato de ter um familiar de primeiro grau com esclerose sistêmica é o maior 

fator de risco identificado para esclerose sistêmica, apesar do risco absoluto para os 

membros da família ser baixo (< 1%) (54). A ocorrência de ES e de outras doenças auto-

imunes, principalmente lúpus eritematoso sistêmico, numa mesma família também tem sido 

relatada (54). Um estudo de gêmeos também fornece evidências sobre a genética da ES 

(56). Nesse estudo, a concordância entre gêmeos idênticos foi de apenas 4,2%, enquanto 

que entre gêmeos dizigóticos foi de 5,6%. Interessantemente, houve 90% de concordância 

para a produção de fator antinuclear entre os gêmeos monozigóticos e 40% para os 

dizigóticos (independentemente da presença da doença) (56). Anticorpos antinucleolares 

são encontrados com maior freqüência em familiares e mesmo cônjuges de pacientes com 

ES (57), o que, juntamente com a concordância semelhante entre gêmeos monozigóticos e 

dizigóticos, sugere a possível influência de fatores ambientais. 

 Características étnicas estão associadas a diferenças na freqüência e apresentação 

da doença (2, 21). A maior prevalência de ES até agora observada numa população 
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geneticamente isolada é a apresentada pelos índios Choctaw americanos (4.690 casos por 

milhão), a maioria dos casos com a forma difusa da doença (58). Afro-americanos parecem 

ter maior incidência e doença mais grave e precoce do que caucasóides (2, 21). Pacientes 

de origem hispânica e japoneses também parecem, de modo geral, ser acometidos por 

formas mais agressivas da doença (2). Obviamente, o impacto das características étnicas é 

multifatorial, representando uma combinação de influências genéticas, socioeconômicas e 

ambientais (2). 

Entre os modelos animais de esclerose sistêmica, destacam-se os desenvolvidos 

em camundongos tsk1 (tight skin mice 1), tsk2 e os galináceos UCD-200. Nos 

camundongos tsk1, a alteração genética observada é a duplicação do gene da fibrilina-1 

(localizado no cromossomo 2), que é uma glicoproteína constituinte das microfibrilas 

elásticas presentes na matriz extracelular. Esses camundongos desenvolvem fibrose 

cutânea sem um infiltrado inflamatório significativo, não desenvolvendo as alterações 

microvasculares da ES e apresentando enfisema pulmonar em vez de fibrose. 

Camundongos tsk1 apresentam produção aumentada de colágeno e produzem alguns 

anticorpos específicos da esclerose sistêmica, alterações que parecem ser dependentes da 

atividade de células Th2 e da produção de IL-4 (59). Camundongos tsk2 apresentam uma 

mutação (localizada no cromossomo 1) diferente da observada em camundongos tsk1, 

apresentando fibrose cutânea associada a um importante infiltrado inflamatório 

mononuclear (60). Os galináceos UCD-200 (Universidade da Califórnia em Davis) 

desenvolvem um quadro apresentando todo o espectro de anormalidades da esclerose 

sistêmica: apoptose precoce de células endoteliais, infiltração linfocítica perivascular da 

pele e de órgãos internos, fibrose tecidual, anticorpos antinucleares e antiendotélio (61). A 

doença parece ter um padrão autossômico recessivo de herança genética (62).  

A relação dos genes do complexo de histocompatibilidade principal (MHC ou HLA, 

em humanos) com a esclerose sistêmica tem sido avaliada em estudos caso-controle em 

diferentes populações. De modo geral, as associações observadas são de fraca intensidade 

e variam conforme a população estudada, envolvendo alelos ou haplótipos de HLA-DR2, 
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HLA-DR3, e HLA-DR11 (revisado por Tan e Arnett (54)). No entanto, associações mais 

fortes são observadas entre os genes do HLA e o perfil de auto-anticorpos dos pacientes. 

Por exemplo, anticorpos anticentrômero têm sido associados a haplótipos que contêm os 

alelos DQB1*0501 e DRB1*0101 do HLA-DR1, enquanto anticorpos antitopoisomerase I 

foram associados a alguns alelos e haplótipos do HLA-DR2, DR5 e DR11 (54). Como as 

moléculas do MHC estão envolvidas na apresentação de antígenos aos linfócitos T, as 

associações observadas provavelmente refletem o envolvimento dessas células na 

patogênese da doença (53).  

Diversos polimorfismos genéticos de nucleotídeo único ou de inserção/deleção têm 

sido associados à suscetibilidade para esclerose sistêmica (revisado por Assassi e Tan 

(63)). Polimorfismos relacionados aos genes produtores de agentes imunológicos como 

TNF-α (fator de necrose tumoral alfa), MCP-1 (proteína quimiotática para monócitos-1), IL-

1α (interleucina-1 alfa), CTLA-4 (antígeno de linfócito T citotóxico-4), CD19, KIR (receptor 

de células assassinas naturais) têm apresentado associações positivas com ES em alguns 

estudos. Polimorfismos envolvendo genes responsáveis por agentes vasoativos, como as 

enzimas conversora da angiotensina (ECA) e óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), 

também foram associados à doença. No entanto, os resultados inicialmente positivos 

freqüentemente não são confirmados em estudos posteriores testando os mesmos 

polimorfismos, como ocorreu com os polimorfismos da IL1-α, CTLA-4, ECA e eNOS (63). 

Dois estudos realizados em amostras européia e japonesa de pacientes, analisando 

polimorfismos do gene do TGF-β1 (fator de crescimento transformador beta-1), mostraram 

associação de uma substituição de timina por citosina na posição +869 (T869C) com a 

doença (64, 65), enquanto um estudo semelhante realizado na população coreana teve 

resultados negativos (66).  

Há várias explicações possíveis para a baixa reprodutibilidade dos resultados 

relativos aos polimorfismos genéticos (63). A estratificação da população é uma das causas 

apontadas para a observação de associações espúrias. Esse problema ocorre quando a 

doença é mais freqüente em uma subpopulação específica (geneticamente diferente da 
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população geral), que estaria excessivamente representada entre os casos. Pode advir 

igualmente de uma miscigenação recente quando a freqüência do alelo testado é diferente 

da originalmente observada na população (63).  

O desequilíbrio de ligação com outros genes situados em loci próximos pode 

contribuir para a variabilidade nos resultados dos estudos testando polimorfismos genéticos 

(63). Por exemplo, o HLA-DRB1*0101 mostrou-se significativamente associado à presença 

de anticorpos anticentrômero (54). Por outro lado, polimorfismos do promotor do gene do 

TNF-α (o alelo C na posição −1031 e o alelo A na posição −863) mostraram-se também em 

associação com a presença de anticorpos anticentrômero, mas com intensidade mais forte 

do que o HLA-DRB1*0101 (63). Há fortes evidências de um importante desequilíbrio de 

ligação entre polimorfismos do promotor do TNF-α e haplótipos do HLA, ambos localizados 

no cromossomo 6 (67).  Portanto, é possível que a associação entre o HLA-DRB1*0101 e 

anticorpos anticentrômero seja, na verdade, devida ao desequilíbrio de ligação com o 

polimorfismo do promotor do TNF-α (63). 

Outro fenômeno complicando a interpretação de estudos genéticos na esclerose 

sistêmica é que múltiplos alelos de um mesmo lócus (heterogeneidade alélica) ou de 

diferentes loci (heterogeneidade de lócus) são responsáveis pelo risco aumentado para o 

desenvolvimento da doença (63). Isso ocorre porque variações genéticas associadas a 

doenças de estabelecimento relativamente tardio permitem a transmissão dos genes às 

próximas gerações antes do estabelecimento da doença, potencialmente aumentando o 

número de genes de suscetibilidade na população. Portanto, o efeito total das influências 

genéticas pode ser diluído entre múltiplos loci, de forma que o risco calculado para um 

determinado alelo seja relativamente baixo (razão de chances ≤ 1,5). Por outro lado, se um 

determinado alelo confere um risco relativamente grande para uma doença, a freqüência 

desse alelo será baixa devido a pressão seletiva negativa. Por essas razões, genes 

candidatos à suscetibilidade para a esclerose sistêmica podem não ser devidamente 

identificados por falta de poder estatístico (63). Adicionalmente, a heterogeneidade de lócus 

e alelos e diferentes pressões seletivas podem fazer com que, em diferentes populações, 
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diferentes genes ou combinações de genes possam ser responsáveis pelo risco de 

desenvolver a doença.  

      

2.1.3.2 A influência dos fatores ambientais e agentes infecciosos no risco para 

esclerose sistêmica  

 Há evidências indicando que fatores relacionados à exposição ambiental e a 

agentes infecciosos também podem desempenhar um papel na etiologia da doença.   

 Agentes infecciosos, bacterianos e virais têm sido implicados como possíveis fatores 

no desenvolvimento e progressão da esclerose sistêmica. Entre os agentes bacterianos 

potencialmente envolvidos, o Helicobacter pilory tem sido associado a fenômeno de 

Raynaud primário (68). Também observou-se que pacientes com ES, apesar da prevalência 

semelhante de infecção por H. pilory, apresentam mais freqüentemente cepas virulentas 

dessa bactéria (69). Entre os agentes virais, o citomegalovírus (CMV) tem sido estudado 

pela sua associação com doenças vasculares. Neidhart et al. (70) observaram prevalência 

significativamente maior de sorologia positiva para CMV em pacientes com esclerose 

sistêmica, em comparação a pacientes com artrite reumatóide e osteoartrose. O CMV 

infecta o endotélio vascular, levando a lesões na camada íntima, dano esse semelhante ao 

que ocorre na esclerose sistêmica. É possível que haja mimetismo molecular entre 

antígenos do CMV e proteínas expressas pelas células endoteliais, o que levaria à 

produção de anticorpos que, em reação cruzada, lesariam as células endoteliais (68). Outra 

hipótese é que a infecção pelo CMV ative células microquiméricas (células T fetais ou de 

doador adquiridas durante uma gestação ou transfusão sanguínea, respectivamente), 

desencadeando a doença (68). Além do CMV, o parvovírus B19 tem sido implicado como 

um possível fator na etiologia da ES (68). No estudo de Ferri et al. (71), DNA de parvovírus 

B19 foi encontrado na medula óssea em 12 de 21 pacientes com ES, contra nenhum 

detectado nos 15 controles. DNA de parvovírus B19 também foi encontrado mais 

freqüentemente na pele de pacientes com ES do que em controles (72).     
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 Diversos agentes ambientais têm sido relacionados à esclerose sistêmica através da 

realização de estudos caso-controle ou da observação de evidências ecológicas (73). 

Indícios apontando para o aparecimento de fenômeno de Raynaud e de características 

semelhantes às da esclerose sistêmica em trabalhadores expostos ao cloreto de vinil 

surgiram a partir da década de 1930 (73). A exposição à sílica foi apontada como forte fator 

de risco para a doença, apesar de haver estudos com resultados negativos (2, 73). 

Suspeitas de que implantes de silicone pudessem predispor à ES não foram confirmadas 

por uma metaanálise abrangendo 12 estudos (74). Os solventes orgânicos (derivados do 

petróleo, thinners e outros) têm se apresentado como fatores de risco para ES na maioria 

dos estudos publicados (73). A exposição a resinas epóxi e pesticidas não se associaram 

significativamente à ES em estudos caso-controle (73).   

 
 
 
2.2 O papel dos linfócitos na resposta imune e o receptor de célula T  

2.2.1 Os linfócitos T e a regulação da resposta na resposta imune  

 O principal marcador da linhagem das células T é o receptor de célula T (TCR). De 

acordo com o TCR, as células T são divididas em αβ (alfa-beta) e γδ (gama-delta). 

Aproximadamente 95% dos linfócitos T são αβ e 5% são γδ (75). As células T αβ são 

divididas em duas populações, de acordo com a presença de marcadores na membrana: 

CD4+ e CD8+. As células T CD4+ são conhecidas como linfócitos T helper (Th) e estão 

envolvidas na promoção de atividades de imunidade celular e humoral. As células T CD8+ 

exercem predominantemente atividades de citotoxicidade. As células T CD4+ reconhecem 

antígenos específicos (apresentados por células apresentadoras de antígenos e geralmente 

de origem exógena a essas células) associados a moléculas do MHC de Classe II, 

enquanto os linfócitos T CD8+ reconhecem antígenos intracelulares ligados a moléculas de 

MHC de classe I. Uma pequena proporção de células αβ não expressam CD4 nem CD8, 

sendo denominadas duplo-negativas (75). 
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 Entre as células CD4+, dois grupos de linfócitos (Th1 e Th2) são identificados, 

diferenciados pelas funções e perfil de citocinas liberadas. As células Th1 secretam 

predominantemente interleucina-2 (IL-2) e IFN-γ e estão envolvidas principalmente no 

estímulo às atividades de imunidade celular (isto é, citotoxicidade direta e estímulo à 

atividade dos macrófagos), sendo importantes no combate a patógenos intracelulares e 

células tumorais. As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e TGF-β, estando 

envolvidas principalmente no estímulo à ativação e proliferação de linfócitos B, o que leva à 

produção de anticorpos (imunidade humoral). De modo geral, as resposta imunes são 

polarizadas em Th1 ou Th2, o que ocorre em parte porque o IFN-γ  inibe a atividade das 

células Th2, enquanto a IL-10 inibe a atividade Th1 (75, 76). Mais recentemente, 

descreveu-se um novo grupo de linfócitos, conhecidos como Th17, que se desenvolvem a 

partir de exposição do linfócito T naive (não previamente apresentado a antígenos) ao TGF-

β e IL-6 e se caracterizam pela produção de IL-17. Essa citocina tem importante ação pró-

inflamatória, e acredita-se que os linfócitos Th17 tenham função na proteção contra 

bactérias e fungos, havendo também evidências significativas de seu envolvimento em 

processos auto-imunes (77). 

 As células γδ representam uma pequena proporção dos linfócitos circulantes (≤5%), 

mas estão presentes em proporção muito maior em superfícies epiteliais (principalmente 

nos intestinos) e sítios inflamatórios (78). A maioria dessas células é duplo-negativa (CD4− 

e CD8−), embora algumas poucas possam ser CD8+ (75). Células γδ estão geralmente 

presentes em dois subgrupos, a maioria expressando Vδ2 e uma minoria (<30%) 

expressando Vδ1 no sangue periférico (9, 79). Essas células parecem ter um papel efetor 

nas respostas auto-imunes, não apenas produzindo citocinas, mas principalmente através 

de atividade citotóxica dependente e independente da presença de moléculas do MHC. No 

entanto, essas também exercem influências reguladoras sobre a resposta imune, estando 

possivelmente associadas à indução de tolerância imunológica no intestino e 

imunorregulação na pele (78, 80). 
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 Existe uma enorme variedade de antígenos aos quais o sistema imune pode 

responder, o que é gerado pela diversidade de especificidades antigênicas dos receptores 

das células T (TCRs). Portanto, é inevitável que alguns clones de células T (cada um com 

seu próprio TCR) possam reconhecer auto-antígenos e gerar auto-imunidade. Para evitar 

que isso aconteça, são necessários processos que garantam a eliminação ou inibição dos 

linfócitos T auto-reativos. Esses processos são conhecidos como autotolerância. Há dois 

mecanismos principais de autotolerância: a seleção central e a tolerância periférica 

(revisado por Jlang e Chess (81)). 

 A seleção central ocorre no timo, onde as células T imaturas começam a expressar 

TCR, após migrarem a partir da medula óssea. No timo, as células epiteliais e outras 

células apresentadoras de antígenos disponibilizam uma grande variedade de 

autopeptídeos ligados a moléculas do MHC (complexo de histocompatibilidade principal). 

Os linfócitos T com TCRs de afinidade suficiente para alguns desses peptídeos sobrevivem 

(seleção positiva), enquanto que linfócitos com afinidade muito baixa morrem. Um segundo 

processo, denominado seleção negativa, leva à eliminação de células T com receptores 

com alta afinidade pelos auto-antígenos. A seleção negativa é considerada o principal 

mecanismo de autotolerância. Por fim, somente 3% dos linfócitos sobrevivem às seleções 

positiva e negativa e deixam o timo para povoar os órgãos linfóides. Apesar da baixa e 

intermediária afinidade por autopeptídeos, os TCRs desses linfócitos podem apresentar 

afinidade elevada por antígenos externos (permitindo as atividades de imunidade protetora) 

e, eventualmente, por auto-antígenos que não são normalmente apresentados no timo 

(denominados antígenos crípticos) (81, 82).          

  A tolerância periférica do sistema imune tem por objetivo evitar que células auto-

reativas que sobrevivem à seleção central tornem-se linfócitos efetores nos tecidos (81-83). 

Um dos mecanismos dessa regulação compreende avidez e duração da ligação do TCR 

com o complexo antígeno-MHC: uma ligação de alta afinidade e grande duração favorece 

ativação e proliferação, enquanto uma ligação fraca e rápida favorece apoptose da célula T 

(81). Outros tipos de interações, envolvendo moléculas co-estimuladoras, também têm 



 

 

30

 

função reguladora. Por exemplo, a ligação do ligante do CD40 (CD40L, presente em células 

T ativadas) com seu receptor (o CD40) é essencial para a ativação dos linfócitos B, 

monócitos e células dendríticas (81, 83). A ligação do CD40L com o CD40 promove a 

expressão de CD80/CD86 (B7) nas células-alvo (81). Quando o CD80/CD86 (B7) interage 

com o CD28 (presente nos linfócitos T), ocorre ativação dos linfócitos T (81, 83). Em 

contraste, a interação do complexo B7 com CTLA-4 (nos linfócitos) leva à anergia ou 

tolerância imunológica (81, 83).       

 Outros mecanismos de regulação do sistema imune envolvem a atividade de células 

NK (natural killer), células CD4+ reguladoras (Tregs) e células CD8+ supressoras (81, 84). 

As células NK são supressores “naturais”, estando presentes no repertório imune antes da 

ativação dos linfócitos T por antígenos, atuando nas imunidades primária e inata. Em 

contraste, as células CD8+ supressoras funcionam principalmente nas fases de imunidade 

secundária (adaptativa) e de memória, ativando-se experimentalmente somente após 

reestimulação por antígeno ou superantígeno (81, 84).  As células CD4+ reguladoras 

exercem atividades inibitórias nas imunidades inata e adaptativa (85).     

                 Os linfócitos NK são células envolvidas na imunidade celular por citotoxicidade 

direta contra células tumorais ou microrganismos invasores que apresentam determinados 

glicolipídios e que não têm moléculas de MHC de classe I na sua superfície (81). Elas 

podem ser CD4/CD8 negativas (duplo-negativas) ou CD4+ e expressam TCRs αβ, que 

consistem em cadeias alfa invariáveis (Vα24Jα18, também denominadas Vα24JαQ) em 

combinação com cadeias Vβ11 em humanos (86, 87). Células NK CD4+ produzem IL-4, IL-

10 e IL-13 (citocinas que promovem respostas imunes tipo Th2) (86, 88), mas podem 

também produzir citocinas com um perfil Th1 (88). No entanto, células NK CD4/CD8 

negativas têm um perfil exclusivamente Th1 (produzindo principalmente IFN-γ e TNF-α) (86, 

88). Isso explica por que células NK podem promover respostas Th2 em algumas situações 

e Th1 em outras (86-88). No diabete melito, células NK exercem atividade protetora pela 

secreção de citocinas com perfil Th2 (81, 86). 
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 Células CD4+ reguladoras (Tregs) foram inicialmente identificadas como portadoras 

de CD25 na sua membrana. Posteriormente, células CD4+CD25− com atividade reguladora 

também foram identificadas. Outra molécula de membrana, o FOXP3, foi mais 

consistentemente demonstrada como sendo um marcador de células CD4+ reguladoras 

(81, 85). Essas células são capazes de suprimir ou regular a resposta a auto-antígenos em 

imunidade tumoral, transplante de órgãos, alergia e imunidade contra microrganismos (83, 

85). A ativação do TCR é necessária para sua função, mas não é necessário o 

compartilhamento de especificidade antigênica entre a células T reguladora e a célula T-

alvo (82, 83). Essas células parecem suprimir o efeito da IL-2 nas células T-alvo, expressam 

na sua superfície CTLA-4 (molécula de sinalização inibitória que se liga ao complexo B7), e 

freqüentemente atuam através do contato célula a célula para exercer sua atividade 

supressora (81-83, 85). A liberação de IL-10 e TGF-β, que inibem a atividade Th1, também 

parece estar envolvida na atividade supressora desempenhada por essas células (81-83). 

Camundongos que não apresentam células T reguladoras desenvolvem doenças auto-

imunes órgão-específicas (81-83). Em humanos, evidências de anormalidades funcionais 

em linfócitos Tregs foram observadas no diabete melito, esclerose múltipla e artrite 

reumatóide. No lupus eritematoso sistêmico, observa-se redução numérica de Tregs, 

principalmente em pacientes com doença ativa (85).  

 Alguns diferentes subtipos de células CD8+ supressoras têm sido reconhecidos. As 

células CD8+ supressoras Qa-1 restritas atuam inibindo (ou levando à lise celular (84)) 

especificamente células T CD4+ que apresentam interações TCR/antígeno-MHC de 

afinidade intermediária (onde se situam a maior parte das interações de TCRs com auto-

antígenos apresentados) (81, 84). Essas células CD4+ são reconhecidas pelas células 

CD8+ supressoras (através do receptor da célula T) pela expressão do complexo MHC de 

classe Ib/antígeno (proteína Qa-1/antígeno no camundongo e HLA-E/antígeno em 

humanos) na superfície da membrana (81, 84). A proteína Qa-1 pode apresentar grande 

variedade de autopeptídeos e também aloantígenos (84). A regulação por células CD8+ Qa-
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1/HLA-E dependentes é um importante mecanismo atuando na discriminação entre 

próprio/não-próprio e na prevenção de auto-imunidade patogênica no organismo (81, 89). 

 Linfócitos T supressores CD8+CD28− não-Qa-1-dependentes também foram 

reconhecidos (89, 90). Essas células inibem de forma antígeno-específica as células 

apresentadoras de antígenos (dessa forma, impedindo indiretamente a ativação das células 

CD4+), necessitando contato direto célula a célula (90, 91). Células T CD8+CD28− não-

antígeno-específicas que atuam através da liberação de citocinas (IFN-γ, IL-6 e IL-10) 

também foram identificadas, sendo capazes de inibir a proliferação de células CD4+ e 

CD8+ (citotóxicas) antígeno-específicas (91-93).  

    

2.2.2 O receptor do linfócito T (TCR), sua função e a geração da diversidade 

dos TCRs 

Conforme exposto resumidamente acima, as células T são essenciais para geração 

de imunidade celular e humoral. O reconhecimento do antígeno é o estímulo inicial para 

ativação da célula T e leva a proliferação, secreção de citocinas, e realização de atividades 

reguladoras ou citolíticas. A ativação da célula T é mediada por um complexo de proteínas 

transmembrana, mas a especificidade antigênica da resposta da célula T é dada pelo 

receptor da célula T (TCR). O TCR é um heterodímero formado por duas cadeias 

polipeptídicas ligadas entre si por pontes dissulfídicas. Existem dois tipos de TCR: o TCR 

αβ (alfa-beta), formado por uma cadeia (polipeptídeo) alfa e uma beta, e o TCR γδ (gama-

delta), formado por uma cadeia gama e uma delta (Figura 1). As cadeias alfa, beta, gama e 

delta apresentam regiões constantes, que variam pouco de um clone de células para outro, 

e variáveis, que conferem a especificidade para o antígeno e que diferem bastante entre o 

clones celulares (10, 94). Os complexos de αβ e γδ estão ambos associados na membrana 

celular a uma séria de polipeptídeos, coletivamente denominados CD3. O CD3 (que é 

formado por cadeias gama, delta e zeta) é necessário para a “ancoragem” do TCR à 
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superfície da membrana e para a transdução do sinal após reconhecimento do peptídeo 

(94).    

O TCR reconhece o antígeno (peptídeo) quando este está ligado a uma molécula do 

complexo de histocompatibilidade principal (MHC), localizado na membrana de uma célula 

apresentadora de antígeno ou célula-alvo (Figura 1) (10, 95, 96). Cada receptor de célula T 

reconhece somente um ou poucos antígenos de aspecto estrutural muito semelhante. Esse 

reconhecimento leva à ativação de proliferação de um ou poucos linfócitos capazes de 

reconhecer o antígeno, determinando a expansão monoclonal ou oligoclonal da população 

de linfócitos, respectivamente (95). Além da ativação através de peptídeos ligados a 

moléculas do MHC, outros antígenos (denominados superantígenos) podem ativar as 

células T através de um mecanismo diferente (Figura 1). Esses superantígenos (como a 

enterotoxina estafilocócica e a exotoxina estreptocócica) estimulam as células T através da 

formação de uma ponte cruzada entre uma molécula do MHC (de classe II) e o TCR (numa 

região variável da cadeia beta, fora do sítio de ligação com o peptídeo). Aparentemente a 

enterotoxina estafilocócica pode estimular os linfócitos T, até mesmo independentemente 

da presença da molécula de MHC. A ligação com superantígenos não leva à expansão de 

um único clone de linfócitos, mas, sim, à expansão de diversos clones que usam um mesmo 

tipo de cadeia variável beta (Vβ) (10, 97). 
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Figura 1. Ilustração esquemática do TCR alfa-beta e de sua ativação por antígenos 
(Ag) e por superantígenos (SAg). Fonte: LaRoque e Robinson  (10). 

 

A geração da diversidade da especificidade dos TCRs é dada principalmente pela 

variabilidade nas regiões variáveis das cadeias α e β (em células αβ) ou γ e δ (em células 

γδ). Essa variabilidade dos TCRs é gerada principalmente pela seleção e rearranjo de 

diversos segmentos gênicos não-contíguos. No caso das cadeias β e δ, esses segmentos 

gênicos estão divididos em quatro grupos: variável (V), diversidade (D), junção (J) e 

constante (C) (10, 98-100). As cadeias α e γ são produzidas pela recombinação somente de 

segmentos V, J e C (99, 100).  

Os genes que codificam as cadeias beta estão localizados no cromossomo 7q34. A 

maioria dos segmentos Vβ encontra-se concentrada num grupamento principal localizado 

no final 5’ do gene, enquanto os grupamentos de segmentos Dβ, Jβ e Cβ encontram-se 

duplicados e localizam-se no final 3’ do gene do TCR beta. Como mostrado na Figura 2, as 

duas regiões constantes altamente similares (Cβ1 e Cβ2) estão aproximadamente a 10 

quilobases de distância. Aproximadamente 5 quilobases acima de cada uma das regiões 
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constantes estão agrupamentos de segmentos J (Jβ1 e Jβ2). O grupo Jβ1 contém seis 

segmentos funcionais, enquanto o grupo Jβ2 contém sete segmentos funcionais. As regiões 

D (Dβ1 e Dβ2), compostas por um segmento gênico cada, estão localizadas 

aproximadamente 600 quilobases acima de cada uma das regiões Jβ (10, 98).  

 

 

Figura 2. Organização dos segmentos gênicos Dβ, Jβ e Cβ do TCR beta. A maioria 
dos segmentos Vβ, não representados na figura, está localizada na extremidade 5’ do 
complexo gênico. Fonte: LaRoque e Robinson  (10).    

 

A maioria dos mais de 60 segmentos Vβ está localizada no final 5’ do gene do TCR 

β (Figura 3), à exceção do TCRBV20S1, que está localizado na extremidade 3’ do referido 

gene, e dos segmentos órfãos. Os segmentos órfãos são seis segmentos Vβ não-funcionais 

localizados no cromossomo 9. Há também outros segmentos gênicos não-funcionais 

(localizados no final 5’ do complexo gênico do TCR beta), denominados pseudogenes, 

como aqueles pertencentes às famílias TCRBV10 e TCRBV19 (10, 101).  Contando-se a 

presença dos genes órfãos e dos pseudogenes, observa-se que mais de 15% dos 

segmentos gênicos do gene do TCR beta não são funcionais (10). 

Os 65 segmentos gênicos variáveis beta do TCR (TCRBV) estão agrupados em pelo 

menos 25 famílias, baseando-se numa semelhança >75% na seqüência de nucleotídeos. 

As famílias são numeradas seqüencialmente (TCRBV1 a TCRBV25), e loci distintos dentro 

de uma família são designados pela letra S (por exemplo, TCRBV3S1) (10, 102). Mais 

recentemente, o HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) (103) sugeriu nova 

nomenclatura para os segmentos gênicos do TCR beta, onde são identificadas 30 famílias 
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ordenadas de acordo com a posição que ocupam no gene. Nessa nomenclatura, o 

TCRBV3S1 é denominado TRBV3-1, e o TCRBV20S1 passa a denominar-se TRBV30 (14). 

 

 

 

Figura 3. Organização do TCRBV no cromossomo 7. Os diversos segmentos gênicos 
estão em sua maioria na extremidade 5' do gene, à exceção do Vβ20 (localizado na 
extremidade 3’) e dos segmentos órfãos. Fonte: LaRoque e Robinson  (10).  

 

O conteúdo genômico do gene do TCR β pode variar significativamente entre os 

indivíduos devido à presença de polimorfismos genéticos. No entanto, o número de 

polimorfismos detectado no gene do TCR β é bem menor do que aquele encontrado nos 

genes que codificam o HLA. Há somente um número limitado de alelos para segmentos 

gênicos individuais, e os alelos (verdadeiros) que foram caracterizados diferem 
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freqüentemente em um ou poucos resíduos de aminoácidos (15). Há também polimorfismos 

de inserção/deleção e polimorfismos nos quais uma das variantes alélicas é um alelo nulo 

(10). Alguns dos diversos polimorfismos identificados parecem afetar significativamente o 

repertório de receptores de células T, como os polimorfismos do TCRBV20S1 (denominado 

previamente de TCRBV18) (17) e TCRBV3S1 (19). Alguns polimorfismos, no entanto, não 

se traduzem em alterações fenotípicas. Um exemplo disso são os polimorfismos do 

TCRBV12S2 e TCRBV12S3, nos quais a produção das proteínas codificadas pelos 

diferentes alelos não é afetada (104). 

O processo de rearranjo dos segmentos gênicos para a formação das cadeias β do 

TCR ocorre como será descrito a seguir (10). Nos precursores mais primitivos das células T 

na medula, a configuração genômica do DNA é caracterizada pela separação espacial dos 

segmentos gênicos V, D, J e C ao longo de aproximadamente 575 quilobases. Durante a 

maturação do linfócito T no timo, esses segmentos gênicos se rearranjam para justapor os 

segmentos V, D e J. A recombinação é orientada pela presença da seqüência de sinal de 

recombinação (RSS – recombination signal sequence), composta por uma seqüência de 

bases extremamente conservada localizada em uma das extremidades de cada segmento V 

e J e em ambas as extremidades dos segmentos D. A RSS é composta por um heptâmero 

e um nonâmero separados por uma região espaçadora de 12 ou 23 nucleotídeos (Figura 4). 

Enzimas denominadas recombinases reconhecem as RSS, justapõem as cadeias que 

devem ser combinadas (D-J ou V-DJ) e realizam a excisão da seqüência de DNA 

interveniente (junto com as RSS) (Figura 4). Primeiro ocorre a combinação D-J, depois a 

combinação V-DJ e, por fim, a combinação VDJ-C (Figura 5). Após esse processo de 

recombinação, esse DNA é transcrito para o RNA mensageiro (RNAm). Os íntrons 

(segmentos de genes que serão retirados durante o processamento do RNAm) são 

subseqüentemente removidos para formar um RNAm maduro (Figura 5). A tradução desse 

RNAm (sem os íntrons) levará à produção de uma cadeia β funcional. Tipicamente, 

somente um dos dois loci para cadeias β geneticamente herdados é rearranjado da maneira 
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descrita em cada célula (por meio do processo denominado exclusão alélica), de forma que 

as células expressam somente um tipo de cadeia β (10). 

 

 

Figura 4. Mecanismo da recombinação na junção dos segmentos D-J. Fonte: LaRoque 
e Robinson  (10).  
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Figura 5. Rearranjo e recombinação dos segmentos gênicos V, D J e C. Fonte: 
LaRoque e Robinson  (10).  
 
 

Além das diversas possibilidades de recombinação somática dos múltiplos 

segmentos V, D e J, outros mecanismos contribuem para a diversidade da especificidade 

antigênica dos receptores das células T. Há enzimas que adicionam aleatoriamente 

nucleotídeos que não são parte da seqüência genômica nas junções VD, V-DJ e VJ. 

Diversidade adicional é promovida por enzimas que removem nucleotídeos das junções dos 

segmentos rearranjados, sendo ambos os processos responsáveis pelas junções 

imprecisas dos segmentos VD, DJ e VJ. A associação das cadeias alfa com beta e cadeias 

gama com delta é a última etapa no processo da geração da diversidade (10, 99).   

Como os mecanismos geradores de diversidade descritos acima atuam 

principalmente na junção dos segmentos V, D e J, a região codificada por essa junção é 
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que concentra a maior variabilidade no complexo molecular do TCR. Essa região é 

denominada CDR3 (complementary determining region - 3) e é justamente a parte do TCR 

que faz contato com o complexo peptídeo-MHC. A região CDR3 parece conferir a 

especificidade fina do TCR ao reconhecer peptídeos ligados à moléculas do MHC de forma 

bastante restrita e discriminatória. Essas conclusões são suportadas pela observação da 

conservação de CDR3 em TCRs de especificidade antigênica semelhante e pela 

constatação de que TCRs com especificidades diferentes por vezes variam somente na 

região do CDR3 (10).  

 

2.2.3 O repertório de cadeias Vβ nas células T 

 O repertório de receptores de células T periféricas que é utilizado no 

reconhecimento de antígenos é moldado por pelo menos três fatores: a disponibilidade de 

elementos gênicos para as cadeias que compõe o TCR, a seleção tímica e a estimulação 

clonal (18). Primeiramente, polimorfismos nos genes que codificam as cadeias variáveis 

podem resultar em diferenças no número de segmentos gênicos expressos ou em 

alterações na seqüência de aminoácidos do produto do gene. Em segundo, células T 

podem ser selecionadas ou deletadas no timo com base no TCR que apresentam (18). Os 

genes do MHC atuam marcantemente na seleção tímica dos linfócitos, levando à expressão 

preferencial de algumas cadeias α e β, sendo esse o fator mais importante na definição do 

repertório de cadeias variáveis do TCR (105-108). Em terceiro, a exposição de células T 

maduras a antígenos externos na periferia pode estimular a proliferação de células T 

apresentando TCRs que fazem uso de determinadas cadeias alfa ou beta (18). As Figuras 

6, 7 e 8 ilustram a forma comum de apresentar quantitativamente a expressão das diversas 

cadeias Vβ em células T.  

 Malhotra et al. (18) estudaram o repertório de cadeias Vβ dos linfócitos do sangue 

periférico de três famílias que tinham membros com diabete melito. Os autores observaram 

que o padrão de expressão de cadeias Vβ testadas (1-20) variava significativamente entre 
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os indivíduos, mesmo que geneticamente relacionados. Apesar da grande variabilidade 

observada entre os indivíduos, alguns padrões básicos puderam ser reconhecidos: certas 

cadeias Vβ eram freqüentemente expressadas em níveis elevados (Vβ1, 2, 6, 7, 13.1 e 

13.2), outras, em níveis baixos (Vβ10, 11, 12, 15, 16, 17, 18 e 19), e as demais em níveis 

intermediários. Um mesmo individuo testado em duas ocasiões (separadas por um intervalo 

de 21 meses) mostrou um padrão muito semelhante de utilização de cadeias Vβ, o mesmo 

acontecendo com um par de gêmeos idênticos testados simultaneamente. No entanto, a 

utilização de cadeias Vβ foi menos conservada nos gêmeos idênticos do que no mesmo 

indivíduo testado seriadamente, sugerindo que diferentes exposições a antígenos ou efeitos 

da seleção tímica pudessem explicar parte das diferenças observadas. Adicionalmente, os 

autores observaram que, nos indivíduos de uma mesma família, os segmentos gênicos cuja 

expressão mais variava eram o Vβ3 e o Vβ20. Utilizando técnicas de SSCP (single-strand 

conformational polymorphism) e seqüenciamento de DNA para a identificação de 

polimorfismos genéticos, os autores identificaram que um polimorfismo no segmento gênico 

Vβ20 era o responsável pela diferença na expressão de células Vβ20+. No entanto, os 

autores não conseguiram detectar polimorfismos que explicassem a variabilidade na 

expressão de Vβ3 (18). Posteriormente, outro estudo do mesmo grupo, utilizando 

seqüenciamento de DNA e RFLP-PCR (restriction fragment lenght polymorphism-

polimerase chain reaction), detectou um polimorfismo genético associado a importantes 

variações na expressão de Vβ3 (19). 

 Geursen et al. (109) estudaram o repertório de cadeias Vβ (Vβ1-15 e Vβ24) em 

quatro indivíduos de origem européia residentes na Nova Zelândia. Observou-se que as 

cadeias Vβ3, 4, 5, 6, 8 e 13 eram as mais comumente expressadas (aproximadamente 10% 

cada uma delas), enquanto que cadeias Vβ1, 9 e 15 eram menos expressadas. Três 

indivíduos tiveram seu repertório de cadeias Vβ testado de maneira seriada (medições 

feitas nas semanas 0, 5 e 8), e concluiu-se que, de modo geral, o padrão de uso de cadeias 

Vβ não sofria grandes distorções ao longo do tempo. Dentro desse mesmo estudo (109), os 

autores compararam os repertórios de cadeias Vβ em 70 indivíduos de diferentes origens 
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(européia, maori e samoanos). Observou-se que a expressão da maioria das cadeias Vβ 

ocorria de modo semelhante, com elevada expressão de Vβ8, 13 e 4 e baixa expressão de 

Vβ1, 9, 15 e 24 nos três grupos. Exceções a essa observação foram as cadeias Vβ3.2 

(mais expressas em samoanos, sendo as cadeias mais expressas nesse grupo), Vβ5.1 e 

5.3 (mais expressas em europeus).          

 Grunevald et al. (110) compararam a freqüência da expressão de algumas cadeias 

Vβ em linfócitos CD4+ e CD8+ de 24 doadores normais e em quatro amostras de sangue 

derivadas de cordão umbilical. Os autores observaram maior expressão de cadeias Vβ5.1 

(4,8% em linfócitos CD4+ versus 1,5% em linfócitos CD8+), 6.7, 8 e 12 em células CD4+, e 

expressão semelhante de cadeias Vβ5.2, 5.3 e 2.3 em células CD4+ e CD8+. O sangue de 

cordão umbilical mostrou resultados semelhantes para cadeias Vβ5.1, 6.7 e 12, sugerindo 

que as diferenças observadas sejam devidas à seleção tímica e não à expansão clonal por 

exposição a antígenos. 

 Gulwani-Akolkar et al. (106) estudaram a freqüência de expressão de cadeias Vβ12, 

5.2/5.3, 6.7, 8.1/8.2 e Vα2.3 em nove famílias, correlacionando com o HLA dos indivíduos. 

Os autores observaram que, em todas as famílias, os irmãos que apresentavam HLA 

idêntico tinham a expressão mais semelhante das cadeias testadas, enquanto irmãos com 

HLA totalmente díspar apresentavam as maiores diferenças na expressão das cadeias. 

Indivíduos que compartilhavam somente um dos haplótipos do HLA apresentavam um nível 

intermediário de diferença no uso das cadeias V testadas. Adicionalmente, o grau de 

similaridade no uso das cadeias entre irmãos HLA-idênticos foi semelhante ao dos gêmeos 

monozigóticos, sugerindo que o HLA é o mais importante componente genético que 

influencia a freqüência de uso das cadeias variáveis. Comparando-se a expressão das 

cadeias em células CD4+ e CD8+, observou-se o uso preferencial de cadeias Vβ12 e Vβ6.7 

em células CD4+, e de Vβ5.2/5.3 em células CD8+. Quando amostras de sangue de cordão 

umbilical foram examinadas, a mesma tendência foi observada, indicando que células que 

não foram expostas a antígenos exógenos têm o mesmo desvio na expressão de cadeias 

variáveis entre células CD4+ e CD8+. Os autores também mostraram que indivíduos com 
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HLA-B38 (molécula de MHC de classe I) expressavam níveis mais elevados de Vα2.3 entre 

as células CD8+ do que em células CD4+. Em indivíduos que não apresentavam HLA-B38, 

a expressão de Vα2.3 foi semelhante nos dois grupos celulares.  

 Hawes et al. (107) estudaram o repertório de cadeias Vβ e Vα em gêmeos 

monozigóticos utilizando PCR quantitativo. Os autores observaram elevada concordância 

no padrão de expressão de cadeias Vβ (R2 ≈ 0,85) e concordância um pouco menor na 

expressão de cadeias Vα (R2 ≈ 0,62) nos pares de gêmeos, sugerindo uma influência 

predominante das características genéticas sobre o repertório de TCRs. Adicionalmente, os 

autores observaram expressão preferencial de cadeias Vβ3, 9, 12 e 18 em células CD4+; 

Vβ7, 14 e 17 foram expressas preferencialmente em células CD8+. Observou-se também 

que a expressão preferencial de diferentes cadeias Vβ em células CD4+ ou CD8+ 

mantinha-se constante dentro dos pares de gêmeos.    

 O estudo mais amplo e completo sobre o repertório normal de células αβ foi 

realizado por van den Beemd et al. (111). Os autores estudaram o sangue periférico de 36 

indivíduos holandeses hígidos, de vários grupos etários, usando anticorpos monoclonais e 

citometria de fluxo. As freqüências médias da expressão das diversas cadeias β, assim 

como a expressão preferencial das mesmas em células αβ CD4+ ou CD8+, são mostradas 

na Figura 6. Observa-se que as cadeias β mais freqüentemente usadas pertencem às 

famílias Vβ13, 5, 2, 6, 17 e 14, enquanto as menos expressas são Vβ18, 16, 11 e 23. 

Cadeias Vβ1, 7.1, 14 e 23 mostraram expressão preferencial em células CD8+, enquanto 

Vβ2, 5.1, 6.7, 9.1 e 22 foram significativamente mais freqüentes em células CD4+. 

Observou-se que os valores médios da expressão das cadeias Vβ mantiveram-se 

relativamente estáveis nos diferentes grupos etários, mas os desvios-padrão aumentavam 

nas faixas etárias mais elevadas. Isso foi causado pela expansão oligoclonal de células T 

observada em alguns indivíduos idosos. 
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Figura 6. Acima (A), freqüência percentual média (DP) de uso de cadeias Vβ por 
células T αβ no sangue periférico de 36 indivíduos normais de diversas faixas etárias. 
Abaixo (B), o mesmo que acima com as células αβ divididas em CD4+ e CD8+. Fonte: 
van der Beemd et al.  (111).   
                           

 É interessante observar que alguns dos estudos avaliados detectaram, apesar de 

geralmente em níveis baixos, a presença de células Vβ10+ e Vβ19+ no sangue periférico 

dos indivíduos testados (18, 105, 112). No entanto, o produto desses genes não é funcional, 

não sendo possível a formação de TCRs utilizando essas cadeias (10, 101). Diante dessa 

observação, Currier et al. (101) sugeriram que estudos prévios reportando níveis 

significativos de células Vβ10+ e Vβ19+ no repertório de células T deveriam ser 

reavaliados. Em pelo menos alguns dos estudos mais recentes (94, 113-115) sobre o 

repertório de TCRs, a expressão de cadeias Vβ10 e Vβ19 não é mais testada.    
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2.2.4 O repertório de cadeias Vβ de células T reguladoras  

 Fujishima et al. (115) examinaram o repertório de cadeias variáveis beta de linfócitos 

CD4+CD25+ (células CD4 reguladoras) e CD4+CD25− em dois indivíduos normais. Os 

autores observaram que o repertório das células CD4+CD25+ é muito semelhante ao das 

células CD4+CD25−, com a grande maioria das cadeias beta expressa praticamente na 

mesma proporção em ambos os grupos de células. No entanto, havia uma expressão 

aumentada de cadeias Vβ3 entre as células CD4+CD25+ (Figura 7) nos dois indivíduos 

estudados. 

 

 

Figura 7. Repertório de cadeias Vβ de células CD4+CD25+ e CD+CD25− em dois 
doadores normais. Fonte: Fujishima et al.  (115).  
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Ciubotariu et al. (112) estudaram o repertório de células T supressoras CD8+CD28− 

cultivadas antes e após a exposição a xenoantígenos derivados de células apresentadoras 

de antígenos de porco. Os autores observaram que, nas linhagens celulares de células 

CD8+CD28− de um dos indivíduos, a exposição a antígenos de porco provocou expansão 

oligoclonal de células Vβ3, Vβ9, Vβ20 e Vβ23. Em células de outro indivíduo, a exposição a 

diferentes xenoantígenos provocou expansão de células Vβ16 e Vβ23. Em outro estudo do 

mesmo grupo (116), demonstrou-se expansão oligoclonal de células CD8+CD28− 

expressando diferentes cadeias Vβ (variando conforme o indivíduo e os antígenos) após 

exposição a xenoantígenos, aloantígenos e outros antígenos específicos. Antes da 

exposição aos diferentes antígenos, as linhagens celulares CD8+CD28− dos três indivíduos 

testados já apresentavam padrão heterogêneo de expressão de cadeias Vβ (Figura 8). 

Interessantemente, nos três pacientes observa-se baixo uso de cadeias Vβ2 entre as 

células CD8+CD8−.  
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Figura 8. Repertório de cadeias Vβ em células CD8+CD28− de três indivíduos 
normais. Fonte: Pennesi et al.  (116).  

 

Interessantes evidências de que células reguladoras podem fazer uso preferencial 

de determinadas cadeias Vβ em algumas doenças vêm de estudos experimentais. A 

encefalomielite auto-imune experimental (EAE) é uma doença desmielinizante do sistema 

nervoso central mediada por células CD4+ (geralmente Vβ8.2+) que ocorre após 

imunização de camundongos com proteína básica da mielina ou seus fragmentos 

peptídicos.  Kumar et al. (117) observaram que células CD4+ anti-B5 (B5 é um dos 

peptídeos que compõem as cadeias Vβ8.2, sendo um importante determinante antigênico) 

fazem uso predominante de cadeias Vβ14 e, em menor grau, de cadeias Vβ3. A 

transferência de células T CD4+ Vβ14+ anti-B5 foi capaz de prevenir o surgimento de EAE 

em camundongos expostos à proteína básica da mielina. Num estudo posterior do mesmo 

grupo (118), os autores observaram que, em camundongos nos quais a EAE foi induzida, o 

tratamento com anticorpos anti-Vβ14, juntamente com anti-Vβ3, reduziu o nível de células 
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CD4+ Vβ14+ e Vβ3+ em aproximadamente 80% e levou a um curso grave e prolongado da 

doença. Portanto, esses estudos mostram que células CD4+ reguladoras envolvidas no 

controle da EAE fazem uso preferencial de Vβ14 e, em menor extensão, de Vβ3. O uso 

preferencial de um determinado tipo de cadeia Vβ também foi observado no modelo 

experimental de camundongos não-obesos diabéticos (NOD), onde as células CD4+ 

efetoras utilizavam cadeias Vβ4, enquanto as células reguladoras utilizavam Vβ12 (119). 

 

2.3 A patogênese da esclerose sistêmica e o repertório dos linfócitos T 

na doença 

 

2.3.1 A patogênese da esclerose sistêmica e o papel dos linfócitos T e B 

 Apesar dos fatores desencadeantes da esclerose sistêmica não serem 

apropriadamente conhecidos, a seqüência de eventos que se seguem à ativação do 

sistema imune tem sido bastante estudada (revisado por Sakkas e Platsoucas (5)). Nas 

fases iniciais da doença, um infiltrado cutâneo monocelular composto principalmente por 

células T e macrófagos tem sido observado (3, 4). A intensidade do infiltrado se 

correlaciona com o grau e progressão da doença cutânea (3). A proporção de mastócitos 

também está aumentada (120). A produção de interleucina-4 (IL-4) por linfócitos CD4+ Th2 

induz à produção de fator de crescimento transformador (TGF-β, um mitógeno de 

fibroblastos) por macrófagos, células endoteliais e fibroblastos. O TGF-β apresenta pelo 

menos três isoformas, entre elas destacando-se o TGF-β1. O TGF-β leva à ativação e à 

hiperplasia dos fibroblastos e aumenta a síntese de colágeno e fibronectina. Também 

promove indiretamente a inibição da atividade de metaloproteinases e colagenases (121). 

Outra ação do TGF-β é o estímulo à produção de interleucina-1 (IL-1) e do fator de 

crescimento derivado das plaquetas (PDGF) por monócitos e do fator de crescimento do 

tecido conectivo (CTGF) por fibroblastos. O PDGF e o CTGF são mitógenos e ativadores da 

produção de colágeno por fibroblastos. A IL-17, também produzida por linfócitos CD4+ 
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ativados, induz à proliferação de macrófagos, à produção de IL-1 por essas células e à 

expressão de moléculas de adesão em células endoteliais. A IL-1 induz à produção de 

colágeno por fibroblastos e de PDGF por fibroblastos e células endoteliais. A IL-1, o PDGF 

e a interleucina-17 levam ao aumento da produção de interleucina-6 (IL-6) por células T, 

monócitos, células endoteliais e fibroblastos. A IL-6 é um indutor da produção de colágeno 

por fibroblastos e promove a diferenciação dos linfócitos CD4+ em células Th2 (5).  

O dano vascular na esclerose sistêmica é um processo associado à lesão da 

camada íntima de pequenas artérias e arteríolas nos órgãos afetados (122, 123), sendo um 

dos primeiros eventos fisiopatogênicos observados na doença (61). Há evidências de que 

esse processo tem origem primariamente no endotélio (122, 123), que mostra indícios de 

lesão, ativação (desaparecimento de células endoteliais, trombose e duplicação da 

membrana basal de pequenos vasos) (122) e apoptose de células endoteliais (61). A 

ativação de células endoteliais também é sugerida pela expressão de selectina-E, 

endotelina-1 e da molécula de adesão da célula vascular (VCAM-1). A IL-17, diretamente e 

através do estímulo à produção de TNF-α (fator de necrose tumoral alfa, produzido por 

macrófagos), é um importante ativador das células endoteliais, levando à expressão de 

moléculas de adesão e liberação de IL-1 e IL-6 por essas células. A IL-4 e o TGF-β 

liberados nos tecidos inflamados estimulam a fibrose e proliferação da camada íntima das 

arteríolas (5). A liberação de substâncias das plaquetas (como o PDGF) atraídas pelo 

endotélio ativado (124) e de células endoteliais (como a endotelina-1) (125) podem, além de 

induzir à vasoconstrição, estimular a proliferação celular e síntese de colágeno em 

fibroblastos, contribuindo para a fibrose da pele e de órgãos internos (124, 125). A produção 

aumentada de MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) por células endoteliais e também 

por células mononucleares, nos tecidos inflamados (126), tem efeito pró-fibrótico (através 

do aumento da expressão do TFG-β (127)) e estimula um perfil Th2 de resposta imune 

(128).  

 A produção de auto-anticorpos na ES (principalmente o FAN, os anticorpos 

anticentrômero e antitopoisomerase I) é um dos fatores que apontam para a importância 
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das células T na esclerose sistêmica (5, 129). A cooperação entre células CD4+ Th2 e 

células B é fundamental para a produção de auto-anticorpos em condições normais de 

resposta a agentes agressores e nas doenças auto-imunes (97). Na esclerose sistêmica, 

Kuwana et al. (129) demonstraram que a interação entre células T e B (ambas específicas 

para determinantes antigênicos da enzima DNA topoisomerase I) é essencial para a 

produção de anticorpos antitopoisomerase I. 

 Outra evidência da importância da atividade dos linfócitos na esclerose sistêmica 

vem da semelhança da esclerose sistêmica com a doença do enxerto-versus-hospedeiro 

(GVHD) (5, 130, 131). A GVHD é uma doença mediada por linfócitos T do doador que 

reagem contra os antígenos HLA do hospedeiro, ocorrendo principalmente após transplante 

de medula óssea. O quadro clínico, histopatológico e sorológico é bastante semelhante ao 

da esclerose sistêmica, incluindo envolvimento cutâneo, esofágico e pulmonar, infiltração 

linfocítica, fibrose dos órgãos afetados e produção de auto-anticorpos (como 

antitopoisomerase I e anti-PM-Scl) (130, 131). 

 Os linfócitos também são importantes na fisiopatogenia da doença pulmonar na ES.  

Pacientes com alveolite fibrosante associada à esclerose sistêmica têm aumento do número 

de células T no interstício pulmonar na biópsia pulmonar (132) e no lavado bronquíolo-

alveolar (LBA) (132-134). No LBA, observa-se aumento da quantidade de células T CD8+ 

(8), contrariamente ao que ocorre na pele, onde predominam as células T CD4+ (3). Células 

T CD8+ do LBA de pacientes com ES produzem quantidades significativas de IL-4 (6), à 

semelhança das células CD4+ na pele. Em controles normais, as células CD8+ do LBA 

secretam predominantemente IFN-γ, que inibe a proliferação de fibroblastos e a produção 

de colágeno (6).   

 Há evidências de que a regulação do sistema imune esteja alterada na esclerose 

sistêmica. Alguns estudos apontam para um aumento na proporção entre linfócitos T helper 

(CD4+) e CD8+ supressores, atribuível principalmente à redução na quantidade das células 

CD8+ no sangue periférico de pacientes (135, 136). Filaci et al. (91) relataram disfunção de 

células T CD8+CD28− supressoras não-antígeno específicas na esclerose sistêmica ativa.  
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A atividade citotóxica das células NK, que também exercem atividade imunorreguladora, 

está consistentemente reduzida na esclerose sistêmica (137-140), apesar de haver 

evidências contraditórias com relação à quantidade absoluta dessas células no sangue dos 

pacientes (137, 139-142). Fiocco et al. (143) observaram aumento do percentual e 

quantidade absoluta de células (CD4+CD25+) na ES com relação a controles, 

principalmente quando a doença se encontrava ativa.  No entanto, não foi determinado se 

células tinham um perfil regulador ou não. Nesse sentido, Hu et al. (144) observaram que 

células T (de pacientes e controles) reativas à DNA topoisomerase I recombinante eram 

predominantemente CD4+CD25+, mas não apresentavam o fenótipo de células T 

reguladoras e tinham expressão reduzida de FOXP3.   

 Diversas evidências apontam para a importância das células γδ na esclerose 

sistêmica. Células γδ apresentam atividade predominantemente citotóxica e atuam em 

células que apresentam ou não moléculas do MHC. Na esclerose sistêmica, acúmulo de 

células γδ ocorre na pele (145) e pulmões dos pacientes (146). Giacomelli et al. (145) 

observaram que essas células apareciam na pele de pacientes em freqüência maior do que 

células CD4+. Kalaleb et al. (147) observaram aumento na aderência, proliferação e 

atividade citotóxica de células γδ de pacientes com ES (se comparados às células de 

controles normais) quando expostas à cultura de células endoteliais. As células γδ também 

apresentam a capacidade de aderir a fibroblastos (146) e são encontradas abundantemente 

nas regiões perivasculares da derme dos pacientes (145). Tanto na pele como nos 

pulmões, o aumento de células γδ é causado principalmente pela expansão oligoclonal de 

células Vδ1 (145, 146). Esses dados sugerem a possibilidade de que células γδ sejam 

importantes células efetoras da atividade inflamatória da doença. Por outro lado, sabe-se 

que células γδ também podem exercer funções reguladoras da imunidade, não estando 

ainda seu papel totalmente esclarecido (145). Nesse sentido, Giacomelli et al. (79) 

observaram que as células γδ circulantes de pacientes com ES produziam 

preferencialmente IFN-γ (tendo, portanto, um perfil Th1, oposto ao perfil normalmente 

observado na doença) e apresentavam aumento da capacidade citotóxica. 
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 Os linfócitos B também parecem desempenhar importantes funções na ES (41, 128). 

Células B são identificadas no infiltrado inflamatório cutâneo da doença (148). A expressão 

de CD19, que é uma molécula de transdução de sinal e marcador de ativação dos linfócitos 

B, está aumentada na ES (41, 128). Células B ativadas têm a capacidade de produzir TGF-

β, IL-6,e IL-10 (que têm efeito pró-fibrótico) e também são importantes apresentadoras de 

antígenos, evocando respostas tipo Th2 (128). A expressão de auto-anticorpos em 

freqüência elevada também é um indício claro da ativação dos linfócitos B na doença. A 

maioria dos auto-anticorpos identificados na ES parece não ter um papel fisiopatogênico 

específico (5, 41, 42). No entanto, anticorpos anticélulas endoteliais (capazes de levar à 

expressão de moléculas de adesão (149) e apoptose dessas células (61, 150)) e anticorpos 

antifibroblastos (capazes de ativar as células-alvo (151)) identificados na ES parecem 

contribuir diretamente para o processo gerador de fibrose tecidual. Recentemente, 

demonstrou-se que anticorpos antitopoisomerase I podem ligar-se a moléculas de DNA 

topoisomerase I (liberadas de células endoteliais que sofreram apoptose) aderidas à 

membrana de fibroblastos (43). Essa ligação antígeno-anticorpo pode recrutar, ativar e 

estimular a adesão de  monócitos (43), cujas citocinas pró-inflamatórias contribuem para a 

ativação dos fibroblastos e para o desenvolvimento de fibrose tecidual (5). 

  

2.3.2 A ativação dos linfócitos T na esclerose sistêmica 

 Células T podem ser ativadas e proliferar de modo não-específico ou em resposta a 

antígenos específicos. Ativação e proliferação não-específicas de células T podem ocorrer 

em resposta a quimiocinas, citocinas e mitógenos e resultam em uma população 

heterogênea e policlonal que expressa diferentes receptores de células T. Os 

superantígenos ativam os receptores de células T através da formação de uma ligação 

entre as moléculas de MHC de classe II e as cadeias beta do TCR.  Dessa forma, a 

ativação em resposta a superantígenos resulta na expansão policlonal de células T que 

usam uma mesma cadeia variável beta. Em contraste, a ativação e proliferação em 
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resposta a antígenos específicos resultarão na expansão clonal somente daquelas células T 

que reconhecem esse antígeno específico através do receptor da célula T (10, 152).  

 Há importantes indícios que sugerem que a ativação linfocitária na esclerose 

sistêmica seja mediada por antígenos. Sakkas et al. (7), estudando biópsias de pele de 

pacientes com ES, observou expansão oligoclonal dos linfócitos que infiltram a pele. Em um 

paciente no qual três biópsias de diferentes regiões da pele foram feitas em momentos 

distintos (0, 8 e 13 meses), um mesmo clone de linfócitos foi identificado nos três 

espécimes. Estudando o lavado bronquíolo-alveolar de pacientes com ES, Yurovski et al. 

(8) observaram a expansão oligoclonal de células T (principalmente nas células CD8+) a 

partir da análise da diversidade da extensão das regiões juncionais das cadeias alfa e beta 

de receptores de células T. Outros estudos observaram a expansão de clones específicos 

de células T αβ (8, 153, 154) ou γδ (146, #101) no sangue perifιrico de pacientes com ES. 

Esses estudos sugerem que as cιlulas T na ES foram ativadas e proliferaram em resposta a 

um antígeno ainda não identificado.  

 Há vários potenciais candidatos a antígenos que desencadeiam a expansão clonal 

na ES (5). Uma das hipóteses mais interessantes é a do microquimerismo, a qual propõe 

que a causa da esclerose sistêmica seja uma reação contra os antígenos HLA do paciente 

desencadeada por linfócitos imunocompetentes transferidos durante a gestação ou por 

transfusões sanguíneas (5, 130, 131). A presença de pequenas proporções de células fetais 

(geralmente <5%) no sangue periférico ou pele de pacientes com ES que já estiveram 

grávidas foi documentada (5). Adicionalmente, pequenas proporções de células maternas 

foram identificadas no sangue periférico de mulheres que não estiveram grávidas e em 

homens com ES. A persistência de células maternas ou fetais nos pacientes com ES resulta 

no que se chama microquimerismo, sendo esse fenômeno observado também em controles 

normais, mas em proporção menor do que em pacientes com ES (131). Nesse contexto, 

existe a possibilidade de que se desenvolva um quadro semelhante ao que ocorre na 

doença do enxerto versus hospedeiro (GVHD), em que os linfócitos transplantados são 

ativados pelos antígenos HLA do hospedeiro, iniciando uma doença parecida com a 
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esclerose sistêmica. A ES seria então explicada pela quebra de tolerância aos aloantígenos 

do hospedeiro ou ativação dos linfócitos transferidos por antígenos desconhecidos, 

iniciando a reação auto-imune. Apesar dessa hipótese ser atraente, a importância do 

microquimerismo na patogênese da ES ainda não está definitivamente estabelecida (5, 

131). 

 Outro antígeno-candidato na esclerose sistêmica é a enzima DNA topoisomerase I, 

envolvida no enovelamento, transcrição, recombinação e reparo do DNA. Durante a 

apoptose celular, a topoisomerase I é clivada em fragmentos peptídicos e redistribuída em 

bolhas e corpos apoptóticos (155). Normalmente, esses fragmentos são rapidamente 

removidos por macrófagos, mas, em situações de aumento súbito no número de células 

apoptóticas, a capacidade de fagocitose pode ser eventualmente superada (43, 155). Se os 

mecanismos normais de remoção de células apoptóticas estão deficientes, 

sobrecarregados por elevados níveis de apoptose ou afetados pela produção anormal de 

citocinas (como no curso de uma infecção viral), as células podem entrar num estágio tardio 

de apoptose (156) ou de necrose secundária (157). A produção de antígenos modificados 

durante a apoptose tardia ou a presença de células necróticas implicam uma rota que é 

mais inflamatória e imunogênica de remoção de auto-antígenos (156, 157). Normalmente, a 

fagocitose de células apoptóticas por células dendríticas não leva a uma apresentação 

eficiente de antígenos. No entanto, a fagocitose de células necróticas resulta não só na 

apresentação de antígenos como também na expressão de moléculas co-estimuladoras por 

essas células (157). Desse modo, esses auto-antígenos poderiam ser eficientemente 

apresentados às células T, gerando a resposta auto-imune. É possível que isso ocorra na 

esclerose sistêmica, onde a apoptose aumentada de células endoteliais de pequenos vasos 

foi detectada em vários tecidos (61). Também foi demonstrado que células T de pacientes 

com antitopoisomerase I apresentam rápida resposta proliferativa diante da exposição aos 

produtos de clivagem da topoisomerase I em condições experimentais, contrastando com 

controles e pacientes sem esses anticorpos (158, 159).  No entanto, o encontro de células T 

específicas para a DNA topoisomerase I no sangue de controles normais (que apresentam 
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alguns alelos específicos de HLA) mostra que essas células são parte do repertório normal 

de linfócitos (159, 160).   

Outros antígenos que podem desencadear a produção de anticorpos na ES são 

fibrilarina, centrômero, RNA polimerases I,II e III e outros antígenos nucleolares. 

Semelhantemente ao que ocorre com o anticorpo antitopoisomerase I, esses auto-

anticorpos também estão associados a alelos específicos do HLA (5).  

 Anticorpos anticitomegalovírus (CMV) são encontrados com maior freqüência em 

pacientes com ES do que em controles normais (70), e há importantes similaridades entre a 

vasculopatia da ES e a associada ao CMV (68, 130). Mimetismo molecular entre antígenos 

do CMV e antígenos endoteliais poderia, pelo menos teoricamente, levar à produção de 

anticorpos antiendotélio (68, 130). Um mimetismo molecular (compartilhamento de epítopos 

entre diferentes moléculas) foi observado entre uma seqüência de peptídeos de uma 

proteína do CMV e a topoisomerase I, assim como entre a topoisomerase I e proteínas 

retrovirais (5, 130). Infecção por parvovírus B19 também foi associada à ES (68). Portanto, 

é possível que as infecções virais sejam desencadeantes da atividade auto-imune 

observada na doença através da indução à quebra de tolerância a determinados auto-

antígenos.  

 

2.3.3 O repertório de receptores de células T na esclerose sistêmica 

 O repertório de receptores de células T na ES tem sido objeto de diversos estudos.  

Limpany et al. (161) estudaram biópsias pulmonares de cinco pacientes com fibrose 

pulmonar idiopática (FPI), seis com alveolite fibrosante associada à esclerose sistêmica 

(AFES) e seis controles. Os autores testaram a expressão de 18 cadeias alfa e de 22 

cadeias beta através de RT-PCR (reverse transcription polimerase chain reaction) nos 

linfócitos obtidos. Observou-se que não havia diferenças significativas no número médio de 

famílias de cadeias variáveis alfa ou beta expressas entre os grupos. Também não havia 

diferença significativa na freqüência de qualquer uma das cadeias alfa ou beta entre os 
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grupos.  Referindo-nos especificamente às cadeias beta, de especial interesse no presente 

trabalho, linfócitos apresentando cadeias Vβ20 foram detectados em um paciente com FPI, 

três pacientes com AFES e três controles. Linfócitos expressando cadeias Vβ3 foram 

encontrados em três pacientes com FPI, dois com AFES e dois controles, respectivamente. 

Os autores concluíram que não havia diferenças no repertório de receptores de linfócitos T 

entre os grupos, mas o pequeno número de pacientes estudados não permite conclusões 

precisas a esse respeito. 

    Limpany et al. (161) também estudaram a expressão de cadeias alfa e beta em 

linfócitos do lavado bronquíolo-alveloar (LBA) e do sangue periférico de 10 pacientes com 

ES, diferenciando-os quanto à presença de CD4 ou CD8. Não houve diferenças 

significativas entre o número médio de famílias de cadeias alfa ou beta expressas no 

sangue periférico e lavado bronquíolo-alveolar. Também não havia diferença significante na 

expressão de cadeias alfa ou beta entre as células T CD4+ e CD8+ no LBA e sangue 

periférico. No entanto, em um mesmo indivíduo, havia diferenças na expressão de cadeias 

alfa e beta entre células CD4+ e CD8+ e também entre LBA e sangue periférico. Nesse 

sentido, os autores observaram que a diversidade da expressão de cadeias Vβ em linfócitos 

CD8+ era menor no LBA que no sangue periférico. A menor diversidade de cadeias Vβ no 

LBA sugere uma expansão oligoclonal de linfócitos CD8+ pulmonares na alveolite fibrosante 

associada à esclerose sistêmica. 

 Sakamoto et al. (153) estudaram as células T CD4− e CD8− (duplo-negativas) no 

sangue periférico de 19 pacientes com ES e 9 controles saudáveis. Os autores observaram, 

através da citometria de fluxo, maior freqüência de células CD4/CD8 negativas com relação 

aos controles. Também foi testada a utilização de genes Vβ, sendo utilizado RT-PCR para 

identificação de 20 famílias de Vβ em três pacientes. Nesses, observou-se que as células 

CD4/CD8 negativas apresentavam somente uma ou duas cadeias Vβ (Vβ7 e Vβ5 no 

primeiro, Vβ5 no segundo e Vβ17 no terceiro paciente).  Já as células CD4+ ou CD8+ 

expressavam todas, ou quase todas, as cadeias Vβ testadas (153). O fato de não se 
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observarem células Vβ11 entre as células CD4/CD8 negativas sugere que não haja 

expansão de células com atividade NK na ES.  

 Em outro estudo do mesmo grupo, Sumida et al. (154) estudaram a expressão de 

cadeias variável alfa de linfócitos CD4− e CD8− (duplo-negativos) do sangue periférico de 

quatro pacientes em fase inflamatória de esclerose sistêmica e três controles normais. Nos 

pacientes, observou-se aumento da quantidade de células CD4/CD8 negativas (todas elas 

expressando Vα24), mas quase completa ausência de células Vα24JαQ (um marcador de 

células NK) entre essas células. Diferentemente, nos controles as células CD4/CD8 

negativas Vα24JαQ+ compuseram mais de 20% das células Vα24. Os autores sugeriram 

que as células CD4−/CD8− Vα24JαQ+ tenham um papel imunorregulador, possivelmente 

evitando o surgimento de doenças auto-imunes, enquanto as outras células CD4−/CD8− 

Vα24+ poderiam ser auto-agressivas na ES.  

 Yurovsky et al. (8) estudaram os linfócitos T do sangue periférico e do lavado 

bronquíolo-alveolar de sete pacientes com esclerose sistêmica. Os autores observaram, 

através de RT-PCR, que todas as famílias de cadeias alfa (1 a 22) e beta (1 a 24) testadas 

eram expressas em linfócitos do sangue periférico e LBA. Em pacientes individuais, uma 

expressão maior ou menor de determinadas cadeias alfa e beta ocorriam no LBA com 

relação ao sangue periférico, mas no grupo de pacientes não havia diferenças 

estatisticamente significativas na expressão de qualquer uma das cadeias alfa ou beta entre 

o LBA e o sangue periférico. A expressão de genes Vα e Vβ foi adicionalmente analisada 

pela determinação do número de nucleotídeos (nucleotide lengths) codificadores das 

regiões juncionais dos TCRs. As regiões juncionais compõem o CDR3, que é a região 

relacionada à especificidade antigênica do TCR, já que os resíduos codificados pelas 

junções V-D-J entram em contato direto com o peptídeo apresentado. A maioria das 

famílias de genes variável-alfa e variável-beta expressas no sangue e LBA de todos os 

pacientes tinha múltiplos comprimentos de regiões juncionais, com uma distribuição normal 

de comprimentos. No entanto, em alguns pacientes, determinados comprimentos juncionais 

específicos apareciam com freqüência elevada, tornando a distribuição de comprimentos 
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juncionais diferente da normal. Esse fato sugere a proliferação de um ou mais clones 

específicos de linfócitos. As alterações na distribuição dos comprimentos juncionais foram 

mais pronunciadas em linfócitos CD8+, principalmente naqueles presentes no LBA. Os 

autores também observaram que algumas famílias Vα (Vα14, 17, 19 e 21) e  Vβ (Vβ8, 9, 12, 

21) apresentavam comprimentos das regiões juncionais do TCR oligoclonais em dois ou 

mais pacientes. Alguns desses comprimentos de regiões juncionais eram idênticos em 

diferentes pacientes, especialmente entre as células CD8+. Como a especificidade 

antigênica é determinada pelas regiões juncionais dos TCRs, a observação de 

comprimentos idênticos de regiões juncionais pode significar que um mesmo antígeno pode 

desencadear a doença em diferentes pacientes.  Repetindo-se o LBA em três pacientes 

com alveolite fibrosante, os autores observaram que o curso clínico caracterizado por 

resposta incompleta à terapia era acompanhado pela expressão persistente dos mesmos 

comprimentos de regiões juncionais de cadeias variáveis nas células CD8+.     

 Em outros estudos do mesmo grupo (9, 146), os autores estudaram as células T γδ 

(gama-delta) no sangue periférico, biópsias de órgãos-alvo e lavado bronquíolo-alveolar 

(LBA) de pacientes com esclerose sistêmica e controles. Os autores observaram elevada 

proporção de células Vδ1 (com relação ao total de células T γδ) no sangue e lavado 

bronquíolo-alveolar dos pacientes (9). Também notaram expansão oligoclonal dessas 

células com relação às células do mesmo tipo dos controles, através da observação de 

limitada diversidade das regiões juncionais de TCRs de células Vδ1 nos pacientes (9, 146). 

Observaram ainda que a mesma seqüência juncional da cadeia Vδ1 persistiu no LBA em 

um paciente ao longo do tempo e que seqüências juncionais idênticas eram obtidas de 

múltiplos sítios em alguns pacientes (146). Esses achados mais uma vez sugerem que a ES 

seja uma doença desencadeada por antígenos específicos. 

 Giacomelli et al. (145), reproduzindo resultados já obtidos por outro grupo (9, 146), 

observaram também aumento da quantidade de células Vδ1 na pele e sangue de pacientes 

com ES, relativamente a controles. De fato, as células Vδ1, que são minoria entre as 

células γδ no sangue (já que a maioria expressa Vδ2), representavam freqüentemente a 
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maior parte das células γδ que infiltravam a pele dos pacientes. Nos controles e na pele não 

afetada de pacientes, não foram observadas células γδ de nenhum tipo. Pacientes em fase 

inicial de doença apresentavam maiores quantidades de linfócitos γδ na pele do que nas 

fases tardias. Os autores sugeriram que as células γδ podem ter um papel importante na 

patogênese da doença.   

 Sakkas et al. (7) estudaram o repertório de TCRs (através de técnicas de PCR) em 

biópsias de pele de cinco pacientes com ES inicial (menos de 18 meses do início do 

espessamento da pele). Os autores encontraram expansão mono ou oligoclonal de células 

αβ em todos os casos estudados. Em um dos pacientes, havia um mesmo clone dominante 

em três biópsias realizadas em momentos (com intervalo de vários meses) e locais 

diferentes. Em meio às cadeias Vβ expressas entre os linfócitos cutâneos, estão Vβ6, 9, 13, 

14, 20 e 21; as mais freqüentes entre elas foram Vβ13, 14 e 21.            

 Tiev et al. (162) estudaram o repertório de TCRs em 22 pacientes com ES com 

doença de longa evolução (11 tendo a forma difusa, e 11, a forma limitada, com duração 

média de doença em torno de 7,5 anos), 10 pacientes com fenônemo de Raynaud primário 

e 11 controles normais. Os autores não encontraram aumento de representação de 

nenhuma das cadeias Vβ em células CD4+ ou CD8+ do sangue periférico dos pacientes; 

também não encontraram expansão oligoclonal significativamente maior nos pacientes, com 

relação aos outros grupos.  Seis pacientes foram adicionalmente submetidos à biópsia de 

pele, não havendo expansão oligoclonal significativa e observando-se poucos linfócitos a 

infiltrar localmente o tecido. No entanto, a não detecção de expansão clonal pode dever-se, 

nesse estudo, à menor sensibilidade da técnica utilizada (análise imunoscópica) e, 

provavelmente, à redução do infiltrado inflamatório nas fases tardias de doença. 

 Observando-se em conjunto as evidências apresentadas nessa seção, concluímos 

que não há evidências da expressão aumentada de alguma das cadeias variáveis alfa ou 

beta nas células CD4+ ou CD8+ de pacientes com ES. Entre as células T γδ, observa-se a 

expressão aumentada de cadeias Vδ1. A quantidade de células CD4/CD8 negativas está 

aumentada na ES, mas a expressão reduzida de Vβ11 e Vα24JαQ sugere importante 
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redução da atividade das células NK. Em diversos estudos, a expansão oligoclonal de 

células T foi observada, sugerindo que essas células foram ativadas por antígenos.     

   

2.3.4 TCRBV20S1 e TCRBV3S1 na esclerose sistêmica  

 Conforme já comentado, o auxílio de linfócitos T CD4+ com especificidade 

antigênica para DNA topoisomerase I é essencial para a produção de anticorpos 

antitopoisomerase I (129). Kuwana et al. (160) cultivaram clones desses linfócitos obtidos 

de dois pacientes com esclerose sistêmica e de três indivíduos saudáveis. Tanto pacientes 

como controles apresentavam HLA-DR11, molécula de MHC de classe II associada à 

presença de anticorpos antitopoisomerase I no soro de pacientes. Dos 15 clones de 

linfócitos analisados, observou-se que 14 deles utilizavam segmentos gênicos Vβ20.1a 

(também chamado de TCRBV20S1A1N2 (15) ou BV20S1*1 (16)), Jβ1 e Cβ1. Esses 

linfócitos reconheciam uma porção específica da molécula denominada F5 (aminoácidos 

276-386 da DNA topoisomerase I) e estavam presentes de modo semelhante em controles 

e pacientes. Outro estudo do mesmo grupo (158) avaliou a presença de linfócitos reativos à 

topoisomerase I no sangue de gêmeos monozigóticos (HLA-DR11+) discordantes para 

esclerose sistêmica. O fator antinuclear foi detectado no soro de ambos, mas somente o 

gêmeo com ES tinha anticorpos antitopoisomerase I. Ambos apresentavam linfócitos T 

CD4+ anti-topoisomerase I (reconhecendo principalmente a porção F5 da molécula), mas 

no gêmeo não-afetado esses linfócitos demoraram mais a proliferar e estavam em menor 

quantidade, sugerindo um perfil imaturo.     

  Mayo et al. (163) estudaram a expressão de TCRBV3S1 no sangue periférico de 18 

pacientes com cirrose biliar primária (CBP) e síndrome CREST, 8 pacientes com CREST, 

21 pacientes com CBP isolada e 20 controles normais. Usando PCR semiquantitativo, os 

autores observaram maior expressão de RNAm de TCRBV3S1 nos três grupos de 

pacientes, com relação aos controles, principalmente naqueles com CBP associado a 

síndrome de CREST. Nesse grupo, essas células compreendiam em média 35% do 
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repertório das células T medido pelo PCR semiquantitativo, refletindo ativação e/ou 

expansão desse subgrupo. O aumento da expressão de TCRBV3S1 deveu-se 

principalmente à expansão oligoclonal de células Vβ3+, que, na maioria das vezes, eram 

CD8+. As células T clonalmente expandidas mostraram-se persistentes nos pacientes 

testados, mesmo após anos de intervalo entre os testes. Os autores concluíram que a 

expansão oligoclonal observada era devida à estimulação por algum antígeno ou 

superantígeno, podendo desempenhar um papel na patogenia da doença. No entanto, 

também consideraram a possibilidade de que essas células tivessem funções reguladoras 

de resposta imune.  

     

2.3.5 O repertório de receptores de células T em modelos experimentais de 

esclerose sistêmica  

 Uma interessante evidência da importância do repertório de receptores de linfócito T 

em modelos animais de esclerose sistêmica vem dos camundongos tsk1 (tight skin mice). 

Esses camundongos apresentam fibrose cutânea, fibrose de órgãos internos (mas não no 

pulmão) e anticorpos antinucleares, à semelhança do que ocorre na esclerose sistêmica 

(59). O desenvolvimento de fibrose nesses camundongos é dependente da atividade de 

linfócitos T CD4+ e da liberação de interleucina-4 (IL-4). Ong et al. (59) introduziram nesses 

camundongos transgenes que alteraram o repertório de células T, de forma que as células 

CD4+ expressassem exclusivamente cadeias Vβ8.2 em combinação com repertório variado 

de cadeias alfa. Foi observado que os ratos transgênicos não apresentavam fibrose 

cutânea, embora as células CD4+ apresentassem um desenvolvimento normal. Os autores 

formularam a hipótese de que o uso exclusivo de cadeias Vβ8.2 pelas células CD4+ pode 

ter evitado a geração de um subgrupo de células CD4+ capazes de diferenciar-se em 

células Th2 (produtoras de IL-4). Outra explicação aventada é que o uso exclusivo de Vβ8.2 

pelos linfócitos CD4+ pode levar a uma alteração do perfil de citocinas, de forma que as 

células CD4+ causadoras de fibrose (com um perfil Th2) diferenciem-se em células Th1 
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(com atividade antifibrose). Uma terceira hipótese aventada é que a polarização das células 

CD4+ para a linhagem Th2 possa não ocorrer eficientemente nos camundongos 

transgênicos. Há ainda a possibilidade de que ocorra falha no desenvolvimento das células 

γδ, possivelmente associadas à fibrose tecidual, nos camundongos transgênicos para TCRs 

αβ (59), como já foi previamente observado (164).  

  Wooley et al. (165) estudaram o repertório de receptores de célula T em outro 

modelo experimental de esclerose sistêmica − os camundongos tsk-2. Esses camundongos 

mostram uma maior semelhança de acometimento cutâneo com a esclerose sistêmica 

humana, já que apresentam um marcado infiltrado inflamatório mononuclear na derme e 

tecido subcutâneo. Estudando amostras de pele e linfonodos, observou-se que as principais 

famílias de cadeias Vβ infiltrando a pele foram Vβ11 (30% do total de linfócitos), Vβ18 

(20%) e Vβ8.1 (16%). Essa distribuição foi diferente da observada nos linfonodos, onde os 

percentuais foram 4%, 5% e 12%, respectivamente. Esses resultados, mostrando um desvio 

na expressão de cadeias Vβ na pele, sugerem que uma população mais restrita e com 

limitadas especificidades antigênicas participa do infiltrado inflamatório da pele.          

 

2.4 As células Vβ3+ e Vβ20+ em doenças humanas  

  
 A expressão das cadeias beta do TCR tem sido estudada em diversas doenças, 

reumáticas ou não, em que a atividade imunológica parece desempenhar um papel 

importante. Em alguns desses estudos, a expressão de cadeias Vβ3 ou Vβ20 destacou-se 

de modo significativo com relação às outras famílias de cadeias β. A seguir, apresentamos 

uma breve discussão desses estudos.         

 A expansão oligoclonal de células Vβ3+ é observada em algumas doenças 

cutâneas. Entre essas doenças, estão o lúpus cutâneo crônico (166), a psoríase (167) e a 

dermatite atópica (168). Na psoríase, as células Vβ3+ expandidas localizadas na pele são 

predominantemente CD8+, sendo que, na dermatite atópica (onde predominam os linfócitos 

CD4+), não parece haver expressão preferencial de células CD8+ Vβ3+ (167).  A expansão 
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preferencial de células Vβ3+ com um mesmo CDR3, nas biópsias repetidas vários meses 

mais tarde, sugeriu aos autores que essas células tivessem um papel importante na 

patogênese, sendo pouco provável que se tratasse de células reguladoras (167). Expansão 

oligoclonal de células Vβ3+ de doadores foi observada na pele de pacientes com doença 

aguda do enxerto versus hospedeiro após transplante alogênico de medula óssea (169).  

 A expansão de células Vβ3+ também foi observada em doenças pulmonares. 

Wahlstrom et al. (170) mostrou uso preferencial de cadeias Vβ3 em células T derivadas do 

sangue periférico e lavado bronquíolo-alveolar (LBA) em pacientes asmáticos. Na doença 

pulmonar induzida pelo berílio, foi observada expansão (restrita ao pulmão) de células Vβ3 

CD4+ com CDR3 muito semelhante em diversos pacientes, sugerindo que tenham sido 

ativadas por um mesmo antígeno (171). Essa expansão foi mantida em exames repetidos 

em pacientes com doença ativa (171). Na pneumonite de hipersensibilidade, observou-se 

expressão aumentada de Vβ3 entre as células CD8+ (que é subtipo aparentemente 

responsável pelo processo inflamatório da doença) pulmonares com relação ao sangue 

periférico (172). A Vβ3 é aparentemente a cadeia β mais freqüente entre as células CD4+ 

reativas aos antígenos de ácaros caseiros em indivíduos atópicos (173).     

 Nas doenças reumáticas, a expressão de cadeias Vβ3 também tem sido estudada. 

Aumento da expressão linfócitos Vβ3+ tem sido observado no sangue periférico (174, 175) 

e líquido sinovial (176-178) de pacientes com artrite reumatóide. Em alguns desses 

estudos, demonstrou-se que esses linfócitos são oligoclonais (174, 175, 178), apresentando 

por vezes CDR3 semelhantes em diferentes pacientes (174, 175). As células Vβ3+ 

expandidas podem ser identificadas como CD4+ (175, 178) ou CD8+ (174). Na miosite por 

corpúsculos de inclusão, caracterizada pela infiltração predominante de linfócitos CD8+, 

células Vβ3+ são freqüentemente encontradas no infiltrado inflamatório (179-183), sendo 

também demonstrada a oligoclonalidade dessas células em um dos estudos (180). Na 

polimiosite e dermatomiosite, também observou-se expressão aumentada de Vβ3 em 

biópsias musculares (182). Num paciente com polimiosite, foi demonstrado que > 75 % das 

células CD8+ que invadiam as células musculares eram Vβ3+, sendo 60% dessas 
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pertencentes a um mesmo clone de linfócitos (184). Pacientes com poliangeíte 

microscópica apresentam expressão aumentada de Vβ3 no sangue periférico (185). Além 

de doenças reumáticas, outras doença auto-imunes (como a doença de Graves (186) e a 

hepatite auto-imune (187)) apresentam expansão de células Vβ3 nos tecidos afetados.     

  

 A expressão aumentada de células Vβ20+ também foi demonstrada em algumas 

doenças. Na nefrite lúpica, observou-se expressão preferencial de células Vβ20+ 

oligoclonais em 6 de 12 biópsias renais analisadas. Essas células apresentavam um perfil 

Th2 de produção de citocinas (188). Na artrite idiopática juvenil, foi observada expansão 

oligoclonal de células Vβ20+ no líquido sinovial em 18 de 36 pacientes. Desses 18 

pacientes, 14 tinham a forma pauciarticular da doença (189). Outros dois estudos (190, 191) 

também encontraram resultados semelhantes. Na artrite reumatóide, Choi et al. (192) 

observaram expansão oligoclonal de células Vβ20+ CD8+ (mas não de células CD4+) no 

líquido sinovial em dois de três pacientes. Em pacientes atópicos com alergia a pólen de 

videira, foi observado aumento da expressão de Vβ20 no sangue periférico, mas somente 

na época do ano associada à exposição ao antígeno (193). Na miastenia gravis, Gigliotti et 

al. (194) observaram expressão aumentada de Vβ20 em células T CD4+ e CD8+ do sangue 

periférico.    

 Analisando-se em conjunto os estudos citados nessa seção, não está claro se as 

células Vβ3+ e Vβ20+ exercem predominantemente funções efetoras ou reguladoras nas 

diversas doenças estudadas. É possível que, em diferentes patologias, essas células 

exerçam funções diferentes ou até mesmo opostas.     

 

2.5 Polimorfismos genéticos de receptores de células T na esclerose 

sistêmica e nas outras doenças difusas do tecido conjuntivo (DDTC) 
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2.5.1 Polimorfismos genéticos de receptores de células T na esclerose 

sistêmica 

 Há poucos estudos associando polimorfismos de receptores de células T com 

suscetibilidade à esclerose sistêmica. Kratz et al. (13) estudaram 60 pacientes com 

esclerose sistêmica e 150 controles, utilizando diversas enzimas de restrição para identificar 

polimorfismos em genes codificadores de cadeias constante gama, constante beta, 

constante alfa e variável alfa. Observou-se associação positiva entre esclerose sistêmica e 

um alelo de 11,3 kb identificado pela enzima de restrição Pvu II na região próxima ao 

segmento gênico Cγ2 (localizado no cromossomo 7p15). Como o sítio de restrição da 

enzima Pvu II está localizado numa seqüência de bases que não é transcrita, os autores 

sugeriram que a associação observada deva-se ao desequilíbrio de ligação com seqüências 

de bases (dentro do segmento Cγ2) que são expressas. Não houve associação da doença 

com os outros polimorfismos testados (entre eles, o polimorfismo localizado próximo ao 

segmento Cβ2 identificado pela enzima de restrição Bgl II, denominado Cβ-Bgl II RFLP ou 

Cβ2-1(17)). 

 Arnett et al. (12) estudaram 14 pacientes com ES, 20 pacientes de LES e 54 

controles normais. Nesse estudo, a freqüência das variantes alélicas do polimorfismo Cβ2-

Bgl II RFLP nos pacientes com ES não foi diferente da dos controles. No entanto, houve 

diferença significativa (p = 0,02, sem ajuste para múltiplas comparações) entre pacientes 

com ES e LES. Os autores consideram os resultados apenas como preliminares, dado o 

pequeno número de pacientes, e sugeriram que o estudo de genes que codificam as 

cadeias Vβ seria de grande interesse pela sua importância funcional.  

 

2.5.2 Os polimorfismos genéticos de receptores de células T nas outras DDTC 

 Os polimorfimos genéticos de TCR têm sido estudados em diversas doenças difusas 

do tecido conjuntivo, além da esclerose sistêmica, principalmente na artrite reumatóide, 

lúpus eritematoso sistêmico e síndrome de Sjögren.   
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 Na artrite reumatóide, que concentra a maior parte dos estudos, polimorfismos 

relacionados às cadeias Vα, Vβ, Cβ e σ têm sido analisados, obtendo-se resultados 

variáveis (revisado por Dresch et al. (99)). Por exemplo, a associação de polimorfismo do 

TCRBV8 com a doença mostrou-se positiva em dois estudos (195, 196) (em um deles 

somente em pacientes HLA-DR4+ (195)), mas outros quatro estudos testando o mesmo 

polimorfismo foram negativos (197-200). Dresch et al. (201) avaliaram a associação de 

polimorfismos dos segmentos gênicos TCRBV20S1 e TCRBV3S1 com a suscetibilidade 

para artrite reumatóide em 80 pacientes caucasóides sul-brasileiros. A distribuição das 

freqüências alélicas e genotípicas não foram significativamente diferentes em pacientes e 

controles. Na artrite idiopática juvenil pauciarticular, dois estudos realizados em populações 

diferentes mostraram associação da doença com um alelo nulo do TCRBV6.1 em pacientes 

que apresentavam HLA-DQA1*0101 (202, 203). 

 No lúpus eritematoso sistêmico (LES), diversos estudos encontraram associações 

significativas de polimorfismos ou mutações nos genes codificadores de cadeias zeta de 

TCR (envolvidas na transdução do sinal após ativação do TCR) com a doença (204-207), 

apesar de os resultados nem sempre terem sido reproduzidos (208). Estudos tentando 

associar polimorfismos genéticos de TCR beta (209-213) e gama (212) com LES obtiveram 

resultados negativos. Tebib et al. (214) observaram associação de um polimorfismo de TCR 

alfa com lúpus eritematoso sistêmico em pacientes americanos, mas essa associação não 

se confirmou em outro estudo (215). Frank et al. (216) observaram associação de um par de 

polimorfismos localizados nos segmentos de Cβ1 e Cβ2 com a presença de anticorpos anti-

SSA (Ro) em pacientes lúpicos. 

 Na síndrome de Sjögren primária, Kay et al. (217) observaram prevalência 

significativamente menor de homozigotos para o alelo TCRBV13S2*2 na doença, em 

comparação com controles. Os autores desse estudo avaliaram somente pacientes com 

síndrome de Sjögren associada a hipergamaglobulinemia. Nesse mesmo estudo, não houve 

associação da doença com um polimorfismo do TCRBV2S1. Manavalan et al. (213), 

estudando um polimorfismo do TCRBV7.2 (localizado na mesma região do segmento 
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gênico TCRBV13S2), observaram associação entre a variante alélica representando uma 

deleção e a síndrome de Sjögren. Essa associação restringiu-se aos pacientes com 

anticorpos anti-SSA (Ro) positivos. Lawson et al. (218) estudaram um polimorfismo bialélico 

do TCRBV6S7 e um polimorfismo de inserção/deleção consistindo numa região que contém 

uma cópia extra do alelo TCRBV13S2*1, um segmento TCRBV7S3 extra e o pseudogene 

TCRBV9S2. Observou-se maior proporção de indivíduos com a inserção entre os pacientes 

com síndrome de Sjögren do que nos controles, enquanto não houve diferença significativa 

com relação aos alelos do TCRBV6S7. De modo geral, os dados relacionados aos 

polimorfismos do TCRBV13 são aparentemente explicados pela presença marcante de 

células Vβ13+ no infiltrado inflamatório acometendo as glândulas salivares menores na 

síndrome de Sjögren (219). 

 

 

2.6 Os polimorfismos genéticos do TCRBV20S1 e TCRBV3S1 

2.6.1 Os polimorfismos genéticos do TCRBV20S1 

 O TCRBV20S1 (denominado TRBV30 pelo HGNC (14), e previamente conhecido 

como TCRBV18) apresenta diversas variantes polimórficas (15-17). As mais freqüentes 

dessas foram descritas por Charmley et al. (17). A variante BV20S1A1N1 (15) (BV20S1*3 

ou Vβ18A (16)) apresenta citosina nas posições 524, 620 e 661 do segmento gênico, sendo 

a mais freqüente na população estudada por Charmley et al. (17). A variante BV20S1A1N2 

(15) (BV20S1*1 ou Vβ18B (16)) apresenta uma substituição silenciosa por timina na 

posição 661 (17). A variante BV20S1A2P (15) (BV20S1*4 ou Vβ18C (16)) apresenta 

substituições por timina nas posições 524, 620 e 661 (17). Nesse alelo, a substituição 

silenciosa na posição 661 não teria expressão funcional, e a substituição na posição 620 

levaria a uma substituição de prolina por serina no produto do gene. No entanto, a 

substituição na posição 524 leva à introdução de um códon de terminação (stop codon), 

impedindo a transcrição do segmento e, portanto, produzindo um alelo nulo. Charmley et al. 
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(17) observaram que a substituição na posição 524 modifica o sítio de restrição da enzima 

Kpn I, impedindo a ação da enzima. Portanto, quando o DNA é submetido à amplificação 

por PCR com os primers específicos, seguida pela digestão pela enzima Kpn I (PCR-RFLP), 

indivíduos homozigotos para o alelo nulo podem ser identificados pela presença de uma 

banda única de 235 pares de bases (pb) na eletroforese no gel de agarose a 1%. O DNA de 

indivíduos que não apresentam o alelo nulo é identificado pela presença de duas bandas 

(100 e 135 pb), enquanto heterozigotos mostram três bandas (100, 135 e 235 pb) (Figura 

9b) (201). 

 

 

 

Figura 9. Exemplo da análise molecular dos polimorfismos do segmento gênico 
TCRBV3S1 (a) e do TCRBV20S1 (b). Fonte: Dresch et al.  (220). 
 

 Apesar de Charmley et al. (17) terem descrito mais precisa e detalhadamente a 

presença do alelo nulo do segmento Vβ20, Malhotra et al. (18), usando métodos e 

tecnologia diferentes, haviam descrito o mesmo polimorfismo em artigo publicado poucos 

meses antes. 

     Na amostra testada por Charmley et al. (17), composta por 76 pessoas (152 

cromossomos), a freqüência alélica do alelo nulo foi 32%. Onze por cento dos indivíduos 
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testados foram homozigotos para o alelo nulo e, portanto, seriam incapazes de produzir 

células que apresentam cadeias Vβ20. De fato, a expressão de RNA mensageiro do 

TCRBV20S1 foi detectada em todos os indivíduos, menos naqueles que eram homozigotos 

para o alelo nulo. Em indivíduos heterozigotos, expressão do TCRBV20S1 ocorreu em 

níveis detectáveis (17). Esses achados estão de acordo com os descritos por Malhotra et al. 

(18), em que se observaram expressão muito baixa da células Vβ20+ em homozigotos para 

o alelo nulo, níveis intermediários para os heterozigotos e níveis elevados para homozigotos 

para o alelo funcionante.      

  O segmento gênico TCRBV20S1 está localizado junto ao final 3’ do complexo 

gênico TCR β e está próximo a um dos segmentos gênicos (Cβ2) que codificam as regiões 

constantes das cadeias beta dos TCRs (17). Interessantemente, o TCRBV20S1 é o único 

segmento gênico codificador de cadeias variáveis beta nessa posição, estando em posição 

análoga ao Vβ14 do camundongo (17, 98). Isso tem como conseqüência que os 

polimorfismos do TCRBV20S1 estejam em desequilíbrio de ligação com alguns 

polimorfismos do segmento Cβ2 (17). No entanto, não houve desequilíbrio de ligação com o 

polimorfismo Cβ2-1 (Cβ-BgI II RFLP) e com polimorfismos das famílias Vβ1, Vβ8 e 

Vβ11(17). 

 Influências raciais parecem alterar a prevalência dos alelos do TCRBV20S1. Barron 

et al. (16), estudando uma população americana, observaram freqüência alélica 

significativamente mais elevada do alelo nulo (BV20S1A2P) em caucasóides (0,20) do que 

em afro-americanos (0,06). Na população urbana de Porto Alegre/RS, a freqüência do alelo 

nulo foi praticamente a mesma que a relatada no estudo americano (0,19 em caucasóides e 

0,06 em afro-brasileiros) (220). 

 

2.6.2 O polimorfismo genético do TCRBV3S1 

 O polimorfismo em questão é uma variante alélica definida pela substituição de 

citosina por timina (C/T) localizada dentro da região espaçadora de 23 pares de bases da 
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seqüência de sinal de recombinação (RSS) do segmento gênico TCRBV3S1 (19, 201) 

(TRBV3-1 na nomenclatura do HGNC (14)). A substituição de citosina por timina cria um 

sítio de restrição para a enzima Pvu II dentro da RSS do TCRBV3S1. Quando o DNA 

amplificado com os primers específicos é submetido à digestão com Pvu II, indivíduos 

homozigotos para o alelo 1 (sem a substituição C/T) podem ser identificados pela presença 

de uma banda única de DNA no gel de agarose (431 pb), refletindo a ausência do sítio de 

restrição. Homozigotos para o alelo 2 (que apresenta a substituição C/T) são identificados 

pela presença de uma banda com 352 pb (o fragmento com 79 pb não pode ser observado 

no gel de agarose a 1%), enquanto, nos heterozigotos, duas bandas (352 e 431 pb) são 

observadas  (Figura 9a) (201).  

    Apesar do sítio polimórfico estar localizado na região espaçadora não-conservada 

da RSS, essa variante alélica está associada com o nível de células T Vβ3.1+ no sangue 

periférico. Indivíduos homozigotos para o alelo 1 têm baixa freqüência de células Vβ3.1+ 

(em média 1,2% do total de células CD3+ CD4+). Indivíduos heterozigotos apresentam 

freqüência intermediária (em média 4.7%), enquanto que os homozigotos para o alelo 2 têm 

freqüência mais elevada de células Vβ3.1+  (8,1% em média) no sangue periférico. 

Aparentemente, a substituição C/T na região espaçadora da RSS afeta a recombinação V-

D-J, aumentando a capacidade de produzir receptores de células T com a utilização de 

cadeias Vβ3.1 (19). 

 Alguns estudos avaliaram a influência das características raciais na prevalência do 

polimorfismo do TCRBV3S1. De Inocêncio et al. (221) observaram maior prevalência do 

alelo 1 (associado a níveis mais baixos de células CD4+ e CD8+ Vβ3.1+) em afro-

americanos do que em caucasóides (freqüências alélicas de 0,68 e 0,43, respectivamente). 

Dresch et al. (220), estudando a população da região urbana de Porto Alegre/RS, também 

observaram freqüência significativamente maior do alelo 1 na população afro-brasileira 

(0,68), em comparação com a caucasóide (0,54). 
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3. JUSTIFICATIVA PARA A PESQUISA  
 
 

O presente estudo justifica-se pela necessidade da identificação dos fatores de risco 

para a esclerose sistêmica e também pela necessidade de melhorar a compreensão a 

respeito dos mecanismos imunogenéticos que levam ao desenvolvimento da doença. 

Conforme já comentado, há fortes evidências de que os linfócitos T e o seu repertório de 

receptores celulares estão importantemente relacionados à fisiopatogenia dessa doença. 

Portanto, consideramos relevante o estudo de polimorfismos genéticos do TCRBV20S1 e 

TCRBV3S1, já que esses alteram significativamente o repertório de células T, podendo 

estar implicados na suscetibilidade à esclerose sistêmica e a outras doenças difusas do 

tecido conjuntivo. Segundo nosso conhecimento, não há estudos prévios abordando a 

possibilidade de associação desses polimorfismos com o risco para o desenvolvimento de 

esclerose sistêmica.   
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4. OBJETIVOS DO ESTUDO 
 

4.1 Objetivo geral 

 

1-  Estudar os polimorfismos genéticos de TCRBV3S1 e TCRBV20S1 em pacientes com 

esclerose sistêmica e controles normais.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

1- Comparar as freqüências alélicas e genotípicas dos alelos do TCRBV20S1 em 

pacientes e controles e calcular a razão de chances (odds ratio) da presença do alelo nulo 

do TCRBV20S1 para o desenvolvimento de esclerose sistêmica. 

2- Comparar as freqüências alélicas e genotípicas dos alelos do TCRBV3S1 em pacientes 

e controles e calcular a razão de chances da presença do alelo 1 do TCRBV3S1 para o 

desenvolvimento de esclerose sistêmica. 

3- Estudar as associações das variantes alélicas do TCRBV20S1 e do TCRBV3S1 com as 

severidades das doenças cutânea, visceral e vascular periférica em pacientes com 

esclerose sistêmica.   

4- Estudar as associações das variantes alélicas do TCRBV20S1 e do TCRBV3S1 com o 

perfil de auto-anticorpos na esclerose sistêmica.   
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ABSTRACT 

Objective. To compare the frequencies of variants of TCRBV20S1 and TCRBV3S1 gene 

segments in systemic sclerosis (SSc) patients and in controls. The null allele (allele 2) of 

TCRBV20S1 is associated with reduced levels of Vβ20+ T cells in the peripheral blood, 

while the allele 1 of the TCRBV3S1 is related to a low frequency of Vβ3.1+ T cells. 

Methods. One hundred thirty patients with SSc and 118 controls (healthy volunteers) were 

genotyped for TCRBV20S1 and 117 patients and 85 controls were genotyped for 

TCRBV3S1 variants by restriction fragment length polymorphism (RFLP) preceded by PCR. 

Patients were clinically evaluated using the m-Rodnan skin score, serology, pulmonary 

function tests, high resolution computed tomography (HRCT), and Doppler 

echocardiography. 

Results. The genotypic frequencies of TCRBV20S1 were 0.46 (allele 1/allele 1), 0.43 (allele 

1/allele 2), and 0.11 (allele 2/ allele 2) in SSc patients, while in controls the frequencies were 

0.70, 0.26, and 0.04, respectively (P < 0.001). The Mantel-Haenszel odds ratio (stratified by 

race) of the allele 2 carrier state was 2.66 (95% CI: 1.58 to 4.49). The allelic and genotypic 

frequencies of the TCRBV3S1 gene segment did not differ significantly in patients and 

controls. However, among patients, allele 1 (TCRBV3S1) carriers had greater extent of 

interstitial lung disease on HRCT (P = 0.034). 

Conclusion. Our results demonstrate that the null allele of the TCRBV20S1 and the allele 1 

of TCRBV3S1 gene segments can be risk factors for the development of SSc and pulmonary 

fibrosis, respectively, suggesting a protective role of Vβ20+ and Vβ3.1+ cells in the 

pathogenic immune responses in this disease. 
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INTRODUCTION 

   Systemic sclerosis (SSc) is a disease characterized by a variable degree of vascular 

dysfunction, skin and visceral fibrosis, and circulating autoantibodies. The associated lung 

disease (interstitial fibrosis or vascular disease) is currently the most important cause of 

mortality in SSc (1). The etiology of SSc is unknown, although environmental and genetic 

factors have been implicated in the susceptibility to the disease (2).  

 The pathologic hallmarks of SSc are excessive collagen deposition and 

microvascular injury. The mechanisms leading to these changes are not completely 

understood, but immune system activation seems to play a central role in this process. In 

early phases of the disease, a mononuclear infiltrate consisting primarily of T cells and 

macrophages has been identified (3, 4). The activation of Th2 CD4+ T cells in the skin leads 

to the production of large amounts of interleukin-4 (IL-4). This enlarged production of 

interleukin-4 stimulates the production of transforming growth factor-β (TGF-β) by 

macrophages, which in turn induces fibroblasts collagen synthesis and proliferation (5). 

CD8+ T cells, which predominate in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid of patients with 

fibrosing alveolitis associated with SSc, also produce mainly IL-4 (6). Oligoclonal expansion 

of T cells has been reported in skin biopsy specimens (7), BAL fluid (8, 9), and in peripheral 

blood (8, 9) from SSc patients. These findings probably reflect the proliferation of particular 

clones of T cells in response to certain antigens, suggesting that SSc is a specific antigen-

driven autoimmune disease (5). T cells recognize antigens through the coupling of the T cell 

receptor (TCR) with antigenic peptides bound to MHC molecules in the surface of antigen 

presenting cells.       

 The TCRs most frequently expressed by peripheral T cells are composed by α and β 

chains, each of these being constituted by a variable and a constant region. The variable 

region of functional α and β chains is constituted by rearrangement of variable (V), diversity 

(D, in β chains only), and joining (J) gene segments (10). These gene segments present 

polymorphic variants (alleles), which affect the capacity to produce specific TCRs, 

influencing the T cell receptor repertoire. The TCR repertoire plays a central role in shaping 
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immune responses .Therefore, variation in the TCR genes may be related to the 

development of autoimmune diseases (11). 

 There are few studies investigating genetic polymorphisms of TCR gene segments in 

SSc (12, 13). None of these studies addressed polymorphisms in the gene segments 

encoding the variable beta (Vβ) chain of the TCR. In the present study, we analyzed 

polymorphisms in two different TCR beta variable (TCRBV) gene segments. The first 

polymorphism studied is located in the TCRBV20S1 gene segment (named TRBV30 by the 

HGNC – HUGO Gene Nomenclature Committee (14)) and results from a single nucleotide 

substitution (C/T) that introduces a stop codon inside the gene segment. Individuals 

homozygous for this null allele (here denominated allele 2, but previously known as 

BV20S1A2P (15), BV20S1*4 (16), or Vβ18C (17)) are unable to produce TCR molecules 

using the TCRBV20S1 gene segment, which results in the absence of Vβ20+ T cells in the 

peripheral pool (17). An intermediary level of functional Vβ20+ T cells is observed in the 

peripheral blood of individuals heterozygous for this polymorphism (18). 

 The second polymorphism is a single nucleotide polymorphism (C/T) located within 

the 23 bp spacer region of the TCRBV3S1 gene segment (TRBV3-1 in the HGNC 

nomenclature (14)) recombination signal sequence (RSS). This variation is associated with 

the level of Vβ3.1+ T cells in the peripheral pool. Individuals homozygous for allele 1 have a 

low frequency of Vβ3.1+ T cells (around 1% of the total CD3+ CD4+T cells), whereas 

individuals homozygous for allele 2 have a higher frequency of Vβ3.1+ T cells (8.1%) and 

heterozygous individuals present an intermediate frequency (4.7%) (19). 

 In an attempt to identify new susceptibility markers for SSc we studied the 

frequencies of these two TCRBV polymorphisms in South Brazilian patients with SSc and 

compared them to the frequencies observed in healthy individuals from the same population. 
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MATERIALS AND METHODS 

Patients and controls.  One hundred fifty four patients with definite or strongly 

suspected SSc (according to the evaluation of experienced rheumatologists) were 

prospectively evaluated between April/2000 and December/2004. The patients were referred 

from the rheumatology units of four clinical centers (Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 

Hospital São Lucas da PUCRS, Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, and Hospital 

Nossa Senhora da Conceição) and from private clinics in the city of Porto Alegre. All patients 

were Brazilian; most of them had European and/or African ancestry, and the great majority 

inhabited the urban area of Porto Alegre/RS. The sample was constituted by patients with 

long-standing or recently diagnosed disease. The evaluation of race was based in the 

observation of phenotypic characteristics (skin color, hair color and type); race was 

described as white (Caucasians), mixed or black. There were neither individuals of Asiatic 

origin nor Amerindians among the patients. To be included in the study, the patient should 

meet de American College of Rheumatology (ACR) criteria for SSc (20) or the criteria 

suggested by LeRoy and Medsger for diagnosis of early forms of SSc (objective evidence of 

Raynaud’s phenomenon plus SD pattern on nailfold capillary microscopy or SSc selective 

autoantibodies; alternatively, subjective evidence of Raynaud’s phenomenon plus SD pattern 

on capillaroscopy and SSc selective autoantibodies) (21). Patients with overlapping 

syndromes were excluded. However, patients with definite diagnosis of SSc (according to 

the ACR criteria) who developed inflammatory myopathy or secondary Sjögren’s syndrome 

were not excluded from the analysis. All patients signed written informed consent before 

entry in the study. 

The DNA of controls was obtained from a bank maintained at the Genetics 

Department from Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). The bank was 

constituted by samples of unrelated subjects from the urban population of Porto Alegre/RS 

(the majority had European and/or African ancestry). These individuals were healthy blood 

donors, students, professors, or employees from the university. The recruitment of controls, 

the collection of blood samples, and the DNA extraction occurred between the years 1990 
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and 2000. Individuals presenting chronic or acute diseases were excluded from the sample, 

as well as those presenting family history of genetic diseases. The assessment of race was 

performed observing phenotypic characteristics. Amerindians and subjects with Asiatic origin 

were excluded.  

Clinical evaluation. All patients were interviewed and examined according to an 

extensive questionnaire directed to the evaluation of end-organ damage. The severity and 

extent of cutaneous disease was quantified using the modified Rodnan skin score (22). 

Disease subtype was classified as follows: diffuse cutaneous SSc (truncal and acral skin 

tautness), limited cutaneous SSc (skin tautness restricted to extremities and/or face), and 

limited SSc (absence of skin tautness) (21, 23). Clinical characteristics of the disease were 

observed and recorded as previously described (24). The presence of ‘SD pattern’ on 

nailfold capillary microscopy was defined qualitatively by the observation of avascular areas 

and/or dilated capillaries according to the description of Maricq et al. (25). Blood samples 

were collected for DNA extraction, complete blood count, serology, erythrocyte 

sedimentation rate (ESR), and biochemistry. The presence of antinuclear antibodies (ANA) 

and antitopoisomerase I antibodies was tested by indirect immunofluorescence method 

(HEp-2 cells as substrate) and by enzyme immunoassay (QUANTA lite® Scl-70 ELISA, 

INOVA Diagnostics), respectively. ANA was considered positive in titers ≥1:80. The 

presence of anticentromere antibodies was determined based on the observation of the 

typical fluorescence pattern on HEp-2 cells.  

Pulmonary high-resolution computed tomography (HRCT) was performed in most 

patients. All HRCT scans were assessed for the presence of interstitial disease (ground-

glass opacities, reticular pattern, and honeycombing) by two radiologists. Additionally, they 

estimated the percentage of parenchyma affected by honeycombing/reticular pattern in both 

lungs, according to the method proposed by Staples et al. (26). Intraobserver and 

interobserver (comparing with a third radiologist) agreement for the extent of 

honeycombing/reticular pattern were moderate (Fleiss weighted Kappa 0.51 and 0.57, 

respectively). The patients were also submitted to spirometry and carbon monoxide diffusing 
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capacity test (DLCO). FVC (forced vital capacity) and DLCO were considered reduced when 

< 80% and < 75% of the predicted values, respectively. Doppler echocardiography was used 

to estimate the pulmonary systolic arterial pressure (PSAP). Patients with PSAP ≥ 40 mmHg 

were considered to have pulmonary arterial hypertension. The study was approved by the 

Research Ethics Committee of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre.  

 DNA extraction and genomic analysis. DNA was extracted from peripheral blood 

using the method described by Lahiri and Nurnberger (27). Both DNA polymorphisms were 

analyzed by restriction fragment length polymorphism preceded by PCR (PCR-RFLP), which 

involved the amplification of the DNA samples with specific primers, the digestion of the PCR 

product by endonucleases (for which the presence or absence of restriction sites 

distinguishes the two alleles), and visualization by electrophoresis in agarose gel containing 

ethidium bromide. 

 Identification of variants in the TCRBV20S1 gene segment. For the analysis of 

TCRBV20S1 polymorphism, the specific primers 5′-ATTCATCAATGGCCAGCGAC-3′ and 5′-

GGAGCTTCTTAGAACTCAG-3′ were used (17, 28). The primers were mixed with 1 μl of 

DNA, 2.5 μl 10× PCR buffer (containing 30 mM MgCl2), 1 μl dNTP solution (final amount of 

10 mM each per reaction), and 0.2 μl of Taq polymerase (5 U/μl). The samples were 

subjected to 40 cycles of 1 min of denaturation at 94 °C, 1 min of annealing at 60 °C, and 

2 min of extension at 72 °C, preceded by 1 min at 94 °C and followed by 5 min at 72 °C in a 

DNA thermal cycler (MJ Research, Inc., Watertown, MA, USA). The resultant 235 bp 

fragment was digested with Kpn I and the products were visualized by electrophoresis in a 

1% agarose gel containing ethidium bromide. A single nucleotide substitution (a C–T base 

transition) leads to the introduction of a stop codon at the Vβ20 gene segment sequence and 

simultaneously eliminates a restriction site for the enzyme Kpn I. Individuals homozygous for 

the null allele (allele 2) can be identified by the presence of a single band in agarose gel 

(235 bp) when the PCR amplification product is digested with Kpn I. DNA from homozygotes 

for allele 1 is identified by the presence of two bands (100 and 135 bp), whereas 

heterozygote show three bands (100, 135, and 235 bp) (28). 
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 Identification of variants in the recombination signal sequence (RSS) region of the 

TCRBV3S1 gene segment. For the analysis of the TCRBV3S1 RSS polymorphism, DNA 

samples were amplified by PCR using the specific primers 5′-

CCTTGATGGCCTGTTTTTCAC-3′ and 5′-GTGCCATCGGAGCCAGCAC-3′ (19, 28). PCR 

was performed under the same conditions described to the TCRBV20S1 polymorphism in 36 

cycles of 1 min of denaturation at 94 °C, 1 min of annealing at 51 °C, and 2 min of extension 

at 72 °C, preceded by 1 min at 94 °C and followed by 5 min at 72 °C. The resultant 431 bp 

fragment was digested with Pvu II  and the products were visualized by electrophoresis. The 

two allelic variants located at the TCRBV3S1 RSS differ at only a single nucleotide position 

(C/T); this cytosine to timine transition creates a Pvu II site inside the TCRBV3S1 RSS. 

Individuals homozygous for allele 1 can be identified by the presence of a single DNA band 

in agarose gel (431 bp) reflecting the absence of the restriction site. Homozygotes for allele 

2 can be identified by the presence of a 352 bp band (the 79 bp fragment cannot be 

observed in 1% agarose gel), whereas in heterozygote two bands (352 and 431 bp) can be 

observed (28).  

 Statistical analysis. Data were analyzed using EPI-INFO version 6. The association 

between categorical variables was tested using Pearson chi-square, Yates corrected chi-

square or Fisher’s exact test. Variables with normal distribution were presented as mean and 

standard deviation (SD) and between groups comparisons were performed using Student’s t 

test. Continuous variables with non-normal distributions were presented as median and (25th, 

75th) percentiles and the Mann-Whitney test was used for comparisons between groups. The 

crude and Mantel-Haenszel (for stratified analysis) odds ratios, along with 95% confidence 

intervals, were calculated for the carriers of the allele 2 (null allele) of TCRBV20S1 and the 

allele 1 of TCRBV3S1. The Hardy-Weinberg equilibrium was tested comparing the observed 

genotypic frequencies with the expected ones (considering the observed allelic frequencies) 

using the chi-square goodness-of-fit test. A two-tailed P value ≤ 0.05 was considered 

statistically significant. When testing for associations of the TCRBV20S1 and TCRBV3S1 

alleles with clinical and laboratory characteristics (secondary endpoints), Bonferroni 
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correction of the P value was applied considering the number of comparisons performed and 

the mean correlation coefficient between outcome variables. 
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RESULTS 

Six out of the 154 patients initially evaluated were excluded from the study for not 

fulfilling the entry criteria or for meeting the exclusion criteria. Other two patients have not 

performed blood collections for DNA extraction. Of the remaining patients, 130 were 

genotyped for the TCRBV20S1 and 117 for TCRBV3S1 gene segments. One hundred 

eighteen and 85 controls were genotyped for TCRBV20S1 and TCRBV3S1 gene segments, 

respectively. The characteristics of patients genotyped for the TCRBV20S1 are described in 

table I. The respective controls presented a mean age of 43.8 (standard deviation 6.4) years; 

82 (69.5%) were male and 100 (84.7%) were Caucasians. The patients and controls 

genotyped for TCRBV3S1 had similar features (data not shown), and most of them (96.6% of 

patients and 74.1% controls) were also included in the sample genotyped for the 

TCRBV20S1 gene segment. 

The allelic and genotypic frequencies of TCRBV20S1 variants are described in table 

II, and the distributions were significantly different in patients and controls. The crude and 

Mantel-Haenszel (stratified by race) odds ratios of the presence of the allele 2 (null allele) 

were 2.66 (95% CI: 1.52 to 4.66) and 2.66 (95% CI: 1.58 to 4.49), respectively. Restricting 

the analysis to patients fulfilling the ACR criteria, the results for the presence of the null allele 

were similar (Mantel-Haenszel odds ratio, stratified by race: 2.38; 95% CI: 1.37 to 4.12; P = 

0.003). Patients and controls were in Hardy-Weinberg equilibrium.     

The comparisons of the clinical and laboratory features according to the TCRBV20S1 

genotype are presented in table III. No significant differences between carriers and non-

carriers of the allele 2 were observed. 

The frequencies of TCRBV3S1 variants are described in table IV. No differences in 

the distributions were observed between patients and controls. The crude and Mantel-

Haenszel (stratified by race) odds ratios of the presence of the allele 1 were 1.06 (95% CI: 

0.51 to 2.21) and 1.07 (95% CI: 0.55 to 2.12), respectively. No deviation from Hardy-

Weinberg equilibrium was observed in patients and controls.    
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Table V compares clinical features according to the TCRBV3S1 genotype. Allele 1 

carriers presented a greater extent of interstitial lung disease on HRCT and a non-significant 

reduction in forced vital capacity. Other features did not differ significantly between the 

groups. 

Considering the description of predominant use of Vβ20 in topoisomerase I-specific 

CD4+ T cells (29), we additionally compared the prevalences of antitopoisomerase I 

antibodies among the carriers of the null allele of TCRBV20S1. Patients homozygous for the 

null allele tended to have lower prevalence of antitopoisomerase I (1/14, 7.1%) than 

heterozygote (17/56, 30.4%) (P = 0.095). The one antitopoisomerase I-positive patient 

among the homozygote for the null allele presented low titers of these antibodies (20.9 U/ml, 

where the minimum value for a positive test is 20.0 U/ml). 
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DISCUSSION  

 It is known that T cell receptor (TCR) plays a central role in immune responses. T 

cells recognize antigens through the binding of the TCR with the antigen (coupled with a 

MHC/HLA molecule) present in the surface of antigen presenting cells. Thus, any change at 

the TCR repertoire and/or MHC molecules could potentially alter a given immune response. 

For example, alterations in TCR may prevent some antigens to be recognized (thus 

preventing the emergence of a given autoimmune disease); alternatively, the genetically 

determined absence or reduction of a regulatory subset of T cells that uses a specific TCR 

variable α or β chain might allow the development of autoimmune activity. The MHC 

molecules also affect the ability to develop immune responses. Some studies have 

demonstrated the association between the inheritance of particular HLA alleles and 

susceptibility to SSc. However, the correlations are stronger and more consistent between 

specific HLA genes and autoantibody subsets than with the disease itself (2). Therefore, the 

search for other genetic markers of disease susceptibility remains an important task. Several 

single-nucleotide polymorphisms have been tested in SSc (30), but few studies have 

addressed polymorphisms involving TCR gene segments.  

 Kratz et al. (13), studying 60 SSc patients and 150 controls, observed an association 

between SSc and a TCR constant gamma gene polymorphism. However, no association 

with polymorphisms in the tested TCR constant alpha, variable alpha, and constant beta 

gene segments was observed. Arnett et al. (12), studying the same β constant region 

polymorphism tested by Kratz et al. (a Bgl II RFLP located near the C2 region of the TCR β 

gene) (13), observed different segregation patterns in patients with systemic sclerosis and 

systemic lupus erythematosus, but no differences with control subjects. As far as we aware, 

there are no studies testing TCR beta variable polymorphisms in SSc published to date. 

Nevertheless, polymorphisms of TCR β gene variable regions are of special interest 

because they may influence the immune response to both specific antigens and 

superantigens. In the present study, the results suggested that the null allele of the 
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TCRBV20S1 gene segment is associated with susceptibility to SSc; in a secondary analysis, 

the allele 1 of TCRBV3S1 was associated with more severe interstitial lung disease. 

 Both polymorphisms tested here are related to important changes in the T cell 

receptor repertoire. The allele 2 of TCRBV20S1 is associated to a reduction (or absence, if 

in homozygosis) of Vβ20+ peripheral T cells (17, 18), while the allele 1 of TCRBV3S1 is 

related to reduced levels of Vβ3.1+ cells (19). Therefore, our results suggest that Vβ20+ 

cells may be protective for the development of SSc and that Vβ3.1+ cells may exert a 

protective role against the progression of interstitial lung disease. It is possible that Vβ20+ 

and Vβ3.1+ cells are involved in the clearance of some specific antigens whose persistence, 

caused by the reduced availability of these cells, could trigger the pathogenic immune 

response in the disease. Another possible explanation is that these subsets could represent 

an important element of the regulatory CD4+ or CD8+ compartment, inhibiting the activity of 

autoreactive cells or altering the production of key regulatory cytokines. In the murine 

models of experimental autoimmune encephalitis (EAE) (31) and nonobese diabetes (NOD) 

(32), specific regulatory CD4+ cells were found to make preferential usage of certain Vβ 

families (Vβ14 and Vβ12, respectively). Previous studies observed a relative and/or absolute 

reduction in the number of suppressor CD8+ T cells in systemic sclerosis (33, 34). Filaci et 

al. (35) reported impaired function of CD8+CD28− (non antigen-specific T suppressor cells) 

in active systemic sclerosis. These evidences suggest that a reduction on the 

immunoregulatory activity is important in the pathogenesis of the disease. 

 The cooperation of topoisomerase I-specific CD4+ T cells is essential for the 

production of antitopoisomerase I antibody by B cells (36). Kuwana et al. (29) have observed 

that topoisomerase I-specific CD4+ T cells of HLA-DR11+ patients and control subjects 

showed a predominant Vβ20.1a usage (in 14 out of 15 clones analyzed). Therefore, the 

finding that the null allele of TCRBV20S1 (associated with a lower or absent capacity to 

produce cells using Vβ20) is associated with susceptibility to systemic sclerosis may be 

rather surprising. However, it is unlikely that topoisomerase I-specific CD4+ cells are 

essential for the development of SSc, since antitopoisomerase I antibodies are absent in the 
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majority of the patients. Additionally, in topoisomerase I-specific T cells from individuals 

presenting HLA-DR7 or HLA-DR15 (MHC molecules also associated to the production of 

antitopoisomerase I antibodies (37)), the usage of Vβ chains has not been studied. 

Therefore, it is possible that the T cells bearing Vβ20.1 chains are involved in the production 

of antitipoisomerase I antibodies only in HLA-DR11+ patients. Anyway, the observation of 

only one patient with antitopoisomerase I antibodies (in low titer) amongst the homozygote 

for the null allele, which are incapable of producing Vβ20+ cells, is in agreement with the 

findings reported by Kuwana et al. (29). 

 Frequently, the study of the association of genetic markers with susceptibility to 

systemic sclerosis has contradictory results in different populations (30). Because of the 

involvement of multiple loci or alleles in the risk to a specific disease and due to the 

existence of different selective pressures, it is possible that the alleles which interfere in the 

predisposition to a given disease are not the same in populations with different genetic 

background. It is also possible that certain observed associations resulted from genes 

(which, in turn, would be the “real” susceptibility markers) that are in linkage disequilibrium 

with the ones tested (38). These considerations seem to be relevant in the interpretation of 

our results, since the Vβ20 gene segment is located near the 3' end of the Cβ2 gene 

segment and the Vβ20 alleles have already been demonstrated to be in linkage 

disequilibrium with polymorphisms of the Cβ2 gene segment (17). However, the Vβ20 

polymorphisms were in linkage disequilibrium neither with the Cβ2 Bgl II RFLP previously 

tested in systemic sclerosis (12, 13) nor with polymorphisms of Vβ1, Vβ8, and Vβ11 gene 

segments (17). The Vβ20 gene segment is also located next to the gene that encodes 

EphB6, a member of the receptor tyrosine kinase family which seems to be involved in the 

regulation of T cell differentiation and modulation of the responses of mature T cells (39).  

 The appropriate selection of cases and controls is also an important issue 

surrounding case-control studies (40). In the present study, we included some patients who 

did not fulfill the ACR criteria for systemic sclerosis, but fulfilled the criteria suggested by 

LeRoy and Medsger for diagnosis of early forms of the disease. We decided to study these 
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patients since the strict application of ACR criteria would exclude an important and 

increasingly recognized subset of patients with limited forms of the disease (21, 41, 42). 

However, the exclusion of patients not fulfilling the ACR criteria from the analysis did not 

change the results significantly. 

 Considering the evidences presented in this study and in previous ones, we conclude 

that genetic variations that interfere with the TCR repertoire may be important factors in the 

susceptibility to systemic sclerosis. We suggest that TCRBV20S1 and TCRBV3S1 

polymorphisms are respectively associated with the development of systemic sclerosis and 

pulmonary interstitial disease in patients.  
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TABLES 

 
Table I. Clinical, demographic, and laboratory features of patients genotyped for the TCRBV20S1 
gene segment according to the fulfillment of ACR criteria for SSc and disease subtype*.   

 ACR positive ACR negative  

 
Diffuse form

 
N = 36 

Limited 
cutaneous 

form 
N = 68 

Limited 
cutaneous 

form 
N = 10 

Limited form
 

N = 16 

All patients
 

N =130 

Female 28 (77.8) 63 (92.6) 7 (70.0) 16 (100.0) 114 (87.7) 

Caucasians 27 (75.0) 58 (85.3) 8 (80.0) 14 (87.5) 107 (82.3) 

Age, years – mean (SD) 43.3 (14.2) 53.6 (12.8) 49.6 (13.4) 49.4 (14.4) 49.9 (14.0)

Raynaud´s phenomenon 36 (100.0) 68 (100.0) 10 (100.0) 16 (100.0) 130 (100.0)

Disease duration, years – 
median (percentiles 25, 75) 

3.2 (1.3, 
10.0) 

10.0 (4.0, 
21.0) 

12.5 (3.0, 
24.0) 

12.0 (3.5, 
15.0) 

8.0 (3.0, 
19.0) 

Sclerodactyly 34 (94.4) 68 (100.0) 7 (70.0) 0 (0.0) 109 (83.8) 

Digital pitting scars, 
amputations or loss of digital 
pad tissue 

28 (77.8) 55 (80.9) 1 (10.0) 3 (18.8) 87 (66.9) 

Calcinoses 8 (22.2) 22 (32.4) 1 (10.0) 0 (0.0) 31 (23.8) 

Telangiectases  21 (58.3) 46 (67.6) 5 (50.0) 8 (50.0) 80 (61.5) 

Puffy hands 3 (8.3) 9 (13.2) 3 (30.0) 9 (56.2) 24 (18.5) 

Total skin score − median 
(percentiles 25, 75) 

18.5 (11.0, 
31.5) 

6.0 (3.5, 
11.0) 

2.0 (1.0, 
2.0) 

0.0 (0.0, 
0.0) 

6.0 (2.0, 
14.0) 

SD pattern on NCM† 29/33 (87.9) 64/65 (98.5) 10/10 
(100.0) 

15/16 (93.8) 118/124 
(95.2) 

ANA ≥ 1:80 32 (88.9) 58 (85.3) 8 (80.0) 12 (75.0) 110 (84.6) 

Anticentromere antibodies 4 (11.1) 34 (50.0) 5 (50.0) 6 (37.5) 49 (37.7) 

Antitopoisomerase I antibodies 13 (36.1) 11 (16.2) 3 (30.0) 1 (6.3) 28 (21.5) 

Interstitial lung disease on 
HRCT† 

24/35 (68.6) 38/65 (58.5) 3/9 (33.3) 7/15 (46.7) 72/124 
(58.1) 

Reduced FVC† 19/32 (59.4) 27/63 (42.9) 2/9 (22.2) 4/16 (25.0) 52/120 
(43.3) 

Reduced DLCO† 30/32 (93.8) 55/61 (90.2) 6/9 (66.7) 12/16 (75.0) 103/118 
(87.3) 

Pulmonary arterial 
hypertension† 

2/30 (6.72) 14/66 (21.2) 0/9 (0.0) 1/15 (6.7) 17/120 
(14.2) 

* Data are presented as number (percentage) of patients, except when indicated otherwise. † Data 
not available for all patients; the values represent the number of patients with the indicated 
abnormalities over the number of patients that were examined, with percentages given in 
parentheses. NCM: Nailfold capillary microscopy; ANA: antinuclear antibodies; HRCT: high resolution 
computed tomography; FVC: forced vital capacity; DLCO: carbon monoxide pulmonary diffusing 
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Table II. TCRBV20S1 gene segment frequencies in patients 
with systemic sclerosis and control subjects.  

TCRBV20S1 Systemic 
Sclerosis (SSc) 

Controls P* 

Alleles, no. of 
alleles (%)  

   

allele 1 176 (67.7) 195 (82.6) 
allele 2 84 (32.3) 41 (17.4) 

<0.001 

    
Genotype, no. of 
subjects (%) 

   

allele 1/ allele 1  60 (46.1) 82 (69.5) 
allele 1/ allele 2 56 (43.1) 31 (26.3) 
allele 2/ allele 2 14 (10.8) 5 (4.2) 

<0.001 

* Pearson chi-square test or Yates corrected chi-square.  
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Table III. Comparison of clinical and laboratory characteristics of patients 
according to the genotype of the TCRBV20S1 gene segment. 

Clinical Features Allele 2 carriers
(N=70) 

Allele 2 non-
carriers  
(N=60) 

P* 

Signs of peripheral 
ischemia † − no. (%)  

46 (65.7) 41 (68.3) 1.000 

Skin score − median 
(percentiles 25, 75) 

5.0 (2.0, 13.0) 6.5 (3.0, 15.5) 1.000 

Anticentromere antibodies 
− no. (%) 

25 (35.7) 24 (40.0) 1.000 

Antitopoisomerase I 
antibodies − no. (%) 

18 (25.7) 10 (16.7) 1.000 

Extent (%) of reticular 
pattern/honeycombing on 
HRCT – median 
(percentiles 25, 75) ‡ 

0.0 (0.0, 4.6) 0.0 (0.0, 1.8) 1.000 

Ground-glass opacities on 
HRCT – no. (%) ‡ 

30/68 (44.1) 30/56 (53.6) 1.000 

Percent of predicted FVC 
− mean (SD) ‡ 

81.6 (18.5) 78.9 (19.8) 1.000 

Percent of predicted 
DLCO − mean (SD) ‡ 

57.2 (19.1) 52.5 (18.3) 1.000 

Systolic pulmonary arterial 
pressure − mean (SD) ‡ 

29.5 (12.3) 31.5 (12.6) 1.000 

* Yates corrected chi-square, Mann-Whitney or Student t test. P values 
were adjusted for multiple comparisons (9 tests), considering the mean 
correlation coefficient between the outcome variables (0.20). † Pitting scars, 
loss of substance from the finger pad, or amputations. ‡ Data not available 
for all patients. HRCT: high resolution computed tomography; FVC: forced 
vital capacity; DLCO: carbon monoxide pulmonary diffusing capacity.  
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Table IV. TCRBV3S1 gene segment frequencies in patients 
with systemic sclerosis and control subjects.  

TCRBV3S1 Systemic 
Sclerosis (SSc) 

Controls P* 

Alleles, no. of 
alleles (%)  

   

allele 1 126 (53.8) 96 (56.5) 
allele 2 108 (46.2) 74 (43.5) 

0.673 

    
Genotype, no. of 
subjects (%) 

   

allele 1/ allele 1  34 (29.0) 30 (35.3) 
allele 1/ allele 2 58 (49.6) 36 (42.3) 
allele 2/ allele 2 25 (21.4) 19 (22.4) 

0.555 

* Pearson chi-square test or Yates corrected qui-square.  
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Table V. Comparison of clinical and laboratory characteristics of patients 
according to the genotype of the TCRBV3S1 gene segment. 

Clinical Features Allele 1 carriers
(N=92) 

Allele 1 non-
carriers  
(N=25) 

P* 

Signs of peripheral 
ischemia † − no. (%)  

63 (68.5) 15 (60.0) 1.000 

Skin score − median 
(percentiles 25,75) 

6.0 (2.0, 13.0) 5.0 (3.0, 18.0) 1.000 

Anticentromere antibodies 
− no. (%) 

37 (40.2) 9 (36.0) 1.000 

Antitopoisomerase I 
antibodies − no. (%) 

20 (21.7) 4 (16.0) 1.000 

Extent (%) of reticular 
pattern/honeycombing on 
HRCT – median 
(percentiles 25, 75) ‡ 

0.3 (0.0, 12.5) 0.0 (0.0, 0.0) 0.034 

Ground-glass opacities on 
HRCT – no. (%) ‡ 

48/87 (55.2) 9/24 (37.5) 1.000 

Percent of predicted FVC 
− mean (SD) ‡ 

77.0 (18.5) 86.2 (14.4) 0.152 

Percent of predicted 
DLCO − mean (SD) ‡ 

53.4 (17.0) 56.9 (17.8) 1.000 

Systolic pulmonary arterial 
pressure − mean (SD) ‡ 

30.7 (12.5) 29.4 (12.4) 1.000 

* Yates corrected chi-square, Mann-Whitney or Student t test. P values 
were adjusted for multiple comparisons (9 tests), considering the mean 
correlation coefficient between the outcome variables (0.20). † Pitting scars, 
loss of substance from the finger pad, or amputations. ‡ Data not available 
for all patients. HRCT: high resolution computed tomography; FVC: forced 
vital capacity; DLCO: carbon monoxide pulmonary diffusing capacity.   
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RESUMO 

Objetivo: comparar as freqüências das variantes de dois segmentos gênicos codificadores 

de cadeias variáveis beta (TCRBV20S1 e TCRBV3S1) na esclerose sistêmica (ES) e 

controles. O alelo nulo (alelo 2) do TCRBV20S1 está associado à redução (ou ausência, em 

homozigose) do número de células Vβ20+ no sangue periférico, enquanto o alelo 1 do 

TCRBV3S1 está associado a níveis reduzidos de células Vβ3.1+.  

Métodos: cento e trinta pacientes com ES e 118 controles (voluntários saudáveis) foram 

genotipados para o segmento gênico TCRBV20S1, e 117 pacientes e 85 controles foram 

genotipados para as variantes do TCRBV3S1 por polimorfismo no comprimento de 

fragmentos de restrição (RFLP) precedido por PCR. Os pacientes foram avaliados 

clinicamente usando o escore cutâneo de Rodnan modificado, sorologia, provas de função 

pulmonar, tomografia computadorizada de alta resolução pulmonar (TCAR) e 

ecocardiografia com Doppler. 

Resultados: as freqüências genotípicas dos alelos do TCRBV20S1 foram 0,46 (alelo 

1/alelo 1), 0,43 (alelo 1/ alelo 2) e 0,11 (alelo 2/ alelo 2) nos pacientes, enquanto nos 

controles as freqüências foram 0,70, 0,26 e 0,04, respectivamente (P < 0,001). A razão de 

chances de Mantel-Haenszel (estratificada por raça) da presença do alelo 2 foi 2.66 (IC de 

95%: 1,58 a 4,49). Entre os pacientes, não houve associação significativa dos alelos do 

TCRBV20S1 com a extensão da doença cutânea e pulmonar, pressão sistólica na artéria 

pulmonar ou perfil de auto-anticorpos. As freqüências alélicas e genotípicas dos alelos do 

TCRBV3S1 não foram significativamente diferentes em pacientes e controles. No entanto, 

entre os pacientes, portadores do alelo 1 apresentaram maior extensão de doença 

intersticial na TCAR (P = 0,034).      

Conclusão: os resultados sugerem que o alelo nulo do segmento gênico TCRBV20S1 e o 

alelo 1 do TCRBV3S1 podem ser fatores de risco para o desenvolvimento de esclerose 

sistêmica e fibrose pulmonar, respectivamente, sugerindo um papel protetor das células 

Vβ20+ e Vβ3.1+ nas respostas imunes patogênicas nessa doença. 
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ABSTRACT 

Objective. To compare the frequencies of variants of two TCR beta variable gene segments 

(TCRBV20S1 and TCRBV3S1) in systemic sclerosis (SSc) patients and controls. The null 

allele (allele 2) of TCRBV20S1 gene segment is associated with absent (if in homozygosis) 

or reduced levels of Vβ20+ T-cells in the peripheral blood, while the allele 1 of the 

TCRBV3S1 is related to a low frequency of Vβ3.1+ T-cells. 

Methods. One hundred thirty patients with SSc and 118 controls (healthy volunteers) were 

genotyped for TCRBV20S1, and 117 patients and 85 controls for TCRBV3S1 gene 

segments variants by restriction fragment length polymorphism preceded by PCR (PCR-

RFLP). Patients were clinically evaluated using the modified Rodnan skin score, serology, 

pulmonary function tests, high resolution computed tomography (HRCT) and Doppler 

echocardiography. 

Results.  The genotypic frequencies of the TCRBV20S1 alleles were 0.46 (allele 1/allele 1), 

0.43 (allele 1/allele 2), and 0.11 (allele 2/ allele 2) in SSc patients, while in controls the 

frequencies were 0.70, 0.26 and 0.04, respectively (P < 0.001). The Mantel-Haenszel odds 

ratio (stratified by race) of the presence of the allele 2 was 2.66 (95% CI: 1.58 to 4.49). 

Among patients, there were no significant associations of the TCRBV20S1 alleles with the 

extent of skin and pulmonary disease, pulmonary systolic arterial pressure or autoantibody 

profile. The allelic and genotypic frequencies of the TCRBV3S1alleles were not significantly 

different in patients and controls. However, among patients, allele 1 carriers had significantly 

greater extent of interstitial lung disease on HRCT (P = 0.034). 

Conclusion.  Our results suggested that the null allele of the TCRBV20S1 and the allele 1 

of TCRBV3S1 gene segments can be risk factors for the development of SSc and pulmonary 

fibrosis, respectively, suggesting a protective role of Vβ20+ and Vβ3.1+ cells in the 

pathogenic immune responses in this disease. 
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INTRODUÇÃO 

A esclerose sistêmica (ES) é uma doença caracterizada por graus variáveis de 

disfunção vascular, fibrose cutânea e visceral e auto-anticorpos circulantes. O 

acometimento pulmonar (intersticial ou vascular) associado à doença é atualmente a causa 

mais importante de mortalidade na ES (1). A etiologia da esclerose sistêmica é 

desconhecida, embora fatores ambientais e genéticos tenham sido implicados na 

suscetibilidade à doença (2). 

As principais características histopatológicas da ES são deposição excessiva de 

colágeno e dano microvascular. Os mecanismos levando a essas alterações não são 

completamente compreendidos, mas a ativação do sistema imune parece desempenhar um 

papel central nesse processo. Em fases iniciais da doença, um infiltrado mononuclear 

consistindo primariamente de linfócitos T e macrófagos foi identificado (3, 4). A ativação de 

células T CD4+ Th2 na pele leva à produção de grandes quantidades de interleucina 4 (IL-

4), que promove a produção de fator de crescimento transformador beta (TGF-β) por 

macrófagos, que, por sua vez, leva à ativação e proliferação dos fibroblastos (5). Células T 

CD8+, que predominam no lavado bronquíolo-alveolar (LBA) de pacientes com alveolite 

fibrosante associada à ES, também produzem principalmente IL-4 (6). A expansão 

oligoclonal de células T tem sido relatada em biópsias de pele (7), no LBA (8, 9) e sangue 

periférico (8, 9) de pacientes com ES. Esses achados provavelmente refletem a proliferação 

e expansão de clones específicos de células T em resposta a certos antígenos, sugerindo 

que a esclerose sistêmica seja uma doença auto-imune associada à imunidade específica 

contra antígenos próprios (5). As células T reconhecem antígenos através do acoplamento 

do receptor da célula T (TCR) com peptídeos antigênicos ligados a moléculas do MHC 

(complexo de histocompatibilidade principal), presentes na superfície de células 

apresentadoras de antígenos. 

Os TCRs mais freqüentemente expressados por células T periféricas são compostos 

por cadeias α (alfa) e β (beta), cada uma delas sendo constituída por uma região variável e 

uma constante. As regiões variáveis das cadeias α e β são constituídas pelo rearranjo dos 
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seguintes segmentos gênicos: variável (V), diversidade (D, somente cadeias beta) e junção 

(J) (10). Esses segmentos gênicos apresentam variantes polimórficas (alelos), que podem 

afetar a capacidade de produzir TCRs específicos ou modificar sua especificidade 

antigênica, influenciando, portanto, o repertório de receptores de células T. O repertório de 

TCRs tem um papel central no desenvolvimento das respostas imunológicas, e variações 

nos genes que codificam os TCRs podem estar relacionadas ao surgimento de doenças 

auto-imunes (11). 

Há poucos estudos abordando os polimorfismos genéticos dos segmentos gênicos 

dos TCRs na ES (12, 13). Nenhum desses estudos avaliou polimorfismos em genes 

codificando as cadeias variáveis beta (Vβ) dos TCRs. No presente estudo foram analisados 

dois polimorfismos em dois diferentes segmentos gênicos codificadores de cadeias varáveis 

beta (TCRBV). O primeiro polimorfismo estudado está localizado no segmento TCRBV20S1 

(denominado TRBV30 pelo HGNC – HUGO Gene Nomenclature Committee (14)) e resulta 

de uma substituição de nucleotídeos (citosina por timina) que cria um códon de terminação 

(stop codon) dentro do segmento gênico. Indivíduos homozigotos para esse alelo nulo (aqui 

denominado de alelo 2, mas previamente conhecido como TCRBV20S1A2P (15), BV20S1*4 

(16) ou Vβ18C (17)) são incapazes de produzir TCRs usando cadeias Vβ20, o que resulta 

na ausência de células T Vβ20+ no sangue periférico (17). Um nível intermediário de 

células T Vβ20+ funcionais é observado no sangue periférico de indivíduos heterozigotos 

para esse polimorfismo (18). 

O segundo é um polimorfismo de um único nucleotídeo (substituição de citosina por 

timina) localizado dentro da região espaçadora de 23 pares da seqüência de sinal de 

recombinação (SSR) do segmento gênico TCRBV3S1 (TRBV3-1 na nomenclatura do 

HGNC (14)). Essa variante alélica está associada com o nível de células Vβ3.1+ no sangue 

periférico. Indivíduos homozigotos para o alelo 1  têm uma baixa freqüência de células T 

Vβ3.1+ (em torno de 1% das células CD3+ CD4+), enquanto indivíduos homozigotos para o 

alelo 2 têm maior quantidade dessas células (8,1% em média) e heterozigotos têm uma 

freqüência intermediária (em média 4,7%) (19). 
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Numa tentativa de identificar novos marcadores de suscetibilidade para esclerose 

sistêmica, foram estudadas as freqüências desses dois polimorfismos em pacientes com 

esclerose sistêmica, sendo essas comparadas com as freqüências observadas em 

indivíduos hígidos provenientes da mesma população.    
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 Pacientes e controles: foram avaliados prospectivamente, no período de abril de 

2000 a dezembro de 2004, 154 pacientes consecutivos com diagnóstico definitivo ou forte 

suspeita de ES, de acordo com a avaliação de reumatologistas experientes. Os pacientes 

foram encaminhados de serviços de reumatologia de quatro centros clínicos (Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre, Hospital São Lucas da PUCRS, Santa Casa de Misericórdia de 

Porto Alegre e Hospital Nossa Senhora da Conceição) e de clínicas privadas na cidade de 

Porto Alegre/RS. Todos os pacientes eram brasileiros, a maioria deles com ascendência 

européia e/ou africana, e a maior parte residente na área urbana de Porto Alegre. A 

avaliação das características raciais foi feita através da observação do fenótipo dos 

pacientes (cor da pele, cor e tipo de cabelo); a raça foi descrita como branca 

(caucaseanos), mista ou preta. Não havia indivíduos de origem asiática ou ameríndios entre 

os pacientes. A amostra foi composta por pacientes com longa evolução e casos recém-

diagnosticados. Para inclusão no presente estudo, os pacientes deveriam enquadrar-se nos 

critérios do Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology – 

ACR) (20) ou nos critérios sugeridos por LeRoy e Medsger para o diagnóstico de formas 

precoces de ES (evidência objetiva de fenômeno de Raynaud mais padrão SD na CPU ou 

auto-anticorpos específicos p/ ES; alternativamente, evidência subjetiva de fenômeno de 

Raynaud mais padrão SD na CPU e auto-anticorpos específicos para ES) (21). Foram 

excluídos pacientes que apresentavam síndromes de sobreposição com outras doenças 

difusas do tecido conjuntivo. No entanto, pacientes com diagnóstico definido de esclerose 

sistêmica (de acordo com os critérios do ACR) que desenvolveram miopatia inflamatória ou 

síndrome de Sjögren secundária não foram excluídos da amostra. Todos os pacientes 

assinaram termo de consentimento informado. 

 O DNA dos controles foi obtido de um banco mantido no Departamento de Genética, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), que se constitui de amostras de 

indivíduos não aparentados da população urbana de Porto Alegre/RS (a maioria de 

ascendência européia e/ou africana). Esses indivíduos eram doadores de sangue, 
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estudantes, professores ou funcionários da universidade. O recrutamento dos controles, a 

coleta de amostras de sangue e extração do DNA ocorreram entre os anos de 1990 e 2000. 

A descrição da raça baseou-se na observação de características fenotípicas das pessoas 

estudadas. Indivíduos de origem asiática e ameríndios, aqueles com doenças crônicas ou 

agudas, bem como aqueles apresentando história familiar de doenças genéticas, foram 

excluídos da amostra. 

 Avaliação clínica: os pacientes foram entrevistados e examinados de acordo com 

um extenso questionário padronizado voltado para a avaliação dos órgãos-alvo da 

esclerose sistêmica. Utilizou-se o escore de Rodnan modificado para avaliação da extensão 

do acometimento cutâneo (22). Os pacientes foram classificados de acordo com o subtipo 

de doença em três categorias: forma difusa cutânea (espessamento cutâneo no tronco e 

extremidades); forma limitada cutânea (espessamento cutâneo restrito às extremidades 

e/ou face); forma limitada (ausência de espessamento cutâneo) (21, 23). As características 

clínicas da doença foram observadas e registradas conforme descrito previamente (24). A 

presença do padrão SD foi definida qualitativamente como a ocorrência de áreas 

avasculares e/ou a presença de capilares definidamente dilatados, de acordo com 

descrição de Maricq (25). Foram coletadas amostras de sangue para extração de DNA, 

hemograma, sorologia, velocidade de sedimentação globular (VSG) e testes bioquímicos.  

As presenças do fator antinuclear (FAN) e de anticorpos antitopoisomerase I (anti-Scl-70) 

foram avaliadas através das técnicas de imunofluorescência indireta (utilizando-se como 

substrato células HEP-2) e enzimaimunoensaio (QUANTA lite® Scl-70 ELISA, INOVA 

Diagnostics), respectivamente. O FAN foi considerado positivo quando reagente em 

diluições ≥1:80. A presença de anticorpos anticentrômero foi determinada de acordo com a 

observação do padrão típico da fluorescência em células HEP-2. 

  Tomografia computadorizada de alta resolução (TCAR) pulmonar foi realizada na 

maioria dos pacientes.  A presença de doença intersticial pulmonar (infiltrado em vidro-

fosco, padrão reticular e faveolamento) foi avaliada por dois radiologistas. Adicionalmente, 

eles estimaram o percentual de parênquima acometido por faveolamento/padrão reticular 
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em ambos os campos pulmonares, de acordo com o método proposto por Staples et al. 

(26). Concordância intra e interobservador (comparando-se com um terceiro radiologista) 

para a extensão de faveolamento/padrão reticular foi moderada (kappa ponderado 0,51 e 

0,57, respectivamente). Os pacientes também foram submetidos à espirometria e ao teste 

de capacidade difusional de monóxido de carbono (DLCO). A CVF (capacidade vital 

forçada) e a DLCO foram consideradas anormais quando < 80% e < 75% do valor previsto, 

respectivamente. A ecocardiografia com Doppler foi utilizada para a estimativa da pressão 

sistólica na artéria pulmonar (PSAP). Pacientes com PSAP ≥ 40 mmHg foram considerados 

como apresentando hipertensão arterial pulmonar (HAP). O estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre antes do início de sua 

execução. 

 Extração do DNA e análise genômica: o DNA foi extraído do sangue periférico 

usando o método descrito por Lahiri and Nurnberger (27). Ambos os polimorfismos foram 

analisados por polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (restriction 

fragment length polymorphism,  RFLP) precedido por PCR, que envolveu a amplificação das 

amostras de DNA com primers específicos e a digestão dos produtos do PCR por 

endonucleases. A presença ou a ausência dos sítios de restrição, criando padrões 

visualmente distintos de migração na eletroforese em gel de agarose, fazem a distinção 

entre os dois alelos. 

 Identificação das variantes no segmento gênico TCRBV20S1: para análise do 

polimorfismo do TCRBV20S1, os primers específicos 5′-ATTCATCAATGGCCAGCGAC-3′ e 

5′-GGAGCTTCTTAGAACTCAG-3’ foram utilizados (17, 28).  Os primers foram misturados 

com 1 μl de DNA, tampão para PCR 2.5 μl 10× (contendo 30 mM de MgCl2), 1 μl de solução 

dNTP (quantidade final de 10 mM cada por reação) e 0.2 μl de Taq polimerase (5 U/μl). As 

amostras foram submetidas a 40 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 94 ºC, um minuto de 

recozimento (anneling) a 60 ºC, e 2 minutos de extensão a 72 ºC, precedidos por 1 minuto a 

94 ºC e seguidos por 5 minutos a 72 ºC num ciclador termal de DNA (MJ Research, Inc., 

Watertown, MA, USA). O fragmento resultante de 235 pb (pares de bases) foi digerido com 
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enzima de restrição Kpn I, e os produtos foram visualizados em eletroforese em gel de 

agarose a 1% contendo brometo de etídio. Uma substituição de nucleotídeo (citosina por 

timina) leva à introdução de um códon interruptor na seqüência do segmento gênico 

TCRBV20S1 e simultaneamente elimina um sítio de restrição da enzima Kpn I. Indivíduos 

homozigotos para o alelo nulo (alelo 2) podem ser identificados pela presença de uma 

banda única no gel de agarose (235 pb) quando o produto de amplificação do PCR é 

digerido por Kpn I. O DNA dos homozigotos para o alelo 1 é identificado pela presença de 

duas bandas (100 e 135 pb), enquanto heterozigotos mostram 3 bandas (100, 135 e 235 

pb) (28).        

 Identificação das variantes na seqüência de sinal de recombinação (SSR) do 

segmento gênico TCRBV3S1: para análise do polimorfismo do TCRBV3S1, localizado na 

SSR desse segmento gênico, as amostras de DNA foram amplificadas por PCR, e os 

primers específicos 5′-CCTTGATGGCCTGTTTTTCAC-3′ e 5′-

GTGCCATCGGAGCCAGCAC-3′ foram utilizados (19, 28). O PCR foi realizado nas mesmas 

condições descritas para o polimorfismo do TCRBV20S1. As amostras foram submetidas a 

36 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 94 ºC, um minuto de recozimento (anneling) a 51 

ºC, e 2 minutos de extensão a 72 ºC, precedida por 1 minuto a 94 ºC e seguida por 5 

minutos a 72 graus. O fragmento resultante de 431 pb (pares de bases) foi digerido com 

enzima de restrição Pvu ll, e os produtos foram visualizados em eletroforese. As duas 

variantes alélicas do TCRBV3S1 diferem somente em um nucleotídeo (C/T); a transição C-T 

cria um sítio para a enzima Pvu II dentro da SSR desse segmento gênico. Indivíduos 

homozigotos para o alelo 1 podem ser identificados pela presença de uma banda única de 

DNA no gel de agarose (431 pb), refletindo a ausência do sítio de restrição. Os homozigotos 

para o alelo 2 são identificados pela presença de uma banda de 352 pb (o fragmento de 79 

pb não pode ser observado no gel de agarose a 1%), enquanto que em heterozigotos duas 

bandas (352 e 431 pb) são visualizadas (28).  

 Análise estatística: os dados foram analisados usando-se o programas EPI-INFO 

versão 6. A análise da associação entre variáveis categóricas foi feita utilizando-se o teste 
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do qui-quadrado de Pearson, qui-quadrado com correção de Yates ou teste exato de Fisher. 

Variáveis com distribuição normal foram apresentadas como média e desvio-padrão (DP), e 

as comparações entre grupos foram feitas com o teste t de Student. Variáveis contínuas 

com distribuição não-normal foram apresentadas como mediana e percentis (25 e 75%), e o 

teste de Mann-Whitney foi utilizado para as comparações entre os grupos. As razões de 

chances (odds ratios) bruta e de Mantel-Haenszel (para análise estratificada), juntamente 

com os respectivos intervalos de confiança de 95%, foram calculadas para os portadores do 

alelo 2 (alelo nulo) do TCRBV20S1 e para o alelo 1 do TCRBV3S1. O equilíbrio de Hardy-

Weinberg foi testado comparando-se as freqüências genotípicas observadas com as 

esperadas (considerando-se as freqüências alélicas) usando-se o teste do qui-quadrado de 

qualidade de ajuste (goodness-of-fit). Considerou-se estatisticamente significativo um P ≤ 

0,05 (bicaudal). Quando da testagem de associações dos alelos do TCRBV20S1 e 

TCRBV3S1 com características clínicas e laboratoriais (desfechos secundários), correção 

de Bonferroni para o valor P foi aplicada considerando-se o número de comparações 

realizadas e o coeficiente de correlação médio entre as variáveis dependentes. 
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RESULTADOS 

Seis dos 154 pacientes inicialmente avaliados foram excluídos do estudo por não 

preencherem os critérios de inclusão ou apresentarem critérios de exclusão. Outros dois 

pacientes não tiveram seu sangue coletado para extração do DNA. Dos pacientes 

remanescentes, 130 foram genotipados para o segmento gênico TCRBV20S1, e 117 para o 

TCRBV3S1. Cento e dezoito controles foram genotipados para o segmento gênico 

TCRBV20S1, e 85 para o TCRBV3S1. As características dos pacientes genotipados para o 

TCRBV20S1 estão descritas na tabela I; os respectivos controles apresentaram uma média 

de idade de 43,8 anos (DP 6,4), 82 (69,5%) eram do sexo masculino e 100 (84,7%) eram 

caucasóides. As características dos pacientes e controles testados para o polimorfismo do 

TCRBV3S1 são semelhantes às dos testados para o TCRBV20S1 (dados não mostrados), 

e a maioria deles (96,6% dos casos e 74,1% dos controles) também estava incluída na 

amostra genotipada para o segmento TCRBV20S1. 

 As freqüências alélicas e genotípicas das variantes do TCRBV20S1 são descritas 

na tabela II, e as distribuições foram significativamente diferentes em pacientes e controles. 

As razões de chances bruta e de Mantel-Haenszel (estratificada por raça) da presença do 

alelo nulo foram 2,66 (IC 95%: 1,52 a 4.66) e 2,66 (IC 95%: 1,58 a 4,49), respectivamente. 

Restringindo a análise para pacientes que preenchem os critérios do ACR, os resultados 

para a presença do alelo nulo foram semelhantes (razão de chances de Mantel-Haenszel, 

estratificada por raça: 2,38; IC 95%: 1,37 a 4,12; P = 0,003). Os pacientes e controles 

estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

As comparações das características clínicas e laboratoriais de acordo com a 

presença do alelo nulo do TCRBV20S1 estão apresentadas na tabela III. Não foram 

observadas diferenças significativas entre portadores e não-portadores do alelo nulo.  

As freqüências das variantes do TCRBV3S1 são descritas na tabela IV. Nenhuma 

diferença nas distribuições foi observada entre pacientes e controles.  As razões de 

chances bruta e de Mantel-Haenszel (estratificada por raça) da presença do alelo 1 foram 
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1,06 (IC 95%: 0,51 a 2,21) e 1,07 (IC 95%: 0,55 a 2,12), respectivamente. Não foram 

observados desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg em pacientes e controles. 

A tabela V compara as características clínicas de acordo com a presença do alelo 1 

do TCRBV3S1. Os carreadores do alelo 1 apresentaram maior extensão de doença 

intersticial na TCAR pulmonar e redução não-significativa da capacidade vital forçada. 

Outras características não diferiram significativamente entre os grupos. 

Considerando-se a descrição do uso predominante de Vβ20 em células T CD4+ 

específicas para topoisomerase I (29), adicionalmente foram comparadas as prevalências 

de anticorpos antitopoisomerase I entre os portadores do alelo nulo do TCRBV20S1. 

Pacientes homozigotos para o alelo nulo tenderam a ter prevalência mais baixa de 

antitopoisomerase I (1/14, 7,1%) do que os heterozigotos (17/56, 30,4%) (P=0,095). O único 

paciente com anticorpos antitopoisomerase I entre os homozigotos para o alelo nulo 

apresentou baixos títulos desses anticorpos (20,9 U/ml, onde o mínimo valor para um teste 

positivo é 20,0 U/ml).  
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DISCUSSÃO 

 O receptor de células T (TCR) tem um papel fundamental nas respostas imunes. As 

células T reconhecem antígenos através da ligação do TCR com o antígeno (acoplado a 

uma molécula de MHC/HLA) presente na superfície das células apresentadoras de 

antígenos. Portanto, qualquer alteração no repertório de TCRs ou das moléculas de MHC 

pode potencialmente alterar uma determinada resposta imune. Por exemplo, alterações no 

TCR podem evitar que certos antígenos sejam reconhecidos (assim evitando o 

aparecimento de uma determinada doença auto-imune); alternativamente, a ausência ou 

redução geneticamente determinadas de um subgrupo de células T reguladoras que usam, 

especificamente, um determinado subtipo de cadeias alfa ou beta poderiam promover a 

atividade auto-imune. As moléculas do MHC também afetam a habilidade para desenvolver 

auto-imunidade. Alguns estudos demonstraram associação entre a herança de certos alelos 

do HLA e suscetibilidade à esclerose sistêmica. No entanto, as correlações são mais fortes 

e consistentes entre os genes do HLA e auto-anticorpos específicos do que com a doença 

em si (2). Portanto, a busca de outros marcadores genéticos para a suscetibilidade à 

doença permanece sendo uma tarefa importante. Vários polimorfismos de nucleotídeo único 

têm sido testados na esclerose sistêmica (30), mas poucos estudaram polimorfismos 

envolvendo segmentos gênicos do TCR. 

 Kratz et al. (13), estudando 60 pacientes com ES e 150 controles, observou 

associação entre ES e um polimorfismo das cadeias constantes gama, mas não havia 

associação dos polimorfismos dos segmentos gênicos constante alfa, variável beta e 

constante beta testados nesse estudo. Arnett et al. (12), estudando o mesmo polimorfismo 

na região constante β testada por Kratz et al. (Bgl II RFLP, localizado próximo à região do 

segmento Cβ2) (13), observou diferentes padrões de segregação em pacientes com 

esclerose sistêmica e lupus eritematoso sistêmico, mas sem diferença com relação a 

indivíduos controle. Segundo nosso conhecimento, não há estudos testando polimorfismos 

de segmentos gênicos variáveis beta na esclerose sistêmica publicados até o momento. 

Mesmo assim, polimorfismos das regiões variáveis do gene do TCR β são de especial 
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interesse, pois eles podem influenciar a resposta tanto a antígenos específicos como a 

superantígenos. No presente estudo, os resultados sugerem que o alelo nulo do 

TCRBV20S1 está associado à suscetibilidade para esclerose sistêmica; numa análise 

secundária, o alelo 1 do TCRBV3S1 foi associado a doença intersticial mais severa. 

Ambos os polimorfismos testados no presente estudo estão relacionados a 

importantes modificações no repertório de receptores de células T. O alelo 2 do 

TCRBV20S1 está associado à redução (ou ausência, se em homozigose) do número de 

células Vβ20+ no sangue periférico (17, 18), enquanto o alelo 1 do TCRBV3S1 está 

associado a níveis reduzidos de células Vβ3+ (19). Portanto, nossos resultados sugerem 

que as células Vβ20+ podem ser protetoras para o desenvolvimento de esclerose sistêmica; 

células Vβ3.1+ podem exercer uma atividade protetora contra a progressão da doença 

intersticial pulmonar. É possível que células Vβ20+ e Vβ3.1+ estejam envolvidas na 

remoção de determinados antígenos cuja persistência, causada pela redução do número 

dessas células, poderia ativar a resposta inume patogênica que ocorre na doença. Outra 

explicação possível é que esses subtipos celulares poderiam estar incluídos no 

compartimento regulador das células CD4+ ou CD8+, inibindo a atividade de células auto-

reativas ou alterando a produção de citocinas reguladoras. Nos modelos animais de 

encefalomielite auto-imune experimental (EAE) (31) e diabete não-obeso (32), células CD4+ 

reguladoras específicas faziam uso preferencial de determinadas cadeias Vβ (Vβ14 e Vβ12, 

respectivamente). Estudos prévios observaram uma redução relativa ou absoluta no número 

de células CD8+ supressoras na esclerose sistêmica (33, 34). Filaci et al. (35) relataram 

disfunção de células CD8+CD28− (células T supressoras não antígeno-específicas) na 

esclerose sistêmica ativa. Essas evidências sugerem que a redução da atividade reguladora 

do sistema imune tenha um papel importante na patogênese da doença.     

 A cooperação de células CD4+ específicas para topoisomerase I é essencial para a 

produção de anticorpos antitopoisomerase I por células B (36). Kuwana et al. (29) 

observaram que células T CD4+ antitopoisomerase I de pacientes e controles usavam 

preferencialmente cadeias Vβ20.1a (em 14 de 15 clones analisados). Portanto, a 
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observação de que o alelo nulo do TCRBV20S1 (associado à redução ou ausência de 

capacidade de produzir células usando Vβ20) esteja associado à suscetibilidade para 

esclerose sistêmica pode parecer surpreendente. Entretanto, é improvável que células 

CD4+ específicas para topoisomerase I sejam essenciais para o desenvolvimento de ES, já 

que anticorpos antitopoisomerase I são encontrados numa minoria dos pacientes. 

Adicionalmente, em células T antitopoisomerase I de indivíduos apresentando HLA-DR7 ou 

HLA-DR15 (moléculas de MHC também associadas à produção de anticorpos 

antitopoisomerase I (37)), o uso de cadeias Vβ não foi estudado. Portanto, é possível que 

as células Vβ20.1a+ estejam envolvidas na produção de anticorpos antitopoisomerase I 

somente em pacientes HLA-DR11+.  De qualquer modo, a observação de somente um 

paciente com anticorpos antitopoisomerase I (em baixos títulos) entre os homozigotos para 

o alelo nulo, que são incapazes de produzir células Vβ20+, está de acordo com as 

observações de Kuwana et al. (29).  

 Freqüentemente, o estudo de associações de marcadores genéticos com 

suscetibilidade para esclerose sistêmica tem resultados contraditórios em diferentes 

populações (30). Devido ao envolvimento de múltiplos loci ou alelos no risco para uma 

doença específica e a diferentes pressões seletivas, é possível que os alelos envolvidos na 

predisposição a uma doença específica não sejam os mesmos em populações diferentes. 

Outra possibilidade é que as associações observadas sejam confundidas por genes (que, 

por sua vez, seriam os verdadeiros marcadores de suscetibilidade) que estão em 

desequilíbrio de ligação com aqueles testados (38). Essa consideração parece ser relevante 

na interpretação dos resultados do presente estudo, tendo-se em mente que o segmento 

gênico Vβ20 está localizado próximo ao final 3’ do segmento Cβ2, e demonstrou-se que os 

alelos do Vβ20 estão em desequilíbrio de ligação com polimorfismos do segmento Cβ2 (17).  

Entretanto, os polimorfismos do Vβ20 não estão em desequilíbrio de ligação com o 

polimorfismo Cβ2-Bgl II RFLP testado previamente na ES (12, 13) nem com polimorfismos 

de Vβ1, Vβ8 e Vβ11 (17).  O segmento gênico Vβ20 também está localizado próximo ao 

gene que codifica EphB6, um membro da família de receptores tirosina-quinase que parece 
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estar envolvida na regulação da diferenciação de células T e na modulação da resposta de 

células T maduras (39).         

 A seleção apropriada de casos e controles também é uma questão importante 

circundando os estudos caso-controle (40). No presente estudo, foram incluídos pacientes 

que não preenchiam os critérios do ACR para esclerose sistêmica, mas preenchiam os 

critérios sugeridos por LeRoy e Medsger para o diagnóstico de formas precoces de ES. 

Decidiu-se estudar esses pacientes, pois a estrita aplicação dos critérios do ACR excluiria 

uma importante e crescentemente reconhecida parcela de pacientes com formas limitadas 

da doença (21, 41, 42). Entretanto, a exclusão de pacientes que não preenchem os critérios 

do ACR não modificou significativamente os resultados.  

 Considerando-se as evidências apresentadas nesse estudo e em estudos prévios, 

concluímos que as variações genéticas que influenciam o repertório de TCRs podem ser 

fatores importantes na suscetibilidade à esclerose sistêmica. Os resultados sugerem que os 

polimorfismos dos segmentos gênicos TCRBV20S1 e TCRBV3S1 estão associados ao 

desenvolvimento de esclerose sistêmica e à doença intersticial nos pacientes, 

respectivamente. 
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TABELAS 

 
Tabela I. Características clínicas, demográficas e laboratoriais dos pacientes genotipados para o 
segmento gênico TCRBV20S1 de acordo com os critérios do ACR e subtipo de doença*.   
 ACR positivos ACR negativos  

 Forma 
difusa 

 
N = 36 

Forma 
limitada 
cutânea 
N = 68  

Forma 
limitada  
cutânea  
N = 10 

Forma 
limitada 

 
N = 16 

Todos os 
pacientes 

 
N = 130 

Sexo feminino 28 (77,8) 63 (92,6) 7 (70,0) 16 (100,0) 114 (87,7) 
 

Caucasóides  27 (75,0) 58 (85,3) 8 (80,0) 14 (87,5) 107 (82,3) 

Idade, anos  – média (DP) 43,3 (14,2) 53,6 (12,8) 49,6 (13,4) 49,4 (14,4) 49,9 (14,0)

Fenômeno de Raynaud 36 (100,0) 68 (100,0) 10 (100,0) 16 (100,0) 130 (100,0)

Duração de doença, anos – 
mediana (percentil 25; 75)   

3,2 (1,3; 
10,0) 

10,0 (4,0; 
21,0) 

12,5 (3,0; 
24,0) 

12,0 (3,5; 
15,0) 

8,0 (3,0; 
19,0) 

Esclerodactilia  34 (94,4) 68 (100,0) 7 (70,0) 0 (0,0) 109 (83,8) 

Cicatrizes puntiformes digitais, 
amputações ou reabsorção das 
extremidades das falanges 
distais 

28 (77,8) 55 (80,9) 1 (10,0) 3 (18,8) 87 (66,9) 

Calcinoses 8 (22,2) 22 (32,4) 1 (10,0) 0 (0,0) 31 (23,8) 

Teleangiectasias   21 (58,3) 46 (67,6) 5 (50,0) 8 (50,0) 80 (61,5) 

Edema de maõs (puffy hands)  3 (8,3) 9 (13,2) 3 (30,0) 9 (56,2) 24 (18,5) 

Escore cutâneo − mediana 
(percentil 25; 75) 

18,5 (11,0; 
31,5) 

6,0 (3,5; 
11,0) 

2,0 (1,0; 
2,0) 

0,0 (0,0; 
0,0) 

6,0 (2,0; 
14,0) 

Padrão SD na CPU† 29/33 (87,9) 64/65 (98,5) 10/10 
(100,0) 

15/16 (93,8) 118/124 
(95,2) 

FAN ≥ 1:80 32 (88,9) 58 (85,3) 8 (80,0) 12 (75,0) 110 (84,6) 

Anticorpos anticentrômero 4 (11,1) 34 (50,0) 5 (50,0) 6 (37,5) 49 (37,7) 

Anticorpos antitopoisomerase I  13 (36,1) 11 (16,2) 3 (30,0) 1 (6,3) 28 (21,5) 

Doença intersticial pulmonar na 
TCAR† 

24/35 (68,6) 38/65 (58,5) 3/9 (33,3) 7/15 (46,7) 72/124 
(58,1) 

CVF reduzida† 19/32 (59,4) 27/63 (42,9) 2/9 (22,2) 4/16 (25,0) 52/120 
(43,3) 

DLCO reduzida† 30/32 (93,8) 55/61 (90,2) 6/9 (66,7) 12/16 (75,0) 103/118 
(87,3) 

Hipertensão arterial pulmonar  2/30 (6,72) 14/66 (21,2) 0/9 (0,0) 1/15 (6,7) 17/120 
(14,2) 

*Os dados são apresentados como número (percentagem) de pacientes, exceto quando indicado.  
†Dados não disponíveis para alguns pacientes; os valores representam o número de pacientes com 
as anormalidades indicadas sobre o total de pacientes que realizaram os exames, com os 
percentuais indicados entre parênteses. CPU: capilaroscopia periungueal; FAN: anticorpos 
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antinucleares; TCAR: tomografia computadorizada de alta resolução; CVF: capacidade vital forçada; 
DLCO: capacidade difusional de monóxido de carbono.    
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Tabela II. Freqüências dos alelos do segmento gênico TCRBV20S1 em 
pacientes e controles.  

TCRBV20S1 Esclerose 
Sistêmica  

 
Controles 

 
P* 

Alelos, nº de alelos (%)     
alelo 1 176 (67,7) 195 (82,6) 
alelo 2 84 (32,3) 41 (17,4) 

<0,001 

    
Genótipo, nº de indivíduos 
(%) 

   

alelo 1/ alelo 1  60 (46,1) 82 (69,5) 
alelo 1/ alelo 2 56 (43,1) 31 (26,3) 
alelo 2/ alelo 2 14 (10,8) 5 (4,2) 

<0,001 

*Qui-quadrado de Pearson ou qui-quadrado corrigido de Yates.  
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Tabela III. Comparação das características clínicas e laboratoriais dos 
pacientes de acordo com o genótipo do segmento gênico TCRBV20S1. 
Características clínicas   Portadores do 

alelo 2  
(N=70) 

Não-
portadores do 
alelo 2 (N=60)

P* 

Sinais de isquemia 
periférica†− nº (%)  

46 (65,7) 41 (68,3) 1,000 

Escore cutâneo − 
mediana (percentil 25; 75) 

5,0 (2,0; 13,0) 6,5 (3,0; 15,5) 1,000 

Anticorpos anticentrômero  
− nº (%) 

25 (35,7) 24 (40,0) 1,000 

Anticorpos 
antitopoisomerase I − nº 
(%) 

18 (25,7) 10 (16,7) 1,000 

Extensão (%) de padrão 
reticular/faveolamento na 
TCAR – mediana 
(percentil 25; 75)‡ 

0,0 (0,0; 4,6) 0,0 (0,0; 1,8) 1,000 

Opacidades em vidro-
fosco na TCAR – nº (%)‡ 

30/68 (44,1) 30/56 (53,6) 1,000 

Percentual da CVF 
prevista − média  (DP)‡ 

81,6 (18,5) 78,9 (19,8) 1,000 

Percentual da DLCO 
prevista − média (DP)‡ 

57,2 (19,1) 52,5 (18,3) 1,000 

Pressão sistólica na 
artéria pulmonar − média 
(DP)‡ 

29,5 (12,3) 31,5 (12,6) 1,000 

*Qui-quadrado com correção de Yates, teste de Mann-Whitney ou teste t de 
Student. Os valores P foram ajustados para múltiplas comparações (9 
testes), considerando-se a correlação média entre as variáveis 
dependentes (0,20). †Cicatrizes puntiformes digitais, amputações ou 
reabsorção das extremidades das falanges distais. ‡Dados não disponíveis 
para todos os pacientes. TCAR: tomografia computadorizada de alta 
resolução; CVF: capacidade vital forçada; DLCO: capacidade difusional de 
monóxido de carbono.    
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Tabela IV. Freqüências dos alelos do segmento gênico TCRBV3S1 em 
pacientes e controles.  

TCRBV3S1 Esclerose 
Sistêmica 

 
Controles 

 
P* 

Alelos, nº de alelos (%)     
alelo 1 126 (53,8) 96 (56,5) 
alelo 2 108 (46,2) 74 (43,5) 

0,673 

    
Genótipo, nº de indivíduos 
(%) 

   

alelo 1/ alelo 1  34 (29,0) 30 (35,3) 
alelo 1/ alelo 2 58 (49,6) 36 (42,3) 
alelo 2/ alelo 2 25 (21,4) 19 (22,4) 

0,555 

*Qui-quadrado de Pearson ou qui-quadrado corrigido de Yates. 
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Tabela V. Comparação das características clínicas e laboratoriais dos 
pacientes de acordo com o genótipo do segmento gênico TCRBV3S1. 
Características clínicas   Portadores do 

alelo 1 
(N=92) 

Não-
portadores do 
alelo 1 (N=25)

P* 

Sinais de isquemia 
periférica†− nº (%)  

63 (68,5) 15 (60,0) 1,000 

Escore cutâneo − 
mediana (percentil 25; 75) 

6,0 (2,0; 13,0) 5,0 (3,0; 18,0) 1,000 

Anticorpos anticentrômero 
− nº (%) 

37 (40,2) 9 (36,0) 1,000 

Anticorpos 
antitopoisomerase I − nº 
(%) 

20 (21,7) 4 (16,0) 1,000 

Extensão (%) de padrão 
reticular/faveolamento na 
TCAR – mediana 
(percentil 25; 75)‡ 

0,3 (0,0; 12,5) 0,0 (0,0; 0,0) 0,034 

Opacidades em vidro-
fosco na TCAR – nº (%)‡ 

48/87 (55,2) 9/24 (37,5) 1,000 

Percentual da CVF 
prevista − média  (DP)‡ 

77,0 (18,5) 86,2 (14,4) 0,152 

Percentual da DLCO 
prevista − média (DP)‡ 

53,4 (17,0) 56,9 (17,8) 1,000 

Pressão sistólica na 
artéria pulmonar − média 
(DP)‡ 

30,7 (12,5) 29,4 (12,4) 1,000 

*Qui-quadrado com correção de Yates, teste de Mann-Whitney ou teste t de 
Student. Os valores P foram ajustados para múltiplas comparações (9 
testes), considerando-se a correlação média entre as variáveis 
dependentes (0,20). †Cicatrizes puntiformes digitais, amputações ou 
reabsorção das extremidades das falanges distais. ‡Dados não disponíveis 
para todos os pacientes. TCAR: tomografia computadorizada de alta 
resolução; CVF: capacidade vital forçada; DLCO: capacidade difusional de 
monóxido de carbono. 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 
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Atualmente, alguns projetos de pesquisa estão sendo desenvolvidos a partir de 

dados coletados durante a realização desse trabalho. Um estudo caso-controle associando 

polimorfismos genéticos de CCR5 (receptor de algumas quimiocinas inflamatórias, 

principalmente RANTES − regulated upon activation, normal T cells expressed and 

secreted) e CCR2 (receptor da quimiocina MCP-1 − monocyte chemoattractant protein I) 

com a esclerose sistêmica está aguardando a análise estatística. Outro estudo, associando 

os níveis de Nt-pró-BNP (N-terminal pro-brain natriuretic peptide) com a medida da pressão 

na artéria pulmonar (obtida através de ecocardiografia), encontra-se próximo do envio para 

publicação. Polimorfismos genéticos de KIR (killer cell Ig-like receptor) também estão sendo 

estudados. Os últimos dois trabalhos citados estão sendo desenvolvidos como teses de 

mestrado por alunos do Programa de Pós-Graduação em Ciências Médicas.  

  Com o objetivo de prosseguir com a realização de diversos estudos sobre a 

etiologia, terapêutica e prognóstico da esclerose sistêmica, a coleta de dados iniciada em 

abril de 2000 deverá ser retomada em breve, com a avaliação de novos pacientes. Para 

isso, contamos há alguns anos com o Ambulatório de Esclerose Sistêmica do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre, onde foram realizadas as avaliações clínicas e são 

acompanhados e tratados diversos pacientes com a doença. A partir disso, deseja-se 

desenvolver novos projetos de pesquisa, com a participação de alunos de gradução, 

mestrado e doutorado.  
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9. ARTIGOS CIENTÍFICOS PUBLICADOS (EM AUTORIA OU CO-
AUTORIA) INTERNACIONALMENTE DURANTE O PERÍODO DE 
DOUTORADO 
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APÊNDICE A – Protocolo de Pesquisa  

Níveis de ET-1 e alterações capilaroscópicas em pacientes com esclerose sistêmica 
Serviço de Reumatologia -HCPA 
Markus Bredemeier  
 

CASO: ____ 

DATA DA ENTREVISTA: ___/___/____ 

NOME:________________________________________________________ REGISTRO: __________/__   IDADE:_____anos   

SEXO___ (1-masc 2-fem)    COR: ___ ( 1-branco 2-preto  3-misto)  

ENDEREÇO: _______________________________________________________________________________________ 

NOME E ENDEREÇO DE PARENTE:___________________________________________________________________ 

TELEFONE :   casa: _____________  celular: _______________     TELEFONE DE PARENTE: ___________________ 

 

Falta de ar (MRC mod):   ____   

0-  não tem falta de ar, exceto com atividade extrema; 
1-  incomodado pela  falta de ar quando caminha rapidamente no plano ou sobe lomba leve; 
2-  anda mais devagar  no plano que pessoas da mesma idade devido à falta de ar ou tem que parar 
       quando caminha no  seu ritmo  no plano; 
3-  pára para respirar após caminhar  mais ou menos 100 metros ou após poucos minutos no plano; 
4-  muita falta de ar para sair de casa ou falta de ar ao vestir ou trocar de roupa.  
   
NYHA:  ___ (classe) 
1-  sem limitação; atividade rotineira sem fadiga exagerada ou dispnéia ou palpitação; 
2-  com pequena limitação de atividade física; bem em repouso; atividade rotineira  causa fadiga, dispnéia ou 
palpitação; 
3-  limitação importante; dispnéia aos mínimos esforços; bem em repouso; 
4-  dispnéia em repouso; qualquer atividade com muito desconforto;    
 
Fumo: _____   (1-sim  2-não   3- no passado)   dos _____ aos _____ anos  _____ cigs/dia.  

 

O Sr.(a) tem pressão alta? _____ (1-sim 2-não)      PA1:______/______  PA2:______/_______     BRAÇO: _____ cm    D   E     

Sr. (a) tem algum problema cardíaco) ____ Qual?_____________________________________________ 

O  Sr(a) tem diabetes?_____    

Usa  inibidor da ECA:____  Verapa: ____Nifedi: ____   Amlo: ____ Diltia___ 

betabloqueador___   diurético ____   AINE :   _____    Qual?_________________   outros (anotar): ____________, 

_____________,____________,______________,_________________ 

 

A mediçação vasoativa será suspensa: ___  (1-sim 2-não) 

Quantos dias antes ? ___ Por quê? _______________________ 

AINE será suspenso? ____  (1-sim 2-não) 

Quantos dias antes? ___ Por quê?_____________________________                           CASO:____                            

 

Dificuldade de deglutição: ____   (0-não;  1- sim, para pedaços de carne;  2- sim, para comer arroz e feijão; 3- sim, 

para líquidos) ou _____________________________________ 
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Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou ___ dia ou  sempre   

Classifique a severidade do sintoma: ___ (0-não tem   1- leve   2-moderado   3- severo) 

 

Tem   azia ou pirose (queimação na boca do estômago ou atrás do peito)? ___ (1-sim 2-não) 

 Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou ___ dia ou  sempre   

Classifique a severidade do sintoma: ___ (0-não tem   1- leve   2- moderado  3- severo) 

 

 

Tem dor ao engolir? ___ (1-sim 2-não)  

Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou ___ dia ou  sempre   

Classifique a severidade do sintoma: ___ (0-não tem   1- leve   2- moderado  3- severo) 

 

Vomita ou sente o conteúdo do estômago  voltar até a garganta após as refeições ou longe delas?____  

Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou ___ dia ou  sempre   

Classifique a severidade do sintoma: ___ (0-não tem   1- leve   2- moderado  3- severo) 

 

Costuma ter dor no peito ou atrás do peito ?   ____ 

Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou ___ dia ou  sempre 

Classifique a severidade do sintoma: ___ (0-não tem   1- leve   2- moderado  3- severo) 

 

Usa omeprazol ?___ (1-sim 2-não) 

 Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou sempre   

Usa rantidina, cimetidina, famotidina?____ (1-sim 2-não) 

 Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou sempre   

Usa cisaprida (prepulsid) ou metoclopramida (plasil )? ___ (1-sim 2-não)                  

 Vezes:   ___por mês ou ___ por semana ou    sempre   

 

 

Desde quando começou a ter Raynaud?   Há _____ anos.  

Desde quando notou que a pele começou a ficar endurecida e lisa? Há _____ anos. 

Quando foi diagnosticada a ES? Há _____ anos. 

 

 

Responder a essas perguntas no dia da capilaroscopia (data ___/___/___):                        CASO:_____ 

Temperatura na Zona 16: _____oC 

Temperatura do dia pela manhã: _____oC 

Horário em que entrou na Z16: _____ 

Horário da capilaroscopia: _______ (deve ser pelo menos 20 min após entrada na Z16)  

Horário da coleta: _______  (logo após a capilo e em repouso). Raynaud durante a coleta?_____ 

PA1:______/______       FC1:______      PA2: ______/_______      FC2:_______   (após as coletas)  
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Quantas vezes teve episódios de Raynaud (crises em que as mãos ficam pálidas -seguido ou não por cianose e/ou 

eritema- ou cianóticas) nos últimos 2 dias? 

Anteontem: ____     minutos:____   ____  _____  _____  _____   _____  _____ _____   RCS:____ 

Ontem:____             minutos:____   ____  _____  _____  _____   _____  _____ _____   RCS:____ 

Hoje: ____                minutos:____   ____  _____  _____  _____   _____  _____ _____   RCS:____ 

Raynaud durante a capilo:_____ 

 

ESCALA :   (nenhum Raynaud)    0—1—2—3—4—5—6—7—8—9—10    (o pior  Raynaud que teve) 

 

Fumou ontem?  ____ (1-sim 2-não) Quantos cigarros? _____  

Usou medicação vasoativa nos últimos 7 dias:____  (1-sim 2-não) 

 Quais? _________________________________ 

Usou medicação vasoativa nas últimas 24 horas: ____Quais?________________________________ 

Usou AINE nos últimos 7 dias: ____ Qual?__________________________ 

Usou AINE nas últimas 24 horas: ____ Qual?_______________________  

 

EXAME FÍSICO:  

Critérios:    

Maior  (esclerodermia simétrica  proximal às MCFs ou MTFs):  ____ (1-sim 2-não) 

Menores: 

        esclerodactilia: _____ (1-sim 2-não) 

        pitting scars: _____ 

        perda de substância distal: ____ 

        fibrose em bases pulmonares ao Rx: ____ 

espessamento da pele proximal aos joelhos e cotovelos: _____ (1-sim 2-não)     

calcinoses:______  (1- sim 2- não) 

teleangiectasias: _____ (1-sim 2-não) 

Apresenta amputação de extremidades MsSs: ______ Quantos dedos:___ 

Apresenta amputação de extremidades MsIs: ______ Quantos dedos:___                                 CASO:___     

Apresenta  úlceras ativas em MsSs: ______Quantas:_____  

Maior diâmetro das úlceras em MsSs em mm: ___   ___   ___   ___   ___   ___   ____    ____   ___    

Apresenta  úlceras ativas em MsIs: ______Quantas:_____ 

Maior diâmetro das úlceras em MsIs em mm: ___   ___   ___   ___   ___   ___   ____    ____   ___    

Crepitantes  pulmonares: _____  (1-sim 2-não)      escala (0- não  1- discreto   2- moderado  3- severo) 

Área de crepitantes:   (marcas: 5 cm abaixo das bordas inf. escapulares,  metade das escápulas)  

 direita:   1/3inf ___    1/3 médio ___     1/3 sup ___              

 esqueda: :   1/3inf ___    1/3 médio ___     1/3 sup ___ 

pulso radial D: ___ (número de cruzes em 4)         pulso radial esquerdo: ____ 

pulso femoral D: ___    femoral E:____     pedioso D: ____      pedioso E: ____ 
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ESCORE CUTÂNEO  

Rodnan modificado por Clements:  0= normal   1- espessamento leve   2- moderado   3-severo         

                           DIREITA        ESQUERDA 

quirodáctilos     0  1  2  3       0  1  2  3    

mãos                            0  1  2  3    0  1  2  3              

antebraços                    0  1  2  3   0  1  2  3                 

braços               0  1  2  3    0  1  2  3                          

face                                           0  1  2  3      

tórax anterior                              0  1  2  3    

ABD                                           0  1  2  3   

coxas               0  1  2  3     0  1  2  3                   

pernas               0  1  2  3     0  1  2  3                        

dorso dos pés                0  1  2  3     0  1  2  3         

 

abertura oral máxima: ______ mm (maior de 3 tentativas) 

extensão ativa mão direita: ______ mm       extensão ativa mão esquerda:______mm (maior de 3 tentativas) 

fechamento ativo da mão (menor de 3 tentativas) direita:______ mm       esquerda:______ mm 

PESO: ______ Kg       ALTURA: ______ cm.  

 
 
 
 
 
 
CASO:_______ 
 

PROVAS DE FUNÇÃO PULMONAR (data ___/___/___) 

EXAMINADOR:__________ 

Capacidade pulmonar total: _____ ml  (_____% do previsto)   

Volume residual: _____ ml (_____% do previsto) 

capacidade vital: : _____ ml (_____% do previsto) 

capacidade vital forçada: : _____ ml (_____% do previsto)                                                         

VEF1: : ______ ml (_____% do previsto) 

difusão de CO:  _____% do previsto 

coeficiente de transferência:  _____% do previsto 

 

CINTILOGRAFIA DE TRÂNSITO ESOFÁGICO (data ___/___/___) 

EXAMINADOR: ______________ 
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líquido em pé: _______ % de estase em 60 seg,  trânsito (80%) _____ seg;  trânsito (90%) _____ ; área :_________ 

semi-sólido em pé: ______ % de estase em 60 seg; trânsito (80%) _____ seg; ; trânsito (90%) _____ ; área:_________ 

líquido deitado: ______ % de estase em 60 seg; trânsito (80%) _____ seg; ;  trânsito (90%) _____ ; área:_________ 

semi-sólido deitado: ______ % de estase em 60 seg; trânsito (80%) _____ seg, ;  trânsito (90%) _____ ;  área:________ 

OBS: área correspende à area em que houva retenção.   

 

EXAMES DE LABORATÓRIO: 

Última creatinina sérica _____ mg/dl (data ___/___/___)                                             

Última glicemia de jejum  _____ mg/dl (data ___/___/___) 

Última TGO  _____ U/ml (data ___/___/___) 

Última TGP  _____ U/ml (data ___/___/___) 

Última hemoglobina sérica _____ g/dl (data ___/___/___) 

QUE   (___/___/___) :____________________________________________________________________________________ 

  Último FAN em fígado de rato: 1/_____    data (___/___/___)   padrão: _________,_________ 

Último FAN positivo em fígado de rato: 1/_____ data (___/___/___) padrão: _________,_________ 

Anti-DNA positivo :  ___ (1-sim 2-não) ; título: 1/____ ;    data (____/____/____) 

U1-RNP: _____  Anti-SM: ______    Anti SS-A:______     Anti SS-B: ______ Scl70: _____   (data ____/____/___) 

 

FAN em HEP-2 (título):  1/_____       padrão ___________, _____________ 

Centrômero: ___ (1-sim 2-não)          U1RNP: ____        Scl70: ____                           DOSAGEM DE ET-1: ______ 
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APÊNDICE B – Termo de Consentimento 

Estamos convidando o Sr. (a) para participar de um estudo clínico sobre esclerose  
sistêmica. Nesse estudo, os pacientes deverão passar por : 

 coleta de sangue (aprox. 20 ml); 
 entrevista e exame físico; 
 capilaroscopia periungueal, que é feita com uma lupa (aparelho parecido com  

um microscópio) que examina a pele de perto das unhas. É um exame que não 
causa dor e não  leva qualquer risco para o paciente; 

 tomografia computadorizada (TC) de alta resolução do pulmão , que  não  
utiliza contraste endovenoso (e que não tem risco de causar reações na hora do 
exame) e utiliza menos da metade da radiação de uma TC normal de tórax. É 
um exame que faz  parte  da avaliação de pacientes com fibrose pulmonar 
causada pela esclerose sistêmica;   

 cintilografia de trânsito esofágico, exame  no qual o paciente deve engolir   
mais ou menos  10 ml de comida pastosa (que libera quantidades muito 
pequenas de radiação) e avalia o funcionamento do esôfago. O esôfago é um 
órgão que funciona como um tubo que transporta a comida da boca para o 
estômago. Esse exame faz parte da avaliação dos pacientes com esclerose 
sistêmica;     

 espirometria ,teste de difusão pulmonar e volumes pulmonares, que são 
exames da capacidade de  funcionamento do pulmão e que não causam  
qualquer dor. Todos os pacientes com esclerose sistêmica devem fazer esses 
exames pelo menos uma vez em cada ano.   

 ecocardiografia (ecografia do coração)  e eletrocardiograma.  
 
Todas as informações derivadas dos exames acima podem ter importância clínica 
na avaliação de sua doença, sendo que todos os dados significativos serão 
comunicados ao Sr.(a) e ao seu médico assistente.  
 
CONSENTIMENTO PARA PESQUISA: 
    
Eu, ____________________________,  autorizo a utilização dos dados coletados 
durante a investigação, estando ciente que serão utilizados com finalidade científica 
e clínica,  respeitando os todos  preceitos da ética.   
   
                                                  Assinatura:_____________________________  
                                                  Data: ___/___/______  
 
Pesquisador responsável:  Prof.  Ricardo Machado Xavier - CRM 15491 
                                           Doutor em imunologia. Professor de Reumatologia e  
                                           do Curso de Pós-Graduação em Clínica Médica da  
                                           UFRGS.   
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APÊNDICE C – Termo de Consentimento para Extração do DNA 

                            
 
 
 
 
 
 
Estamos solicitando a sua permissão para  análise do DNA da amostra de sangue 
que já foi coletada em nosso estudo prévio.  O DNA é a molécula que contem o 
código genético  (os genes) de cada indivíduo. Nos genes estão contidas várias 
informações sobre as pessoas, como sua altura, cor dos olhos, tendência a ter uma 
ou  outra doença, entre outras informações. O objetivo de nosso estudo é somente 
caracterizar melhor a relação entre as características genéticas  e os problemas 
clínicos apresentados pelos pacientes com esclerose sistêmica. Esses problemas 
clínicos já foram avaliados nos exames e consultas prévios que o (a) Sr. (a) 
realizou. Somente características genéticas que podem ter importância na sua 
doença serão estudadas. Asseguramos que preservaremos sua privacidade quanto 
aos dados obtidos  e que sua identidade não será revelada fora do estrito âmbito 
dessa pesquisa.  
 
 
 
 
 
 
CONSENTIMENTO PARA PESQUISA: 
    
Eu, ____________________________,  autorizo a utilização dos dados coletados 
durante a investigação, estando ciente que serão utilizados com finalidade científica 
e clínica,  respeitando os todos  preceitos da ética.   
   
                                                  Assinatura:_____________________________  
                                                  Data: ___/___/______  
 
Pesquisador responsável:  Prof.  Ricardo Machado Xavier - CRM 15491 
                                           Doutor em imunologia. Professor de Reumatologia e  
                                           do Curso de Pós-Graduação em Clínica Médica da  
                                           UFRGS.  
 
 
Markus Bredemeier 
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APÊNDICE D – Protocolo de Capilaroscopia Periungueal 

 
I. IDENTIFICAÇÃO 
 
NOME:                                                                                          Prontuário: 
DATA DE NASCIMENTO:                                           IDADE: 
SEXO:                                                                             COR: 
ESTADO CIVIL:                                                           PROFISSÃO: 
ENDEREÇO: 
 
TELEFONE(S): 
MÉDICO(A) SOLICITANTE: 
DATA DO EXAME: 
 
II. MACROSCOPIA PERIUNGUEAL 
COR PERIUNGUEAL:  (  )Rósea         (  )Pálida       (  )Cianótica        (  )Eritematosa 
TRAUMATISMO:     (   ) Sim       (  )Não  
VISIBILIDADE GERAL ADEQUADA:     (   )Sim        (  )Não  
FENÔMENO DE RAYNAUD NO MOMENTO DO EXAME:     (  )Sim       (  )Não  
III. MICROSCOPIA PERIUNGUEAL: (MAGNIF. 10 A 65X) 
       MÃO D       MÃO E 
                                                                  V      IV     III      II              II      III     IV      V   
                                
NÚMERO DE CAPILARES/mm:             ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
GRAU DE DELEÇÃO: :              ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
PRESENÇA DE HEMORRAGIAS: :        ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
ÍNDICE DE VISIBILIDADE DO 
PLEXO VENOSO SUBPAPILAR (IVPV):___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
ENOVELAMENTOS:                        ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
ARBUSTOS:                                       ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
ECTASIAS:                                       ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___     
MEGACAPILARES:                        ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
BIZARROS :                                         ___   ___   ___   ___         ___   ___  ___   ___ 
     
PADRÃO DE FLUXO SANGÜÍNEO CAPILAR 
(  ) Homogêneo              (  ) Granular            (  ) Granular com estase            (  )Estase 
MORFOLOGIA CAPILAR NORMAL PREDOMINANTE 
(  ) abertos        (  )  tortuosos             (  ) cruzados         (  )indefinida         (  )cuticulite 
HALO DISTAL                    (  ) Presente        (  ) Ausente 
OBSERVAÇÕES: 
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