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Sumario: A Esclerose Sistémica (ES) € uma doenga multissistémica caracterizada por
vasculopatia, inflamacdo, e fibrose progressiva da pele e érgdos internos. Nos pacientes
com ES ha uma hiperativacdo dos fibroblastos responsavel pelo desenvolvimento da
fibrose e acimulo de moléculas da matriz extracelular. O estudo teve por objetivo avaliar a
expressdo de genes envolvidos na fibrose (TGFB, CTGF, PDGF e GAL3) na pele e células
mononucleares do sangue periférico (PBMC’s) dos pacientes com ES. A analise da
expressao génica foi realizada por PCR em tempo real, e utilizou-se o0 gene 18S como
controle. Para verificacdo de possiveis diferencas entre médias foi usado o teste de Mann-
Whitney. Os genes TGF-B, CTGF e PDGF apresentaram expressao aumentada na pele de
pacientes com ES em comparacdo com a pele de controles saudaveis, embora a diferenca
ndo tenha sido estatisticamente significante. Em PBMC’s de trés pacientes identificou-se
expressdo mais importante de GAL3. Esse estudo demonstrou um aumento na expresséo
dos genes avaliados na pele de pacientes com ES reforcando o papel na fisiopatologia da
doenga e uma potencial utilidade como biomarcadores. A GAL3 apresentou aumento nas
amostras avaliadas, sugerindo um papel na fisiopatogénese da ES.
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INTRODUCAO
A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenca autoimune do tecido conjuntivo de etiologia
multifatorial, com uma variada expressao clinica que resulta da interacdo de trés eventos
principais: desregulacdo imunoldgica, alteracdo vascular e fibrose. A fibrose é a principal
caracteristica da doenca, e ocorre devido a um estado de hiperativacao dos fibroblastos que
leva a expressao alterada de diversos genes que determinam a producdo exagerada de
colageno e outros componentes da matriz extracelular. (ZIMMERMANN et al., 2013).
Entre as moléculas implicadas na patogénese da ES, o fator de transformacdo do
crescimento beta (TFG-f) é considerado o principal regulador da fibrogénese fisiologica e
da fibrose patoldgica. E produzido por fibroblastos, células T, mondcitos e plaquetas, e
exerce sua funcdo por meio da ligacdo com o seu receptor (TGFPRII). Essa ligacdo
promove a expressao de genes como colageno tipo I, fator de crescimento do tecido
conectivo (CTGF) e outros (ZIMMERMANN et al., 2013). Outro importante mediador é o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que participa do processo fisioldgico
de cicatrizacdo de tecidos, promovendo a quimioatragdo de neutrofilos e macréfagos e na
quimiotaxia e proliferagdo de fibroblastos. Também atua promovendo a sintese de
colageno, fibronectina e proteoglicanos, além de estimular a secrecdo de TGF-p, MCP-1 e
IL-6 (TROJANOWSKA et al., 2008). O CTGF age como cofator, aumentando a resposta
ao TGF-B, promovendo a quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e estimulando a
sintese de colageno e fibronectina (LEASK, 2003). Estudos mostram que 0s niveis de
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MRNA expresso em lesGes fibréticas de pacientes portadores da ES sdo aumentados
quando comparados com regides ndo fibréticas do mesmo paciente (SHI-WEN et al.,
2000).

A Galectina-3 (Gal-3) é uma lectina expressa em uma grande variedade de tecidos e
células, com varios efeitos, tanto bioldgicos quanto em processos patoldgicos. Estudos in
vitro e in vivo tém demonstrado que a galectina-3 participa da fisiopatologia de doencas
fibréticas, promovendo a ativacdo de miofibroblastos e a producdo de matriz extracelular
(DVORANKOVA et al., 2011). Foi descrito na literatura um importante papel da Gal-3 no
desenvolvimento de fibrose pulmonar, e que o bloqueio do gene da Gal-3 inibe a ativagédo
de miofibroblastos, diminui a expressdo de pro-colageno tipo I in vivo e in vitro, e reduz a
fibrose hepética (KOCA et al., 2014).

O presente projeto teve como objetivo avaliar a expressdo de genes profibroticos
(TGFB, CTGF, PDGF e GALS3) nas células mononucleares do sangue periférico (PBMC’s)
e biopsias de pele de pacientes portadores de Esclerose Sistémica.

METODOLOGIA

Foram selecionados 14 pacientes do sexo feminino e masculino atendidos no
Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, com diagnostico de Esclerose Sistémica segundo os critérios preliminares do
American College of Rheumatology. O grupo controle foi constituido por voluntérios
saudaveis, sem diagnéstico de outra doenca reumatolégica imunoinflamatéria ou de
imunodeficiéncias, escolhidos aleatoriamente no servico de Cirurgia Plastica do Hospital
das Clinicas da UFPE.

As amostras (bidpsias de pele e PBMC’s) tiveram o RNA extraido pelo método do
Trizol,em seguida o RNA foi quantificado e reverso transcrito com o Kit: High-
capacitycDNAarchive Kit 2X (AppliedBiosystems) e a quantificacdo do cDNA foi feita por
PCR quantitativa, utilizando o método TagMan (AppliedBiosystems) no aparelho 7900 HT
Fast real time PCR (AppliedBiosystems). O gene 18S foi utilizado como o controle
enddgeno. A expressio relativa do RNA foi calculada pelo método 2 para avaliacio
dos genes: TGFB, CTGF, PDGF e GAL3.

A expressdo dos resultados das variaveis continuas foi feita pelas médias e desvios
padrdo. Para verificacdo de possiveis diferencas entre média, foi usado o teste de Mann-
Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. O Projeto foi submetido e
aprovado no COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS — Centro de
Ciéncias da Saude (registro n® 529/11), Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTADOS

Na avaliacdo da expressdo dos genes CTGF, TGFB e PDGF, foi observado
aumento da expressao de todos os genes em pacientes com ES (n=14) quando comparados
com controles saudaveis (n=5) porém estas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (Figura 1). A expressdo da GALS3 foi avaliada em bidpsias de pele de quatro
pacientes com ES. Nessa avaliagdo, foi possivel observar que apenas dois pacientes
apresentaram aumento consideravel na expressao de GAL3. Novas biopsias serdo
realizadas para confirmacéo dos resultados.

Ademais, avaliou-se a expressao dos genes CTGF, TGFB, PDGF e GAL3 em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC’s) de trés pacientes com ES por PCR
em tempo real. Observou-se uma expressao maior do gene GAL3 comparado com 0sS
demais genes analisados (Figura 2). No entanto, novos ensaios devem ser realizados com n
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amostral maior para confirmar os dados obtidos e adicionalmente comparar com a
expressao dos controles.
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Figura 1. Expressdo relativa dos genes CTGF (A), PDGF (B) e TGFB (C) em amostras de
bidpsias de pele de pacientes com ES (n=14) e controles saudaveis (n=5).
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Figura 2. Expressdo dos genes TGFB, CTGF, PDGF e GAL3 em PBMC’s de pacientes
com ES
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou expressdo aumentada dos genes TGFB, PDGF e
CTGF na pele dos pacientes com ES quando comparados aos controles, embora essas
diferencas ndo tenham sido estatisticamente significantes. Resultados semelhantes foram
descritos em pacientes com ES em relacdo a expressdo cutanea de TGFB (ZHOU et al,
2015), PDGF (TROJANOWSKA, 2008) e CTGF (IGARASHI et al, 1995). A expressdo
aumentada desses genes em um Orgdo caracteristicamente afetado pela doenca reforca a
participacdo dessas moléculas na fisiopatologia da doenca. Estudos adicionais, com
aumento do numero de amostras, permitirdo identificar mais claramente as diferencas entre
pacientes e controles e a verificagdo de associagdes com manifestagdes clinicas.

Embora a ativagdo dos fibroblastos cutdneos seja considerada o evento-chave no
desenvolvimento da fibrose cutinea, sabe-se que a infiltracdo da pele por linfécitos T
ativados, plasmécitos e macrdéfagos precede a fibrose dérmica, ressaltando o papel desses
elementos celulares na fisiopatologia da doenca (ATAMAS et al, 2010). Foi detectada
expressdo de TGFB, CTGF ¢ PDGF em PBMC’s de pacientes com ES embora essas
células ndo representem fontes importantes de producdo dessas moléculas (BARAUT et al,
2010). Entretanto, chama a atencdo a importante expressdo de GAL3 detectada nesse
pequeno grupo de pacientes.
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Estudos prévios sugerem a participacdo da galectina-3 na fibrogénese fisiologica
(DVORANKOVA et al., 2011) e niveis séricos elevados sugerem um papel na
fisiopatologia da ES (KOCA et al, 2014). Entretanto, ainda ndo estid estabelecida a
importancia da expressdo local e sisttmica de GAL3 na ES. Nesse sentido, os resultados
preliminares do presente estudo, que pela primeira vez demonstraram expressédo de GAL3
na pele e em PBMC’s de pacientes com ES, reforcam a necessidade de estudos adicionais
para melhor compreensdo do seu papel na doenga.

CONCLUSOES
Os resultados preliminares sugerem expressao aumentada dos genes CTGF, PDGF,
TGFB e GAL3 em amostras de pele e PBMC’s de pacientes com ES, ressaltando o papel
dessas moléculas na fisiopatologia da doenca e sugerindo seu uso como biomarcadores. E
necessaria a realizacdo de novas coletas de pacientes com ES para confirmagdo dos
resultados, bem como a coleta de voluntarios saudaveis para comparagdo da expressao com
0s portadores de ES.
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