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RESUMO

Gongalves, Rafaela Silva Guimaraes. AVALIAQAO DA EXPRESSAO GENICA DE
MOLECULAS PRO E ANTIFIBROTICOS EM BIOPSIA CUTANEA DE PACIENTES
PORTADORES DE ESCLEROSE SISTEMICA. 2015. 000f. Dissertacdo.

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A Esclerose Sistémica (ES) € uma doenga do tecido conjuntivo rara,
complexa, multissistémica, e sem tratamento especifico. A doenca é definida
por trés importantes pilares: comprometimento vascular, produgao de auto-
anticorpos e inflamacao, e a fibrose. Esta ultima é considerada a via final
comum, e caracteriza-se por deposicao excessiva de matriz extracelular
(MEC), provocando dano organico, e implica em alta morbi-mortalidade dos
pacientes. Embora uma série de citocinas e quimiocinas tenham sido
investigadas como possiveis mediadores da fibrose em ES, a correlagéao
especifica entre citocinas e envolvimento de 6rgaos nao foram bem elucidados
ainda, e uma caracteristica do perfil de citocinas esta longe de ser identificado.
Esse estudo teve como objetivo estabelecer um perfil de expressédo génica de
moléculas envolvidas na fibrose: TGF-B, PDGF, CTGF, CCL3, IL-6, IL-13, IL-
7, IFN-y, IL-17, IL-22, e RORC, e compara-los com controles saudaveis,
correlaciona-los entre si, e relacionar com dados clinicos e de exames de
imagem, de maneira a contribuir para um melhor conhecimento da doenga.
Foram avaliadas expressoes relativas de mRNA em 14 bidpsias de pele de
pacientes com ES do Hospital das Clinicas de Pernambuco, e 5 controles
saudaveis pareados por sexo e idade, através da reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo-real (QRT-PCR) utilizando sondas TagMan.
Todos os pacientes cumpriram os critérios para a classificacdo de esclerose
sistémica segundo o Colégio Americano de Reumatologia (ACR). Foi
observada maior expressao de CCL3, IL-13, IFN-y e IL-7 na pele de pacientes
com ES (respectivamente, p = 0,0002, p = 0,0243, p = 0,0335, p = 0,0082)
quando comparado com controles saudaveis. Encontramos correlagao positiva
entre os niveis de expressao de CCL3 e IL-7 (p = 0,0050 r = 0,7187), além de
correlagao negativa entre a IL-7 e TGF-B (p = 0,0136 r = -0,6527), e do TGF-3
com IFNy (p = 0.0001; r = -0.8637). Obtivemos, também, a relagdo destas
expressbes com dados de exames de imagem e clinicos. O aumento da
expressao relativa das citocinas IL-7, IFN-y, CCL3 e IL-13 na bidpsia de pele
fibrética da ES sugere que sejam importantes alvos terapéuticos, bem como a
possibilidade de serem usados como biomarcadores da fibrose. Ratificamos,
também, o potencial papel antifibrotico de IL-7 e IFN-y. Além disso a
correlacao entre a IL-7 e CCL3 deve ser melhor elucidada na fisiopatologia da
fibrose.

Palavras-chave: Esclerose Sistémica. Perfil de Expressdo génica. Pele.
Citocinas.



ABSTRACT

Gongalves, Rafaela Silva Guimaraes. EVALUATION OF PRO AND ANTIFIBROTIC
MOLECULES GENE EXPRESSION IN SKIN'S BIOPSY OF PATIENTS WITH
SYSTEMIC SCLEROSIS. 2015. 000f. Dissertation. University Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Systemic sclerosis (SSc) is a multisystemic, complex and rare disease of
connective tissue, with high morbidity and mortality, and there is no specific treatment.
The disease is characterized by three main principles: vascular disease, autoantibody
production and inflammation, and fibrosis. The latter is regarded as the final common
pathway, and is characterized by being a type of scar tissue secondary to excessive
ECM deposition, and therefore the final result of inflammation or damage, and in turn
leading to organ damage. The persistent activation of fibroblasts results in
pathological fibrosis. Although a number of cytokines and chemokines have been
investigated as potential mediators of fibrosis in ES, a characteristic cytokine profile is
far from being identified. This study aimed to establish a gene expression profile of
molecules involved in fibrosis: TGF-B, PDGF, CTGF, CCL3, IL-6, IL-13, IL-7, IFN-y,
IL-17, IL-22, and RORC and compare them with healthy controls, correlates them with
each other and relate with clinical and imaging data. We evaluated the relative mRNA
expression in 14 patients with SSc skin biopsies at the Clinical's Hospital of
Pernambuco, and 5 healthy controls matched by sex and age, by the reaction in
quantitative polymerase chain in real-time (qRT-PCR). We observed increased
expression of CCL3, IL-13, IFN-y and IL-7 in the skin of patients with SSc
(respectively, p = 0.0002, p = 0.0243, p = 0.0335, p = 0.0082) compared with healthy
controls. We found a positive correlation between the expression of CCL3 and IL-7 (r
= 0.0050 p = 0.7187), and a negative correlation between IL-7 and TGF-3 (p = 0.0136

= -0, 6527), and TGF-B with IFNy (p = 0.0001, r = -0.8637). We also obtained the
relationship of these expressions with imaging and clinical data. The increase
expression of the cytokines IL-7, IFN-y, IL-13 and CCL3 in the fibrotic skin’s
microenvironment of the SSc suggests important therapeutic targets, as well the
possibility to be used as biomarkers of fibrosis. Reaffirm also antifibrotic potential role
of IL-7 and IFN-y. Furthermore, the correlation between IL-7 and CCL3 needs further
elucidated in the physiopathology of fibrosis.

Keywords: Systemic Sclerosis. Gene expression profile. Skin biopsy. Cytokines.
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1. Introdugéao

A Esclerose Sistémica (ES) € definida por trés caracteristicas principais:
comprometimento vascular, produgdo de auto-anticorpos e inflamacédo, e a
fibrose. Apesar de ser doenca rara, € considerada de extrema importancia na
Reumatologia, em virtude de seu importante impacto na qualidade de vida do
individuo acometido e seu prognéstico reservado, sendo considerada a mais
grave das colagenoses.

A fibrose caracteriza-se por deposicdo excessiva de MEC (matriz
extracelular), resultando em um tipo de tecido cicatricial. Este processo ocorre
fisiologicamente no organismo como o resultado final de inflamagéo ou dano
ao tecido. Na ES ha desregulacdo deste processo culminando em fibrose
patolégica de forma multissistémica, podendo acometer qualquer 6rgao do
corpo, e desta forma interfere diretamente no aumento da mortalidade destes
pacientes, uma vez que nao temos tratamento especifico para a doenca.

Varias citocinas e quimiocinas (TGF-g, PDGF, CTGF, IL-13, IL-6, IL-17,
IL-22, RORc, CCL3) tém sido investigadas como possiveis mediadores da
fiborose em ES, no entanto ndo ha ainda uma caracterizacdo do perfil de
citocinas, e isto implica em dificuldade de se descobrir novos alvos
terapéuticos, bem como de biomarcadores, o que por sua vez implica em
escassez de terapias especificas para a doenca.

Neste contexto, este trabalho quantificou a expressdo de mRNA com
potenciais pré (TGF-p, PDGF, CTGF, IL-13, IL-6, IL-17, IL-22, RORc, CCL3) e
antifibroticos (IL-7, e IFNy) em bidpsia de pele do antebrago de 14 pacientes
portadores de ES do Hospital das Clinicas de Pernambuco compando com
controles saudaveis, além de correlaciona-las entre si, e relacionar com dados
clinicos e de exames de imagem. A analise destas moléculas foi realizada
através da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo-real (QRT-
PCR) usando sondas TagMan.

Desta maneira contribuimos com uma melhor compreensdo da
fisiopatologia da ES, auxiliando desta forma a descoberta de novos alvos

terapéuticos.
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2. Objetivos
2.1. Geral
Caracterizagdo da da expressao génica de moléculas em biopsia da
pele fibrética do portador de Esclerose Sistémica.
2.2. Especificos
* Quantificar a expressao relativa de mRNA de moléculas com potencial
pro-fibrético (TGFB, CTGF, PDGF, IL6, IL13, CCL3, IL-17, IL-22 e
RORc), e aquelas com potencial antifibrético (IFNy e IL7).
* Correlacionar a expressao dos genes pro e antifibréticos entre si.
* Correlacionar o perfil de expressao génica com as dados clinicos e de

exames de imagem de pacientes com Esclerose Sistémica.
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3. Revisao de Literatura
3.1. Definigao

Esclerose sistémica € uma doenca do tecido conectivo complexa,
multissistémica, rara, de patogénese pouco conhecida, que abrange trés
vertentes: (A) auto-imunidade, com ativagao de linfocitos, produgéo de auto-
anticorpos, liberacao de citocinas e quimiocinas e alteracdo do sistema imune
inato, (B) vasculopatia, caracterizada por disfungdo da microvasculatura
periférica e vasoespasmos, e (C) fibrose, que representa a via final comum, e
€ objeto deste estudo. A heterogeneidade clinica da doenga reflete
exatamente a contribuicao relativa de cada um desses trés mecanismos (1, 2).
De uma forma resumida, o dano microvascular é responsavel por estimular
células do sistema imunoldégico a produzirem anticorpos, citocinas proé-
inflamatdrios e pro-fibréticas, além de quimiocinas. A fibrose é resultado da
producao excessiva de colageno por fibroblastos e miofibroblastos ativados, e
seu consequente acumulo na pele e érgaos internos (3).

3.2. Epidemiologia

A ES predomina no sexo feminino (4:1 a 6:1) (4). As razdes para o
predominio no sexo feminino ainda nao sdo bem explicadas. O pico de
incidéncia ocorre dos 30 aos 50 anos de idade e sua incidéncia é de 3.7 a 22
casos/10%°pessoas/ano, variando em fungdo da regido geografica e grupo
étnico (5, 6). Afeta cerca de 250 pessoas por milhdo de habitantes (7). Ainda
nao ha dados nacionais sobre a prevaléncia da ES no Brasil. A taxa de
sobrevida varia de 55,1% (8) a 76,8%, em dez anos (9).

Devido ao seu prognéstico reservado com taxas altas de
morbimortalidade, torna-se uma doenca de extrema importancia, sendo
considerada, a mais grave doenga do tecido conjuntivo (10).

3.3. Etiologia

A etiologia ainda é desconhecida. No entanto, dados tém mostrado uma
maior incidéncia de positividade para anticorpos contra parvovirus B19,
citomegalovirus humano, Helicobacter pylori, virus da hepatite B e
toxoplasmose em pacientes com ES. Fatores ambientais, como silica e cloreto
de polivinila, sdo conhecidamente agentes passiveis de induzir fibrose.

Doencas esclerodermia-like, como a sindrome do 6leo toxico apds exposicao
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ao oleo de colza, a fasceite devido ao uso de L-triptofano e a fibrose
nefrogénica apos o uso do gadolinio, tém sido relatados (3).

Herancga familiar também parece ter o seu papel etiolégico, haja vista a
ocorréncia de ES em pacientes que tenham histéria familiar da doenca (1,6%)
em maior frequéncia que na populagado geral (0,026%). Parentes de primeiro
grau de pacientes com ES tém maior incidéncia de doengas auto-imunes (11).

Estudos genéticos de associagado sugerem relagdo da doenga com o
antigeno leucocitario humano (HLA) Il no cromossomo 6. As mutagdes dos
alelos particulares tém sido relacionados a suscetibilidade da doenca e
caracteristicas clinicas, como os dos genes para o fator de crescimento de
transformacado beta (TGF-f), da proteina de mondécitos-1 (MCP-1), da
interleucina-1 alfa (IL-1a), fator de necrose tumoral (TNF), do fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), entre outros (12). Moléculas de
superficie, por exemplo, CD45, CD19 (13, 14); fatores de transcricéo, tais
como STAT4 (signal transducer and activator of transcription) (15); bem como
componentes de tecido conjuntivo como por exemplo, SPARC (secreted
protein, acidic, cysteine-rich) e fibrilina (16, 17), também vém sendo
implicados.

3.4. Aspectos clinicos e critérios de classificagao

A primeira descricdo de esclerodermia foi realizada por Curzio em
1753, onde um individuo de 17 anos de idade apresentou tensao extensa e
dureza da pele por todo o corpo (18). No entanto apenas em meados do
século XIX, a ES foi reconhecida como entidade clinica.

Maurice Raynaud descreveu as mudangas tricolores do vasoespasmo
em 1865, e para tanto o fendmeno recebeu o seu nome: Fendmeno de
Raynaud. Em 1883, Jonathan Hutchinson relatou um paciente com fenébmeno
de Raynaud e aspectos clinicos da esclerodermia (19).

Apenas em 1942, Klemperer, Pollack e Baehr, propuseram que a
esclerodermia deveria ser considerada como “doenca sistémica do tecido
conectivo” (20).

Na maioria dos casos a manifestacdo inicial &€ representada pelo
Fenbémeno de Raynaud (FRYy) (figura 1), podendo este preceder em anos as
demais manifestagdes clinicas. A manifestagdo mais caracteristica, todavia,

consiste no comprometimento cutaneo, caracterizado principalmente por um
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endurecimento progressivo da pele (21).

Figura 1. Fénomeno de Raynaud (retirado: http://www.sanar.org/files/sanar/fenomeno-de-
raynaud.jpg

Alguns critérios de classificagdo para a doenga foram propostos, € o do
Colégio Americano de Reumatologia (anexo 1) € o que mais utilizamos para
fins de pesquisa. O intuito dos critérios de classificacdo remete a distincdo da
ES de outras formas de doencas auto-imunes, como o lupus eritematoso
sistémico (22).

No entanto, estes critérios ndo sdo capazes de distinguir a ES limitada
(ESI) da ES difusa (ESd). Estas formas séo clinicamente estabelecidas de
acordo com a presenga e extensdo do envolvimento da pele (21). A forma
limitada é definida pelo envolvimento distal dos cotovelos e joelhos, enquanto
na forma difusa ha envolvimento das regides proximais das extremidades e/ou
envolvimento do térax e abdome. A face pode ser acometida em ambas as
formas. Alguns pacientes podem no entanto, ter uma apresentacgao inicial na
forma limitada, e durante 24 meses da apresentacdo da doenca,
apresentarem acometimento difuso; o estabelecimento da forma limitada da
doenca pode néao ser confidvel nos primeiros dois anos (21).

A importancia desta classificagdo baseia-se na predi¢ao de progndstico,
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onde usualmente a presenca, bem como a extensao, do envolvimento da pele
estdo relacionados diretamente com o envolvimento dos 6rgaos internos, e por
tanto, com sobrevida. Esta divisdo por conseguinte ndo é isenta de falhas,
pois o portador da doenca difusa, por exemplo pode apresentar com o passar
do tempo, afrouxamento da pele, bem como, por outro lado, pode apresentar
forma limitada inicialmente, e depois evoluir para a forma difusa (21).

O perfil de auto-anticorpos pode ajudar na classificagdo do portador de
ES. Quase todos os pacientes (85-90%) tém positividade para o Fator anti-
nuclear (FAN) pela imunofluorescéncia indireta (23). Cerca de 60-70% serao
positivos a pelo menos um dos 3 auto-anticorpos disponiveis comercialmente:
anti-centrémero, anti-topoisomerase-l (anti-Scl-70) e anti-RNA polimerase Il
Os subgrupos destes auto-anticorpos estdo associados com padrdes clinicos
da doenga, de forma geral. O anticorpo anti-centrébmero tem sido implicado na
ES limitada, com maior sobrevida quando comparado aos outros anticorpos, e
menor risco de evoluir com doenca pulmonar intersticial. Estes pacientes,
todavia, tém maior risco de evoluir com hipertensao arterial pulmonar, e para
tanto, ndo deve ser considerado como uma variante “benigna” da doenga (23).
Anticorpo anti-Scl-70 tem maior frequéncia de positividade na forma difusa da
doenca, mas também pode estar presente na forma limitada, e é relativamente
de bom prognéstico para doenga intersticial pulmonar severa (24).
3.4.1. Sintomas precoces

O sintoma mais precoce da doenga costuma ser o FRy. As chamadas
“‘puffy hands”, também costumam ser um sintoma precoce da doenca, e
usualmente tem relacdo com o desenvolvimento da forma difusa da doenca.
Outros sintomas precoces sao mal-estar, artralgia e mialgia. Menos
frequentemente, os pacientes podem ter sintomas viscerais antes do
aparecimento do espessamento da pele, como sintomas relacionados ao trato
gastrointestinal e sistema respiratério (25).
3.4.2. Sintomas vasculares

Fenbmeno de Raynaud, por definicdo, € o vasoespasmo nos digitos
que pode ser induzido pelo frio ou stress. Pode acometer outros locais como
nariz, orelha e raramente na lingua. Estd presente em mais de 90% dos
pacientes com ES, e aqueles pacientes que nao o apresentam tém um pior

prognéstico (26).
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E caracteristico por apresentar fases que perfazem trés cores: palidez
(branco), seguida de cianose (roxo/azul), e posteriormente o hiperemia reativa
(vermelho). No entanto, nem sempre as trés fases aparecem (26).

Em pacientes com ES limitada, o FRy tende preceder o aparecimento
da esclerodermia ou da doenca visceral. Ja pacientes com a forma difusa
apresentam o fendbmeno simultaneamente ou logo apds o aparecimento das
mudangas da pele (25).

Esse fendbmeno de vaso-espasmo implica complicacbes: cicatrizes
digitais (pitting scars), mudangas isquémicas fixas com perda de tecido (até
amputagao), ulceras digitais de dificil cicatrizagdo, gangrena. Embora ainda
controverso, ha relato de vaso-espasmo induzido pelo frio em o&rgaos
viscerais, como artérias coronarias, circulagao renal, e até pulmbdes (25).

3.4.3. Aspectos cutaneos

Sao conhecidos trés estagios de mudangas de pele que ocorrem em
pacientes com ES. O estagio inicial € o inflamatério, edematoso, no qual as
maos se apresentam edemaciadas e com perda das dobras dos dedos. Ha
uma redugao na produgao de suor, resultando em pele seca. Esta fase
edematosa pode durar meses e é durante esta fase que o endurecimento e
espessamento da pele se desenvolve (27).

A fase inflamatdria inicial pode ser acompanhada por prurido, que pode
ser secundario a producdo de mediadores pro-inflamatérios bem como de
histaminas e bradicininas Uma vez esta fase inflamatéria cessada, uma longa
fase fibrosante pode se iniciar. Usualmente inicia-se pelas extremidades, distal
as articulagbes metacarpofalangeanas e podem progredir proximalmente (28).

Na regido perioral ha uma modificagdo na pele bem caracteristica da
doencga, que leva a reducao da abertura oral, bem como a retracdo da pele,
deixando os dentes em maior evidéncia. Retragdo da gengiva também ocorre
devido tanto a fibrose, como atrofia da mandibula (29).

Alteragcdes na pigmentagdo da pele, chamadas leucomelanodermia,
ocorrem tanto na fase inflamatéria/ledematosa como na fibrose progressiva.
Dependendo da tonalidade da pele da paciente, pode aparecer
hipopigmentagao ou hiperpigmentagcdo. Alguns pacientes apresentam
despigmentacgao, particularmente no escalpo, térax, e dorso superior, além de

regides submetidas a pressdo, como dorso das maos e regido pré-tibial.
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Resulta, entdo, num aspecto conhecido como em “sal e pimenta” (27) (figura
2).

Figura 2. Leucomelanodermia - retirado de : http://www.artroimagen.com/cards/view/1376

Apods a fase de fibrose progressiva em pacientes com acometimento
cutaneo difuso ha uma fase final de suavizagdo da pele, e este estagio
tipicamente se inicia apds dois anos de inicio das mudangas na pele (27).

O modified Rodnan Skin Score (mRSS) é um método para graduar o
espessamento de pele, e é validado para uso em ensaios clinicos, com baixa
variabilidade interobservador Ha 17 areas a serem avaliadas, e em cada area
€ dado um valor de 0 a 3, onde o “0” representa pele normal e “3” representa a
pele tensa, bem aderida (30).

Outras modificagdes da pele incluem telangiectasia e calcinose.
Telangiectasias sao capilares dilatados, mais comumente encontrado na face,
membrana mucosa, térax e maos. Calcinose subcutanea ocorrem em ambas
as formas limitada e difusa, no entanto € mais comum na doenca limitada. O
depdsito subcutdneo é composto por hidroxiapatita de calcio, e tende a
aparecer em superficies extensoras, e locais que sofrem maior presséao (25).
3.4.4. Envolvimento gastrointestinal

Envolvimento muito comum nos portadores da ES, e geralmente é o
primeiro sintoma que nao o fendmeno de Raynaud. Pode acometer todo o
trato gastrointestinal, e mesmo na auséncia de sintomas, ha alteragbes de
mobilidade ou de teste funcional (31).

Tanto a fibrose, com atrofia da musculatura lisa tém um papel na
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dismotilidade gastrointestinal. Nado ha predilecdo de acometimento para
pacientes com envolvimento de pele difuso ou limitado, mas interefere na
qualidade de vida do paciente (31).

3.4.5. Envolvimento pulmonar

Doenga pulmonar pode ser dividida em 2 grandes grupos: doenga
pulmonar intersticial e/ou hipertensao arterial pulmonar. A doenca pulmonar
intersticial tende a ser mais comum na ESd, mas pode ocorrer em ambas.
Aproximadamente 80% dos pacientes com ES evidenciarao fibrose pulmonar,
embora a evidéncia clinica s6 aparegca em 40% dos pacientes (32, 33).

A presenga do anticorpo anti-topoisomerase | (anti-Scl-70) esta
associada com o aumento no risco de envolvimento difuso da pele e fibrose
pulmonar (34). No entanto, a presenga do anticorpo anti-centrébmero ou do
anti-RNA polimerase Il esta associado com a reducdo do risco de desenvolver
doenca pulmonar intersticial (34).

Doenca vascular pulmonar pode ocorrer tanto em forma primaria, como
secundaria a doenga cardiaca de base ou a doenca intersticial pulmonar.
Hipertensdo pulmonar isolada tende a ocorrer em maior frequéncia nos
pacientes com a forma limitada da doenca. Tem um forte impacto na taxa de
mortalidade destes pacientes (35).

3.4.6. Envolvimento cardiaco

Costuma aparecer de forma variavel, e seu achado em avaliagcbes post-
mortem é muito comum, mesmo em pacientes sem evidéncia clinica (32).

Pode se manifestar como doencga do pericardio, disfuncao sistdlica do
ventriculo direito ou esquerdo, insuficiéncia cardiaca, fibrose do miocardio
causando alteragdes de condugao, arritimias, disfuncdo diastélica, doenca
arterial aterosclerética coronaria (36).

3.4.7. Envolvimento renal

A crise renal esclerodérmica € uma manifestacdo vascular importante
da ES. Estima-se que 10% dos pacientes com ES irdo desenvolver esta crise
renal. Esta enfermidade s6 ocorre em pacientes com a forma difusa e
geralmente nos primeiros 3 anos de doenga. Classicamente o paciente

apresenta-se com hipertensao arterial de inicio recente (37, 38).
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Mais de um terco dos pacientes com a crise renal esclerodérmica
necessitam de terapia hemodialitica, no entanto muitos pacientes conseguem,
apos um certo periodo que varia em torno de dois anos, nao requerer mais o
uso da hemodialise (37).

Por ser caracterizada por um processo microangiopatico, inclui alguns
aspectos caracteristicos como anemia com presenga de esquizocitos,
trombocitopenia, insuficiéncia renal, proteinuria e alteragdes no sumario de
urina com presenca de cilindros celulares (39).

O tratamento baseia-se essencialmente no uso de inibidores da enzima
conversora de angiotensina, além do suporte terapéutico das manifestagcdes
clinicas (38).

3.4.8. Envolvimento musculo-esquelético

Artralgia e mialgia sdo sintomas bastante comuns na ES, e algumas
vezes podem desenvolver artropatias inflamatérias e/ou miopatias. As proprias
mudancas fibréticas na pele também podem resultar em contraturas em flexao
causando bastante incapacidade. Fraqueza muscular e fadiga também sao
sintomas proeminentes (40).

3.5. Tratamento

O tratamento da ES é determinado pela extensdo e gravidade das
manifestacdes clinicas. Até o momento, a maioria das terapias disponiveis
baseia-se no alivio sintomatico, havendo poucas opg¢des consideradas
eficazes. Embora a inflamagdo seja uma das caracteristicas da doenca
precoce, sua inter-relacdo com a fibrose ainda ndo esta definida e terapias
anti-inflamatérias tem se mostrado ineficazes (41). O desenvolvimento de
efetivas terapias antifibréticas é alvo de alguns estudos (3, 42-44), porém, até
o momento, ndo ha nenhum farmaco aprovado para esse fim no tratamento da
ES. Estudos que visam a uma melhor compreensdo da fisiopatologia da
doenca auxiliam na descoberta de novos alvos terapéuticos.

3.6. Fibrose

As doencas fibroticas podem ser atribuidas a uma variedade de causas,
mas de uma forma geral, o processo de fibrose tem como inicio uma injuria
tissular que ativa processos de reparagao que visam restaurar a arquitetura do
tecido original. A falta de ajuste fino deste processo de reparo leva a ativagao

persistente dos fibroblastos, e consequente destruicdo dos tecidos (45). Uma
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caracteristica da pele lesionada é o infiltrado perivascular de linfocitos T e
macrofagos, e se correlaciona com o grau e progressao do espessamento da
pele (46). Uma importante questdo que vem sendo sustentada sobre a fibrose
€ o fato de que a ativacédo persistente, patologica, de vias de sinalizagao
necessarias para o desenvolvimento embrionario normal pode conduzir a
cicatrizagdo anormal de feridas e reparagao de tecidos (45). Outra questao diz
respeito ao fato de que nao somente ha um acumulo excessivo de proteinas
da matriz extracellular, como também, ha alteracdo na composicido e
modificagao pos-traducional destas proteinas (47).

Fibroblastos ativados sao a principal fonte de produgao de proteinas da
matriz extracelular (3). No processo de inflamacédo ocorre um infiltrado
perivascular, principalmente de leucdcitos (células T ativadas, mondcitos, mas
também, fibroblastos), que estdo presentes na fase precoce da doenca,
liberando mediadores pro-fibréticos que estimulam a produgao excessiva de
proteinas da matriz extracelular, culminando no processo ja supracitado (44,
48). No entanto, em fases mais avangadas da doencga, as bidpsias revelam um
tecido conjuntivo bastante hipocelular (47). Embora, tanto a populagcdo de
células T CD4+ como as de T CD8+ sejam encontradas na pele de pacientes
com ES, a subpopulagdo majoritaria é de células T CD4+ (49).

Num tecido saudavel sem lesdo, os fibroblastos encontram-se
circundados por matriz extracelular (MEC) (50). Quando ha dano neste tecido,
os fibroblastos ndo possuem mais esta capa protetora, e comegam a tentar
compensa-la, produzindo excessivos anexos da matriz. Os miofibroblastos sao
caracterizados por expressar proteinas altamente contrateis, como a alpha-
actina de musculo liso (a-SMA) que esta organizada em fibras ligadas a MEC,
produzindo e remodelando nova MEC (50, 51).

A fibrose caracteriza-se como um tipo de tecido cicatricial, secundario a
deposicédo excessiva de MEC, sendo pois, o resultado final de inflamacao ou
dano, e acarretando por sua vez dano organico.

Embora os miofibroblastos desaparecam quando o tecido conjuntivo é
recém-formado durante a reparacdo normal, podem persistir no tecido
conjuntivo fibrético, e sdo considerados como sendo a célula efetora final em
todas as condigdes fibroticas, incluindo na ES (52).

Algumas pesquisas que objetivaram identificar as diferengas na
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expressao de mRNA em amostras de pele de ES clinicamente afetadas e nao
afetadas evidenciam diferengas, bem como as analises histoldgica e fenotipica
que mostraram abundancia de miofibroblastos nas areas afetadas
clinicamente. Os fibroblastos encontrados nestas areas clinicamente afetadas
apresentam adesao elevada e maior contratilidade da MEC. Em contrapartida,
fibroblastos de pele de pessoas saudaveis sédo iguais aos de pele de ES néo
afetadas clinicamente (52-54). Como justificar a diferenga entre areas de pele
de uma mesma pessoa portadora de ES, ainda € um pouco controverso, mas
postula-se que os miofibroblastos surgiriam pela diferenciacdo dos proéprios
fibroblastos residentes no local em virtude de determinadas citocinas, ou até
mesmo pelo recrutamento de células advindas de outras regides ricas em Q-
SMA (principalmente advindas da vasculatura) (55, 56). O fato do TGF-3, uma
das prinipais moléculas envolvidas na fibrose, ter capacidade de ativar Smad1
através ALK1/endoglina (uma via que normalmente é considerada como
prépria do sistema vascular), corrobora para a postulacdo de que os
miofibroblastos, na fibrose, podem ter origem de pericitos microvasculares (54,
55, 57).

Fibroblastos de pacientes com esclerodermia, obtidos de pele ou
pulmao, expressam um fendtipo miofibroblasto-like ativado. Sob condi¢des
isquémicas, células endoteliais podem perder a adesao célula-célula e se
transformarem em células mesenquimais ou miofibroblastos produtores de
colageno. As células epiteliais esclerodérmicas estimulam fibroblastos normais
a expressarem CTGF, IL-1a, ET-1 e TGF-f (7). A injuria epitelial tem um papel
importante na doenga pulmonar intersticial da ES (58).

Do ponto de vista clinico a hipdoxia vem apresentando relevancia
importante na fisiopatologia da ES. As vias de sinalizagdo celular, todavia,
pela qual a hipdxia induziria a doencga, foram caracterizadas recentemente (59,
60). Um dos efeitos mais proeminentes da hipoxia ocorre sobre a
vasculogénese. E, durante este processo, as células-tronco originarias da
medula éssea parecem ser encaminhadas para o tecido conectivo de érgaos
afetados e contribuem para a fisiopatologia fibrotica (61).

Nos fibroblastos, a hipdxia induz sintese de um numero de proteinas da

MEC envolvidas na remodelacdo, por exemplo, trombospondina-1,
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fibronectina-1, TGFpB, CTGF (62, 63). A hipoxia parece também aumentar a
resposta do fator de crescimento para o PDGF (platelet-derived growth factor),
aumentando a fosforilacdo do respectivo receptor. A indugdo de transigcao
epitélio-mesenquimal, um conceito recém conhecido para a patogénese da
fibrose no pulméao e rim, também foi diretamente ligada a hipdxia (64). Sugere-
se, desta forma, que a hipoxia tem um papel central na alteracdo da
composi¢cao do MEC, e de manutengao do circulo vicioso do processo fibrotico
(47).

A fibrose, portanto, € induzida por multiplos mediadores, e algumas
moléculas exemplificam o fato, como TGF-$1, PDGF, VEGF (vascular
endothelial growth factor), ET-1(endotelina), IL-13 (interleucina), IL-21, IL-6,
CTGF, MCP-1, proteina inflamatéria de macréfago, receptores de proliferagao
ativada de peroxissomas, proteinas séricas de fase aguda, caspases e
sistema renina-angiotensina-aldosterona. O desbalango entre niveis de
metaloproteinases e inibidor tecidual de metaloproteinases implica em sintese
excessiva de matriz extracelular, reducdo do catabolismo extracelular,
resultando no acumulo de colageno (3).

Citocinas da via Th1 e Th2 tém sido implicadas na patogénese da ES.
Células Th1 parecem inibir a deposi¢cao de colageno e aumentar a produgao
de metaloproteinases, através da liberagdo de IFNy (interferon gama) ou pelo
contato direto com fibroblastos e, dessa forma, teriam efeito antifibrético. Tem
sido demonstrado, por exemplo, que o IFNy inibe a sintese de pro-colageno
por fibroblastos (65). Por outro lado, as células Th2 estimulam a produgao de
colageno e inibem metaloproteinases da matriz a partir da liberagao de IL-4 e
IL-13, apresentando propriedades profibréticas e pro-angiogénicas (Tabela 1)
(66). Interessantemente, os niveis de citocinas Th2 tendem a diminuir a
medida que a esclerose cutanea regride e um estudo sugere que um desvio
da resposta Th2 para Th1 se correlaciona com a melhora da fibrose cutanea
na ES (66, 67). Citocinas Th2 incluindo IL-4, IL-5, IL-13 e IL-21 contribem,
juntamente com o TGF-p, para indugdo de fibrose. A IL-13 possui um
importante papel na produgcdo de TGF-f1 em macréfagos e estimula a
ativagcdo de TGF-p1, através de metaloproteinases de matriz e as vias

proteoliticas a base de catepsina (66).
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Outros estudos mostram que a INF-y e IL-7 tém propriedades anti-

fibréticas (66, 68). IL-7 compartilha uma relagdo de antagonismo com o TGF-

B, na qual o TGF-B reduz a producao de IL-7 pelas células estromais como o

inverso € verdadeiro. Embora o mecanismo e as implicacbes dessa relacéo

ainda ndo estejam bem elucidados, parece haver um importante nivel de

regulagao imune (69).

Tabela 1. Moléculas de sinalizagdo implicadas na patogénese da fibrose na

Esclerose Sistémica

Molécula Origem Fung¢do em fibroblastos normais Evidéncias de participacdo na Esclerose
Sistémica
TGF-B (70) Linfécitos T, | 1 proliferacdio e quimiotaxia de | Niveis elevados de receptores de TGF-f; em
plaquetas, fibroblastos fibroblastos de ES;
fibroblastos, 1 sintese de coldgeno, fibronectina, | Evidéncias de desregulagdo das vias de
miofibroblastos, proteoglicanos, elastina, TIMP sinalizacdo (Smad e n3o-Smad) do TGF-B
mondcitos/macré | | sintese de metaloproteinases em fibroblastos de ES.
fagos, células | | sintese e atividade de IFNy
endoteliais 1 producdo de ET-1
Indugdo de CTGF
Promove transicdo epitelial-
mesenquimal e transdiferenciagdo de
fibroblastos
Inibe apoptose de fibroblastos
PDGF"*" Plaquetas, 1 quimiotaxia e proliferagdo de | Fibroblastos na ES apresentam expressdo
macrofagos, fibroblastos elevada de PDGF e seu receptor;
fibroblastos, 1 sintese de coldgeno, fibronectina, | Niveis elevados de PDGF no lavado
células proteoglicanos broncoalveolar de pacientes com ES;
endoteliais } secrecdo de TGF-B, MCP-1, IL-6 Identificagdo de Ac anti-receptor PDGF no
soro de pacientes com ES.
CTGF/CCN2 | Fibroblastos Age como cofator, aumentando a | Expressdo aumentada na pele de pacientes
(74-76) resposta ao TGF- com ES e em modelos animais;
1 quimiotaxia de fibroblastos Correlagdo com extensdo da fibrose
1 proliferacdo de fibroblastos cuténea e pulmonar.
1 sintese de colageno e fibronectina
CCL3/ Macréfagos, Recruta mondcitos, linfécitos T e B, | Niveis séricos aumentados em pacientes
MIP1a (49 | células epiteliais, | eosindfilos e basdfilos portadores de ES e correlagdo com fibrose
77) linfocitos T e B pulmonar.
ativados
IL-6 ™ Mondcitos, 1 proliferagdo de fibroblastos Niveis elevados no soro e lavado
linfécitos B e T, | 1 sintese de coldgeno e TIMP-1 broncoalveolar em pacientes com ES;
fibroblastos, Expressdo aumentada de IL-6 em
células fibroblastos cutaneos de ES;
endoteliais Correlagdo com o comprometimento
cutaneo.
i-13 7% Linfécitos ~ Th2, | 1 produgdo de TFGP por macréfagos | Niveis séricos aumentados em pacientes
mastdcitos 1 proliferagdo de fibroblastos com ES;
} sintese de colageno Produgdo desregulada de IL-13 por
linfécitos CD8(+) efetores de pacientes com
ES e uma correlagdio com formas mais
graves da doenga cutdnea;
Inibi¢do de IL-13 atenua a fibrose pulmonar
induzida por bleomicina.
IL-7(68, 83, | Células epiteliais | | produgdo e expressdo de TFG-f Niveis elevados em lavado broncoalveolar
84) do timo, | Induz resposta Thl em pacientes com ES e doenga intersticial
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hepatécitos, pulmonar
células
dendriticas,
queratindcitos
iL-17 &% Linfocitos Th17 1 proliferagdo de fibroblastos Niveis séricos elevados de IL-17 em
1 secrecio de citocinas pro- | pacientes com ES e sua possivel associacdo
inflamatdrias, como IL-6 e IL-8 com doenga precoce;
1 expressdo de ICAM-1 Quantidade aumentada de células Th17 no
sangue periférico de individuos com ES.
1IL-22%5 5B [ infocitos Th1, | Desconhecida Aumento da expressdo de IL-22 na pele de

Th17, Th22

pacientes com ES;
Aumento do nimero de células CD4+ Th22
no soro de pacientes com ES e correlagdo

com doenga pulmonar intersticial.

Estudos recentes indicam um papel das citocinas da via Th17 na
patogénese da fibrose na ES. As células Th17 produzem as citocinas IL-17,
IL-21 e IL-22. De uma maneira geral, a IL-17 é considerada uma citocina proé-
inflamatdria capaz de induzir producéo de outras citocinas como IL-6, IL-1, IL-
8 e TNF. Além disso, inibe angiogénese de células endoteliais e promove a
proliferacdo de fibroblastos, entretanto n&do foi observada acido conhecida
sobre o colageno. Tém sido descritos niveis séricos elevados de IL-17 em
pacientes com ES, sugerindo sua participagao na fisiopatologia da doenca (85,
86).

Neste contexto, este trabalho se propde a quantificar a expressao de 11
moléculas em amostras de bidpsias de pele de pacientes portadores de
Esclerose Sistémica e individuos sadios, na tentativa de estabeler um esboco
do microambiente da pele fibroética.

3.6.1. TGF-8

O TGFB ¢é uma citocina anti-inflamatéria composta por 112
aminoacidos, e possui aproximadamente 13 kDa (89). Apresenta cinco
isoformas (1 a 5), e € um fator de crescimento pluripotente sendo pois, capaz
de inibir e estimular atividades de proliferacdo, de induzir apoptose e sintese
de proteinas das células epiteliais, células mesenquimais e células do sistema
imunoldgico, como por exemplo, mondcitos ou células T (90). Tem
capacidade, portanto, de funcdes de supressdao do sistema imune e da

proliferagcao epitelial (43).

E uma das principais citocinas no processo de fibrose. Células

monucleares de sangue periférico e macréfagos teciduais produzem e
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respondem ao TGF-B, principalmente na sua isoforma TGF-$1. Em
macrofagos, a ativagado da forma latente de TGF-$1 depende de catepsinas,
plasmina, calpaina, trombospondina-1, integrina-avb6 e metaloproteinases da
matriz (91). A isoforma tipo 1 é capaz de inibir produgao de IL-1, IL-2, IL-6, e
TNF (89).

Vaérias células envolvidas na fisiopatologia da ES, como trombdcitos,
células endoteliais, fibroblastos, e uma variedade de células imunes, séo
capazes de sintetizar TGFB. O aumento do numero de receptores de TGFf
foram encontrados em fibroblastos de pacientes com ES, aumentando assim o
potencial de resposta celular para TGFf (92). Tal molécula, portanto, tem
poder importante como regulador do processo de muitas doengas fibréticas,
incluindo a ES (47).

Dentre suas fungdes, suprime a producdo de metaloproteinases da
matriz (MMPs), induz inibidores de MMP, atua como um quimio-atrator e induz
CTGF, deste modo aumentando ainda mais a resposta fibrética (93).

TGF-p é regulado, em grande parte por eventos pds-traducionais, € a
via de sinalizagao basica do TGF envolve a habilidade do ligante do TGF ativo
em sinalizar através de um complexo receptor heterodimérico, que consiste
dos receptores TGF-§ tipos | e Il (94, 95). O receptor de TGF-f tipo | é
chamado ALKS5 (activin linked kinase 5/ quinase 5 ligada a ativina) que
fosforila Smad 2 e 3. Fosforiladas, elas se ligam a Smad4, e o complexo
resultante transloca-se para o nucleo, e ativa transcricao através da ligagao
com a sequéncia CAGA, ou seja, iniciam a transducdo de sinal (96-98).
Smads sdo ativadores de transcricdo fracos, mas recrutam cofatores que
promovem a transcricao, como a p300 (99). Smad7 € o membro da familia
Smad com maior eficacia inibitéria. Smad7 inibe a fosforilagdo TGF-p-mediada
de Smad2/3 e compete com a ligagdo Smad2/3 ao receptor do TGF-. O TGF-
f rapidamente induz produgao de IL-7 (69) que por suz vez induz expressao
de mRNA Smad?7, explicando assim o feedback no controle de sinalizagdo do
TGF-p (100).

A transdugdo de sinal mediada pelo TGF-g tem sido estudada em
portadores de ES, revelando aumento da fosforilagdo de proteinas Smad em

fibroblastos de ES (101), expressao alterada de Smad7 reguladora (102), e
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um aumento da proporgao de receptores de TGF-f3 dos tipos | e 1l (103).

Angiotensina I, produzida localmente por macréfagos ativados e
fibroblastos, estimula a produgao de TGF-f1, a proliferagdo de fibroblastos e a
sua diferenciacdo em miofibroblastos produtoras de colageno. A angiotensina
Il pode ser produzida por miofibroblastos, e aumenta a sinalizagédo de TGF-1,
aumentando os niveis Smad2/Smad3 juntamente com proteinas quinases
ativadas por mitégeno e Egr-1 (v-ets avian erythroblastosis virus). Fibrose em
modelos animais, na ES e fibrose pulmonar idiopatica sdo acompanhados por
superexpressdao de Egr-1. Camundongos Egr-1-nulos séo protegidos da
fiborose (104). TGF-p também aumenta a produgcao de Erg-1 (fator de
transcripgdo de crescimento precoce), através de mecanismo ERK-
dependente (ERK, extracellular requlated MAP kinase) Smad-independente,
contribuindo para indugdao de produgcao de colageno tipo | em fibroblastos
(105-107).

A fibrilina € um constituinte natural das miofibrilas, e polimorfismos
genéticos desta predispéem ao aparecimento de fibrose, como os observados
em uma populacéo Indiana, onde ha um grande numero de pessoas com ES
do tipo difusa e com anti-Scl 70 positivo (17). Esta molécula encontra-se
envolvida na regulagdo de armazenamento de fatores de crescimento, tais
como TGF-p e proteina morfogenética 6ssea (BMP) (108). Assim, a fibrilina
serviria para armazenar e liberar TGF-f e, desta forma, contribuir para a
manutencao da ativacdo dos fibroblastos nas fases mais tardias da fibrose da
ES, quando o tecido encontra-se mais hipocelular (47).

Tendo em vista o quanto se € sabido a respeito do papel do TGF-f3 na
fisiopatologia da fibrose, € certo que haja uma busca por uma terapéutica
visando a atenuacao ou bloqueio de alguma via pela qual esta molécula tenha
acao fibrética (109, 110). No entanto, varios outros mediadores em adi¢ao ao
TGF-f tém um papel importante e conhecido no processo fibrético, incluindo
PDGF, CTGF, IL4, IL13, mondcitos da proteina-1 (MCP-1), endotelina -1
(111).

A sinalizacdo do PPAR-y (receptor ativado de proliferagdoo nuclear do
peroxissoma- gamma) regula a fibrogénese pela via TGF-f-dependente. Os

niveis de PPAR-g apresentaram-se reduzidos em bidpsias de pele e pulmao
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de pacientes com ES e em fibroblastos da derme esclerodérmicos (112). Pode
ser, portanto, um bom alvo terapéutico para os portadores de ES.

TGF-f e PDGF ativam sinalizagdo Src-quinase em fibroblastos
dérmicos normais e de ES. Inibicao desta sinalizagao reduz sintese de RNA
mensageiro para colageno e fibronectina-1, reduzindo o conteudo dérmico do
colageno e diminuindo o numero de miofibroblastos (113).

Por conseguinte, essas moléculas poderiam, em parte, assumir o papel
pro-fibrético do TGF-B, tdo logo sua atividade fosse bloqueada. Resta,
portanto, saber de um ponto de vista terapéutico, se o TGF-§ tem um papel
tdo central como uma citocina mestre na patogénese da ES, como tem sido
atribuida ao fator de necrose tumoral (TNF) na patogénese da artrite
reumatoide.

3.6.2. CTGF

E um membro da familia CCN, envolvido no desenvolvimento natural de
tecidos, como ossos e cartilagem. No entanto, dependendo do micro-
ambiente, pode apresentar importante papel em doencas malignas e fibréticas
(114). CCN2 (Fator de crescimento de tecido conjuntivo/CTGF) € um fator pré-
fibrotico secretado por células endoteliais, promovendo proliferagdo de
fibroblastos e producédo de MEC (115). Interessantemente, o CTGF é
transcripcionalmente ativado pelo TGF-B, e tem-se mostrado um mediador de
atividade proé-fibrética (116-119)

O CTGF também exerce funcdo de transdiferenciacdo, como
demonstrado no estudo de Bruno et al. Este autor evidenciou a importante
funcdo desta molecula na inducido da fibrose, pois quando silenciada, havia
reducao do efeito pro-fibrético pelo TGF-p (120).

Encontra-se elevada no plasma e no fluido intersticial dérmico de
pacientes com ES, e os niveis de fragmento de péptido N-terminal de CTGF
correlacionam-se diretamente com a gravidade da fibrose da pele, e
inversamente com a duracéo da doencga (121).

3.6.3. PDGF

PDGF, uma familia de fatores de crescimento homo- ou hetero-

diméricos, incluindo PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, e PDGF-DD,

liga-se a dois diferentes receptores, alpha e beta. Tem a capacidade de
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estimular migragéo e proliferacdo de neutréfilos, macrofagos, fibroblastos e
células do musculo liso, além de formacgéao de tecido de granulagao (122, 123).
Estudos in vivo documentaram um importante papel da sinalizagdo do PDGF
no desenvolvimento de inumeros 6érgdos como rins, olhos e pulméo. Tal
sinalizagao é essencial para a formacado de células mesenquimais durante a
embriogénese (124).

O conceito de auto-anticorpos dirigidos para as moléculas da superficie
celular (por exemplo, receptores de fatores de crescimento), que apés ligagao
induz vias de transdugao de sinais que contribuem para a patogénese da ES
vem sendo bem explorado, por ser uma doenga sabidamente dirigida por
células T. O papel de auto-anticorpos dirigidos para o receptor de fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFr) em ES é um exemplo (47, 122).

PGDF, bem como o TGF-p, estimulam fibroblastos a contrairem
colagenos da MEC, expressar colageno (125, 126), expressar a-SMA (no
figado-in vivo), e diferenciar os pericitos em miofibroblastos (em rins —in vivo)
(127, 128).

As evidéncias de que os miofibroblastos sejam recrutados de pericitos
microvasculares, como ja mencionado, séo suportadas pelo fato da presenca
de expressao de receptores de PDGF em pericitos microvasculares ativados
em pacientes com ES precoce, mas ndo em ES no estagio tardio (129).

O PDGF é um potente mitégeno para as células com origens
mesenquimatosa e neuroectodérmica. E secretado por uma variedade de
células (tais como plaquetas, fibroblastos e células musculares lisas) em
resposta a uma lesdo, e aos efeitos de replicagdo, sobrevivéncia e migragao
de miofibroblastos através de receptores, PDGF-R-alpha e PDGF-R-beta.

Transducdo de sinal do PDGF ocorre através de dois receptores trans-
membranas tirosina-quinase especificos, como ja mencionados PDGFRA e
PDGFRB, que diferem nas suas cascatas de transducido de sinal e efeitos
bioldgicos. Por exemplo, a ativagdo do PDGFRA resulta em fosforilagdo de
MAP-quinases (Erk 1/2, p38, JNK), a ativagdo do ras, a indugdo de “genes
precoces imediatos”, como a Egr-1, c-fos, c-jun. Os efeitos pré-fibréticos do
TGF-f e PDGF podem ser independentes das vias Smad2/Smad-3, porém

dependem das tirosinas quinases intra-celulares (c-abl- e Src-quinases).
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3.6.4. CCL3/MIP1-a

O CCL3, também conhecido como MIP-1-alpha (proteina inflamatéria
de macrofago), induz a producdo do colageno por ativar fibroblastos e
estimular producédo de TGF-g, PDGF e CTGF. O TGF-f, por sua vez, reduz a
producao de CCL3, através de um complexo modelo de feedback negativo
(77). CCL3 é produzida por células T ativadas, células B, mondcitos, e
mastoécitos. No entanto, macrofagos e células epiteliais sdo consideradas as
principais fontes de CCL3 (49).

As quimiocinas sdo pequenas proteinas secretadas por leucdcitos (49),
definidas como citocinas que induzem a quimiotaxia de células sensiveis, em
estagios iniciais da ES, parecem ser fundamentais na iniciacdo e
desenvolvimento de fibrose, atraindo leucécitos teciduais e células
mononucleares que, por sua vez, podem liberar fatores de crescimento pro-
fibréticos (130). CCL3 parece ter um papel importante na patogénese da
doencga, através do recrutamento de mondcitos (131) e linfocitos T auxiliares e
up-regulacédo da expressao de moléculas de adesdo, permitindo assim
diapedese (49, 130, 132). Desta maneira contribui para fibrose por recrutar
miofibroblastos, macréfagos e células mononucleares do sangue periférico em
diregdo a sitios de injuria tecidual. Os anticorpos anti-CCL3 reduziram o
desenvolvimento de fibrose em modelos de fibrose pulmonar induzido por
bleomicina (133).

3.6.5. IL-7

O gene para IL-7 humana esta localizado no cromossomo 8q12-13
(134). A sequéncia desta citocina prediz um peso molecular de 17.4 kDa, mas
a glicosilacdo resulta em proteina ativada de 25 kDa. E classificada como uma
citocina da familia de hematopoetina, um grupo que também inclui IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, fator de estimulagédo de colénias de macréfagos (GM-CSF), IL-9, IL-
13, IL-15, M-CSF, e fatores de células-tronco (SCF) (68).

A IL-7 ja tem funcdo descrita em precursores de células B, e atua em
células T maturas (135) e imaturas (136-138). Mutacbes na cadeia alpha do
receptor de IL-7 em pacientes com imunodeficiéncia combinada severa (SCID)
confirmaram que a IL-7 é indispensavel para o desenvolvimento de células T
(139).

Esta interleucina tem potente efeito sobre as células T maduras.
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Trabalhos recentes tém mostrado que a IL-7 € um modulador de proliferagao
peptideo-induzida de baixa afinidade, que é um aspecto central na regulagao
de homeostase da populagédo de células T (140, 141). Além disso, niveis
circulantes de IL-7 aumentam em resposta a deplegao de células T, sugerindo
um papel na regeneragao de células T (142-144).

As fontes primarias de IL-7 sdo estromais nao-derivadas de medula
Ossea, e células epiteliais. Assim, a IL-7 € uma citocina pleiotrépica com um
papel central na modulagdo do desenvolvimento de células T e B, e da
homeostase de células T. A poténcia e a amplitude dos efeitos sugerem que a
administracao ou a neutralizacio de IL-7 pode permitir a modulag¢ao da fungao
imune em pacientes com deplecao de linfocitos, da administracdo da vacina,
ou da auto-imunidade. (68)

O TGF-p e a IL-7 compartilham uma relagao reciproca de antagonismo,
em que cada um é capaz de realizar “down-regulation”. Com efeito, a
capacidade de TGF-b para inibir a proliferacdo de células pré-B induzida por
IL-7 foi reconhecida logo apds a identificagdo da IL-7 (145). Além disso, o
TGF-b regula negativamente a produgdo de mRNA IL-7 e a secrecao de
proteinas, a partir de células do estroma da medula 6ssea humana (146).
Curiosamente, a IL-7 também tem a capacidade de regular negativamente a
producao de TGF-f (147, 148). Desta maneira, IL-7 tem uma relagao
antagbnica ao TGF-p, e vice-versa. Embora os mecanismos e as implicagdes
dessa relagédo ainda nao estejam elucidados, a poténcia dos dois agentes em
uma amplitude de populagdes imunes sugere que esta relagao representa um
importante nivel na regulagédo imune (68, 148).

A capacidade potencial de IL-7 para quebrar a tolerancia aos antigenos
de baixa afinidade podem predispor a auto-imunidade ou linfoproliferacdo em
alguns pacientes, mas também pode vir a ser explorado no contexto de testes
de vacinas para o cancer e outras doengas (68).

3.6.6. INFy

Interferon do Tipo | (IFN) € um potente sinal imunomodulador que esta
fortemente implicada na patogénese do Lupus Eritematoso Sistémico, e se
correlaciona proporcionalmente com a atividade e gravidade da doenga nestes

pacientes. Pensa-se que a interacdo dos anticorpos anti-nucleares com
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células dendriticas plasmocitdides na circulagao resulta na indugao de IFN. O
aumento da expressao de genes do IFN tipo | em leucécitos do sangue
periférico e mondcitos também tem sido relatada na ES (149).

Além disso, a expressao de IFN é elevada na pele lesionada (150).
Uma "assinatura IFN" forte na ES parece estar associada com a presenca de
anticorpos anti-topo |, e pode refletir a estimulagdo de células dendriticas
plasmocitoides por imunocomplexos que contém acidos nucleicos através de
receptores do tipo toll como TLR3. O papel potencial de IFN na patogénese da
ES é suportada pela associagdo de mutagcbes genéticas dos alelos que
codificam genes envolvidos na sinalizagdo da doenga, tais como IFN IRF5
(151)

Notavelmente interferons agem como potentes inibidores da sintese de
colageno e outras respostas fibréticas (152, 153). Ainda nao esta claro neste
momento se a sinalizacdo IFN elevado na ES contribui diretamente na
tentativa de limitar o dano e atenuar fibrose, ou se age com o objetivo de
promocgao de lesdo microvascular e apoptose. Ensaios clinicos utilizando
agentes que bloqueiam a sinalizagado IFN podem elucidar o real papel desta
citocina.

3.6.7. Th17:1L-17, IL-22, RORc

Células Th17 parecem coordenar a defesa do organismo contra
bactérias extra-celulares e fungos, em alguns sitios especificos como barreira
gastro-intestinal, respiratério e pele (154). Varias vertentes tém sugerindo um
papel crucial destas células na patologia da inflamagao e auto-imunidade. A
IL-17 pode ser produzida por trés subconjuntos de células conhecidas, no
entanto as células Th17 séo as principais produtoras (155). A IL-17 constitui
uma familia de seis citocinas (IL-17A até IL- 17F). Além da IL-17, as células
Th17 também secretam IL-21 e IL-22 (156-158). TGF- e IL-6 ou IL-21, o fator
de crescimento e estabilizacdo de IL-23, e os fatores de transcricao RORc,
RORalpha, e STAT-3 parecem estar envolvidos no desenvolvimento de
células Th17. Este subconjunto de células T-helper podem contribuir ndo so6
para a inflamagao, mas também a producédo de fibrose via de IL-17A e outras
citocinas (159).

Em 2006, foi observado em estudo com ratos, por Ilvanov et al., que o

RORyt (também conhecido como RORCc) é o fator transcripcional chave para o
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desenvolvimento de células Th17 (160). A células T helper chamadas células
Th17 s&o controladas pelo fator de transcricao retinoic-acid-receptor-related
orphan nuclear receptor gamma (RORyt) (161).

A frequéncia de circulagao de células Th17 foi notavelmente aumentada
em pacientes com ES (162). Os niveis de IL-17A séricos elevados e a
aumentada expressado de IL-17A em linfécitos do sangue periférico e pele
lesionada foram relatados em pacientes com ES (85, 86, 162).

A IL-17A tem sido implicada no desenvolvimento de fibrose de pele e
pulmonar induzida por bleomicina em ratos (159, 163). Essa citocina é capaz
de aumentar a proliferagao de fibroblastos em seres humanos (85), bem como
a produgdo de citocinas pré-inflamatérias (MCP-1, IL-6 e IL-8) e as
metaloproteinases de matriz (MMP-1 e MMP-3) (164, 165). Estes estudos que
evidenciaram niveis aumentados de IL-17, sugeriram um papel pro-fibrético na
fisiopatologia da ES.

No entanto, Nakashima et al. mostrou evidéncia de um upregulation da
miR-129-5p que bloqueia a IL-17A, reduzindo entdo a atividade anti-fibrética
da em fibroblastos humanos, associado ao downregulation de CTGF e
colageno-alpha-I (166).

Consoante a tal estudo, Truchetet et al., em 2013, observou que a IL-17
diminui a expressao do a—SMA induzida pelo TGF-f em fibroblastos humanos,
e que a expressao de IL-17A presente nas células da pele de ES se
correlaciona inversamente com fibrose da pele (167). Somando-se aos outros,
Brembilla et al. também faz alusao ao potencial efeito anti-fibrético que a IL-17
parece exercer, sugerindo, inclusive, que os fibroblastos de pacientes com ES
parecem ser resistentes ao seu efeito (156).

Desta forma, concluimos que o papel das células Th17 na
fisiopatogénese da ES permanece incerto.

3.6.8. IL-13

A IL-13 é uma citocina imunorregulatéria secretada predominantemente
por células Th2 ativadas, mas também por mastocitos e natural killers (168,
169). E um modulador potente de mondcitos e da funcéo de células B, e entre
as suas muitas funcdes, € conhecida por estar envolvida na remodelacado de
tecido e fibrose (170). A IL-13 possui a capacidade de suprimir a produgao de

citocina pré-inflamatéria em mondcitos / macréfagos, tais como TNF, IL-1, IL-
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8, e MIP 1alpha (168, 171).

Além de promover a proliferacdo de células B, induz a expressao de
integrinas a superficie celular, MHC de classe Il e CD23, e favorece a troca de
classe de anticorpo para a produgao de IgE e IgG4 (172-175). Portanto, a IL-
13 também tem demonstrado um papel de mediador importante para o
desenvolvimento de doenca alérgica (176).

Estudos anteriores tém demonstrado que a producédo anormal de IL-13
por células T CD8 + efetoras no sangue periférico de ES se correlaciona com
a extensao da fibrose de pele (177). IL-13 € uma citocina pré-fibrética que é
suficiente para induzir fibrose em pele e pulmao (178, 179).

Fuschiotti e colegas avaliaram o papel de célula T CD8 + e da IL-13 na
producao de fibrose dérmica, e chegaram a conclusdo que ha nas lesdes de
pele de pacientes com ES, grandes quantidades de células T CD8 + e IL-13
(170).

Alguns estudos confirmam o potencial da IL-13 em estimular sintese de
colageno em ES, e também de estimular fibrose hepatica e pulmonar (78, 179-
182). Mas os fatores que regulam a expressao da IL-13 na doencga fibrética
permanecem pouco compreendidos (183).

Alguns estudos evidenciam um papel da IL-13 como uma citocina anti-
inflamatadria, e que poderia ter efeito até mesmo na analgesia (89, 184, 185).

3.6.9. IL-6 ]
A IL-6 é uma dglicoproteina de 22 a 27 kDa. E uma citocina

multifuncional pleiotropica produzida por células, como os linfocitos,
fibroblastos e mondcitos (186). Dentre suas fungdes podemos citar a
capacidade de ativar linfécitos T, estimular reagentes de fase aguda (como
proteina C reativa), e estimular células precursoras hematopoiéticas
possibilitando maturacdo de células B em células produtoras de anticorpos
(187).

Possui um importante papel na doenga fibrética. Em conjunto com TGF-
b, CTGF e PDGF formam um poderoso conjunto indutor de producgédo de
colageno e proliferagcéao de fibroblasto (188).

Parece estar implicada, também, em angiogénese e neovascularizagao.
Tal fato pode estar relacionado a proliferacbes vasculares aberrantes e

manifestagdes isquémicas na ES (189).
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Estudos evidenciam niveis elevados de IL-6 em pacientes com ES
(190), e ha correlagdo destes com a extensdo do acometimento cutaneo,
mensurado através do escore de Rodnan modificado (191, 192). Foram
observados também, niveis de |L-6 aumentados em tecidos, naqueles
pacientes com doenga severa da pele (192).

Apesar dos estudos anteriormente citados sugerirem a participagao das
moléculas (TGF-p, PDGF, CTGF, IL-13, IL-6, CCL3, IL-7, IL-17, IL-22, RORCc,
IFNy) na fisiopatologia da ES, ainda ndo ha uma definicdo estabelecida do
papel destas isoladamente, nem de suas interagdes in vitro. A analise ex-vivo
destas moléculas é ainda menos realizada, e por tanto seus resultados menos
conhecidos. Baseado nesses dados da literatura, esse trabalho foi
desenvolvido no intuito de estabelecer um melhor conhecimento das
expressoes das moléculas citadas acima na fibrose da ES a partir de biopsia
de pele, sem uso de cultura de células, nem uso de estimulagdo exdégena, ou

seja, em ultima analise, uma avaliagcédo ex-vivo.



4. Metodologia

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

Figura 3. Delineamento do estudo
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4.1. Recrutamento de pacientes portadores de Esclerose Sistémica

No ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas de
Pernambuco ha 84 pacientes com ES cadastrados. Foram selecionados 14
pacientes do sexo feminino, com idade acima de 18 anos, atendidos no
Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, com diagndéstico de Esclerose Sistémica segundo os critérios do
American College of Rheumatology (22). Apds esclarecimentos sobre o
Projeto de Pesquisa, aqueles que concordaram quanto as propostas foram
convidados a participar do estudo, com inclusdo dos mesmos apenas apoés a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — apéndice 4
e 5). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica CAAE 0522.0.172.000-11.

Os pacientes foram classificados, de acordo com a extensdao do
comprometimento cutadneo, na forma cutanea limitada e cutanea difusa (21). A
extensao do comprometimento cutaneo foi avaliado através do escore de
Rodnan modificado (30). Na caracterizagdo clinica dos pacientes, foram
avaliados comprometimento de 6rgaos-alvo (presenga de ulceras digitais,
dismotilidade esofagiana, fibrose pulmonar, hipertensdo arterial pulmonar,
comprometimento renal). Na tabela 2 seguem as informagdes clinicas e de
exames de imagem dos pacientes selecionados.

Tabela 2. Caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes com ES (n=14)

Caracteristicas

Idade (anos)

Média + SD (variagéo) 43,67 + 10,38 (28-65)
Género N(%)

Feminino 14 (100)
Duracao da doenga (meses)

Média + SD (variagéo) 108,31 + 80,6 (2-258)
Subgrupos clinicos N(%)

Cuténea difusa 7 (50)

Cuténea limitada 7 (50)
Comprometimento gastroesofagico 3(21,4)
Ulceras digitais 2 (14,3)
Crise renal 2 (14,3)
TAC de térax alterada 11 (78,6)
Escore de Rodnan

Média (variagao) 7,3 (0-14)
Tratamento N(%)

Esteroides 5(35,7)

Azatioprina 2 (14,3)

Metotrexate 1(7,1)

Ciclofosfamida 2 (14,3)

Micofenolato de mofetil 1(7,1)
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Nao esta em uso de imunossupressor 3(21,4)

4.2. Recrutamento de voluntarios sadios

O grupo controle consistiu de 5 voluntarios saudaveis procedentes da
cirurgia plastica, pareados por sexo e idade, sem diagndstico de outra doenca
reumatolégica imunoinflamatéria ou de imunodeficiéncias, escolhidos
aleatoriamente na cirurgia plastica do Hospital das Clinicas da UFPE.
4.3. Bidpsia de pele

As bidpsias de pele foram realizadas com punch de 5mm, com retirada
de um fragmento do antebraco com pele fibrosada de individuos portadores de
ES. As amostras de pele foram colocadas no RNA later (Life Technologies),
para serem transportadas. Ao chegar no laboratério procedeu-se a retirada da
mostra do RNA later, e entdo uma parte das amostras foram colocadas em
500uL de trizol (extracdo realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante), e as outras foram colocadas em buffer RLT e b-mercaptopurina
(extragao realizada de acordo com as instrugdes do fabricante Qyagen).

As amostras dos controles, advindas de material de cirurgia plastica,
foram estocadas e transportadas, bem como processadas, conforme descrito
acima.

4.4. Expressao génica
4.4.1. Extragdao do RNA

e Trizol:

ApoOs trituracdo das bidpsias de pele, as amostras foram
homogeneizadas no vortex de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente, e
posteriormente foram deixadas 5 minutos a temperatura ambiente para
separagdao do complexo nucleo-proteina. Foram adicionados 200 ulL de
cloroférmio frio em todos os tubos (o trabalho foi realizado no gelo), e entado
homogeneizados delicadamente por 15 segundos. Foram colocadas em
repouso por 3 minutos a temperatura ambiente, e posteriormente foram
submetidas a centrifugagdo com 10000 rpm & 4°C por 20 minutos.

Foi recuperada a fase translucida com auxilio de pipeta de 200 uL, sem
a interfase que contem DNA, e evitando a fase organica de proteinas (camada
inferior). Esta fase translucida foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5

mL novo.
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A esta fase, foi adicionada 500 ulL de isopropanol para precipitar o
RNA, mantida por 10 minutos a temperatura ambiente, e submetida
novamente a centrifugagdo com 10000 rpm & 4°C por 20 minutos.

Apos, foi procedido o descarte do sobrenadante com pipeta, e
adicionado 1 ml de etanol 75% (previamente diluido na agua ultrapura +
DEPC 0,01%), e mais uma vez submetida a centrifugacdo a 10000 rpm a 4°C
por 15 minutos.

O sobrenadante mais uma vez foi descartado delicadamente para
retirada do etanol, e os tubos foram mantidos abertos por 5 a 10 minutos para
evaporar todo o resto do etanol.

Apoés este procedimento foram adicionados 30 ul de agua livre de
RNAse/DNAse, e foram incubadas a 55-60°C durante 10 minutos para facilitar
a diluicdo do RNA.

E entdo, foram prosseguidas as quantificagdes pelo Nanodrop, e logo
apds, armazenada no freezer -80°.

* Qyagen (RNAeasy mini kit):

Para cada 100uL de buffer RLT foram adicionados 10 uL de b-
mercaptoetanol (bME). Como as bidpsias apresentavam uma média de 30mg,
de acordo com as orientagcdes do kit, foram utilizadas 600 uL de buffer RLT.
As amostras com essa solugao foram submetidas a trituragao.

Ap0s a trituragao, o lisado foi centrifugado por 3 minutos a 14000 rpm a
temperatura ambiente, e entdo retirado o sobrenadante e transferido para
outro tubo. O volume foi mensurado (ficando cerca de 600 ulL) e adicionado o
mesmo volume de etanol a 70% (1:1). Foi misturado imediatamente com
pipeta.

Um volume do lisado n&o superior a 700 ulL foi transferido para uma
coluna de rotacdo RNAeasy ja acoplada em um tubo coletor de 2ml, e
centrifugado a 10000 rpm por 15 segundos a temperatura ambiente. O filtrado
foi descartado, e o restante do lisado foi submetido ao mesmo procedimento
acima descrito.

Apoés esta etapa, foram adicionados 700 ulL do buffer RW1 na coluna

de rotacdo RNAeasy acoplada em um tubo coletor de 2 ml, e submetido a
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centrifugagcdo por 15 segundos a 10000 rpm. Mais uma vez o filtrado foi
descartado.

Foram adicionados 500 uL do buffer RPE na coluna de rotagao
RNAeasy que ja estava acoplado a um tubo coletor de 2 ml, e entdo foi
submetido a centrifugagao por 15 segundos a 10000 rpm; posteriormente, o
filtrado foi mais uma vez descartado. Esta etapa foi realizada num total de
duas vezes seguidas.

A coluna de rotacdo foi colocada em um tubo novo, e foi procedida
nova centrifugacao por 3 minutos a 14000 rpm; e apds, novamente foi trocada
para outro tubo e foram adicionados 40 uL de agua livre de RNAse/DNAse, e
foi centrifugado por mais 1 minuto a 10000 rpm. Apds essa ultima etapa, a
amostra foi estocada a -80°C.

4.4.2. Tratamento do RNA com DNAse |

Aliquotas de RNA total (4 — 6 ug) foram tratadas com a enzima DNAse |
(volume igual a 30% da concentracédo de RNA; 1 U/uL — Promega, Madison,
EUA) por 60 minutos a 37°C, com a finalidade de eliminar possiveis
contaminantes de DNA. Em seguida, o RNA foi precipitado com 75uL de
etanol absoluto e 3uL de acetato de sédio (0,2 M, pH 4.0-4.6) a -80°C,
overnight. Apés este periodo, o RNA foi centrifugado por 30 minutos (10000
rpm a 4°C) e lavado com etanol 75%. O RNA foi novamente centrifugado por
20 minutos (10000 rpm) e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi
deixado a temperatura ambiente por 10 minutos para completa secagem, e em
seguida dissolvido em agua livre de RNase/DNase (GIBCO, Gainthersburg,
EUA).

4.4.3. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), seguindo as
instrucbes do fabricante. Uma mistura contendo dNTPs, iniciadores
randémicos (random primers), transcriptase reversa e inibidor de RNase (1
U/uL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen Life Technologies,
Califérnia, EUA) foi preparada e adicionada a um mesmo volume de RNA. A
reacao de sintese de cDNA foi feita a 25°C por 10 minutos, seguida por 2

horas de incubacao a 42°C.
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4.4.4. PCR em Tempo Real (qPCR)

Para analise quantitativa dos transcritos diferencialmente expressos foi
feita PCR em tempo real. A reagao de amplificacdo dos cDNAs foi realizada
com PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK) e sondas
especificas para os genes TGF-pf1 (TagMan Hs00998133 m1), CTGF
(TagMan Hs01026927 g1), PDGF (TagMan Hs00964426 m1), IL-6 (TagMan
Hs00985639 m1), IL-13 (TagMan Ec03470543 m1), IL-7 (TagMan
Hs00174202_m1), CCL3 (TagMan Hs04194942 s1), IFN-y (TagMan
Hs00989291 _m1), IL-17A (TagMan Hs00174383), IL-22 (TagMan
Hs01574154) e RORc (TagMan Hs01076122_m1), utilizando-se o
equipamento ABIPrism 7900HT sequence detection PCR machine (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Foi
utilizado o gene enddgeno 18S (TagMan Hs03928990 g1), cuja expressao é
constitutiva, para posterior analise comparativa do nivel de expressdo dos
transcritos de interesse.

A expressdo relativa dos genes foi calculada pelo método 2V,
Primeiramente calcula-se a relacdo entre o gene referéncia (controle
enddégeno 18S) e o gene alvo (gene em estudo) para todas as amostras. Este
indice € denominado ACt. Em seguida, calcula-se o -AACt, que é a corregao
do ACt das amostras pelo ACt do grupo controle, o qual pode ser calculado
subtraindo-se 0 ACt médio da amostra pelo ACt médio do controle. Em
seguida, é obtido o valor de 2, se a eficiéncia do primer for 100%, ou seja,
se a amplificacado estiver sendo feita de maneira exponencial em base 2.

4.5. Anadlise dos resultados

A expressdo dos resultados das variaveis continuas foi feita pelas
médias e desvios padrdo. Para verificacdo de possiveis diferengas entre
meédia, foi usado o teste “t” de Student para amostras independentes, quando
a distribuicdo foi gaussiana. Nos casos em que O conjunto amostral nao
passou no teste da normalidade foi usado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Correlagdes
foram determinadas usando a correlagao de Spearman. Todos os dados foram

analisados com o GraphPad Prism 6.
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5. Resultados
5.1. Artigo a ser submetido na revista Clinical Rheumatology

CCL3, IL-7, IL-13 and IFNy are increased in skin’s biopsy of Systemic

Sclerosis.

R. S. G. Gongalves 1, M. C. Pereira 2, A. T. Dantas 1, C. D. L. Marques 1, M.
J. B. M. Rego 2, I. R. Pitta2, M. G. R. Pitta2, A. L. B. P. Duarte’

1Hospital das Clinicas, 2| aboratério de Imunomodulagao e Novas Abordagens
Terapéuticas Suely Galdino, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Brazil

Abstract

Although a number of cytokines and chemokines have been investigated as
possible mediators of fibrosis in Systemic Sclerosis (SSc), specific correlation
between cytokines and organ involvement have not been found yet, and a
cytokine profile characteristic of SSc is far to be identified. We established a
profile of anti and profibrotic molecules involved in skin fibrosis of SSc patients.
The mRNA expression was detected by real-time quantitative polymerase
chain reaction (RT-gPCR) in skin’s biopsies from 14 patients with SSc and 5
healthy controls. TGF-g, PDGF, CTGF, CCL3, IL-6, IL-13, IL-7, IFNy, IL-17, IL-
22, and RORc were analysed in these samples. The CCL3, IL-13, IFN-y and
IL-7 were more expressed in the SSc’s skin (respectively, p = 0.0002, p =
0.0243, p = 0.0335, p = 0.0082) when compared with healthy controls. We
found positive correlation in expression levels between CCL3 and IL-7 (p =
0.0050 r = 0.7187), besides a negative correlation between IL-7 and TGF-f (p
=0.0136 r = - 0.6527), and between IFNy and TGF-f (p = 0.0001; r = -0.8637).
Furthermore, we observed relation with clinical parameters and images data
with the relative genes expressions. The increase of IL-7, IFN-y, CCL3 and IL-
13 relative mMRNA expressions on the microenvironment of the SSc’s skin
suggests the hypothesis of participation of these molecules in the
pathophysiology of SSc. This is an important finding because it allows
development of better in-vitro models, and suggests potential disease
biomarkers and therapeutic targets. We also ratified the potential antifibrotic
role of IL-7 as well IFN-y. The correlation between IL-7 and CCL3 in fibrosis
needs to be better understood.

Keywords: Systemic Sclerosis. Gene expression profile. Skin. Cytokines.

Introduction

Systemic Sclerosis (SSc), although rare, is considered extremely important in
Rheumatology, because of its significant impact on life’s quality of affected
individuals and its poor prognosis, and therefore is considered the most
serious collagen’s disease. To date, the available treatments shown to be
ineffective and value the treatment of symptoms, and there is still no proven
drug that acts by interfering in the progression of fibrosis. It is evident the need
for studies that help in the discovery of new targets and new drugs to be used
in the treatment of this disease. There are few studies that had used skin
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sample ex-vivo trying somehow to establish a profile of the microenvironment
(193, 194).

There are established roles of some profibrotic molecules in SSc
physiopathology, as TGFp (transforming growth factor beta), CTGF
(connective tissue growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), IL-13
(interleukin) and IL-6, CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand 3), mainly in
fibrosis. Others, however, had not a role well defined in the disease yet, as well
IL-17, IL-22, IL-7, IFNy (Interferon gamma), but the last two molecules could
have a protective function. TGF- seems to be a major cytokine in the process
of fibrosis. This molecule have a lot functions such suppresses the production
of matrix degrading metalloproteinases (MMPs), induces MMP inhibitors, acts
as a chemoattractors and induces CTGF, thereby further enhancing the fibrotic
response (93).

This study aims to quantify the mRNA expression of molecules with pro-
(TGFpB, CTGF, PDGF, IL-13, IL-6, CCL3, RORc, IL-17, IL-22) and antifibrotic
action (IL-7, IFNy) in skin’s biopsy of patients with SSc and healthy individuals,
thus contributing to better understanding of the pathophysiology of SSc.

Materials and methods
* Patients and tissue specimens

Skin biopsies were performed from cutaneous diffuse (dSSc) and
cutaneous limited (ISSc) patients. Gene expressions were measured in skin
biopsies from 7 patients with dSSc, 7 patients with ISSc and 5 healthy controls.
All patients with SSc were biopsied at a lesional forearm site with a punch of 5
mm, and met the American College of Rheumatology (ACR) criteria for the
classification of systemic sclerosis. The samples of the healthy control were
obtained in plastic surgery. All patients were of sex female and the mean age *
standard deviation (SD) in the total patients group was 43,6 + 10,3, and in the
controls was 41,6 + 16 years old (p=0,57). The table 1 shows clinical
parameters of SSc patients. The Ethical Review Committee on Human
Research of the Federal University of Pernambuco approved the study
protocols and informed consent forms. The participants signed written informed
consent.

e gRT-PCR

The samples were stored in RNAlater (Qiagen, Hilden, Germany) until
arrived in the laboratory. The tissues were homogenized using Tissue Ruptor
(QIAGEN). Total RNA was isolated from tissues with RNeasy Mini Kit
(QIAGEN Sciences, Maryland, USA) or Trizol (Invitrogen) both according to the
manufacturer’s instructions. For cDNA synthesis 4-6 ug of total RNA were
used kit High-Capacity cONA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido) according to manufacturer's protocol. The
transcriptome of samples (TGF-1 (TagMan Hs00998133 m1), CTGF
(TagMan Hs01026927 g1), PDGF (TagMan Hs00964426 m1), IL-6 (TagMan
Hs00985639 m1), IL-13 (TagMan Ec03470543 m1), IL-7 (TagMan
Hs00174202_m1), CCL3 (TagMan Hs04194942 s1), IFN-y (TagMan
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Hs00989291 m1), IL-17A (TagMan Hs00174383), IL-22 (TagMan
Hs01574154) e RORc (TagMan Hs01076122_m1), extracted from skin
biopsies of SSc and healthy controls was observed using quantitative real-
time- Polymerase Chain Reaction (qQRT-PCR) on an Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR system. The gene expression was normalized
using the ribosomal gene 18s. Data were analyzed with SDS version 2.3

software using the comparative Ct (Z_AACt) method.

» Statistical analyses

Expression of results of continuous variables was assessed by means
and standard deviations. For evaluation of the sample set was used the t
student or nonparametric Mann-Whitney tests. Correlations were determined
using Spearman’s correlation. P values <0.05 were considered significant. The
data were analyzed with GraphPad Prism 6.

Results

* Increased mRNA expression of CCL3, IL13, IL7 and IFNy in SSc
patients

The results of the relatives mRNA expressions from patients when
compared with healthy controls were increased as follows CTGF (4-fold;
p=0.2393), IL-6 (4-fold; p=0.2556), TGF-B (2000-fold; p=0.2047), CCL3 (3600-
fold; p=0.0002), IL-13 (168-fold; p=0.0243), PDGF (1.2- fold; p=0.9613), IL-7
(658-fold; p=0.0335) and IFNy (330-fold; p=0.0082). Only the levels of CCL3,
IL-13, IL-7 and IFNy were statistically significant as demonstrated in the figure
1. The IL-17 and IL-22 mRNA skin expressions were undetermined in both SSc
patients and healthy controls.

* Correlation between molecules mRNA expression levels

There was a positive correlation between CCL3 and IL-7 (p = 0.0050; r
= 0.7187, figure 2). TGF-p had a negative correlation with the IL-7 levels (p =
0.0136; r = -0.6527, figure 2), and with the levels of IFN-y (p = 0.0001; r = -
0.8637, figure 2). It was also observed a negative correlation between PDGF
and IL-6 (p<0.05; r= -0.5385, data not shown). A tendency of correlation
between CTGF and IL-13 (p = 0.0521, and r = -0.5341) was also observed
(data not shown).

* Relation of clinical manifestations with gene expression levels

Patients with lung involvement (fibrosis or ground glass in high
resolution computed tomography) had lower expression of PDGF (p= 0.0385)
as observed in figure 3. We did not obtain significant results when compared
MRNA expression levels with clinical parameters (presence of digital ulcers,
esophageal dysmotility, pulmonary hypertension, renal impairment).

There was no statistical difference when compared mRNA expression
between patients with diffuse and limited disease’s form.



54

Discussion

We were able to establish the predominant molecules in skin biopsy
samples, with evidence of increased levels of IL-7, CCL-3, IL-13 and IFNy
compared with the skin samples from healthy patients. As there is no ideal
experimental model to SSc fibrosis this result is very important to help doing
draws about in vitro studies. Some articles have already published results of
MRNA expression’s analyzes of Cadherin 11, COL1, CTGF (194), IL-17A, IL-
21, IL-22, IL-17RA, IL-21R and IL-22R1 e IFN-y IL-4, TGF-B (193) in skin
biopsies, however CCL3, IL-7, IL-13 and IFN-y were first described as
important targets in our study.

Interestly our study as Wu et al. (194) do not achieve statistical
significance in TGF-B mRNA relative expression perhaps because the eventual
presence of methylations or miRNAs. For IL-17 and IL-22, different from the
results found by Zhou et al. (193), the mRNA expression were undeterminated
as the expression levels was lower than the detection limit of the RT-PCR
reaction, therefore they were not sufficient for a statistical analysis needs.
Another study in SSc which there was evaluation of IL-22 without the use of
cell culture, failed to obtain expression of this molecule, but doing stimulation
such expression was achieved (147). The explanation for this should be based
on the possibility that in the skin ex-vivo sample without stimulation, the
transcript could be no longer in the form of mRNA, but as protein, as we
observed that once the transcription factor pathway Th17 (RORc) was
expressed; or we also can assume it by the interference of epigenetics through
methylation, or presence of miRNA, and others.

The correlation between TGF-f and IL-7 is already well established in
the supernatant of cell cultures (69, 148, 149, 195), and therefore, this study
again suggested the relation of down-regulation of these two molecules.
Smad7 is the Smad family member with the best inhibitory effect. IL-7
stimulates production of Smad7 that inhibits TGF-B-mediated phosphorylation
of Smad2/3, and competes with the binding Smad2/3 to TGF-3 receptor. TGF-
B also induces quickly Smad7 mRNA expression (messenger ribonucleic acid),
suggesting also a negative feedback loop in the control signaling of TGF-f
(69). The IFNy has also a negative correlation with TGF-B (152, 196) well
established in the supernatant of cell cultures, and our study hinted it. Despite
the fact that there are articles published confirming this result, there is nothing
yet that demonstrates how this signaling occurs in the skin.

There are no data related to SSc justifying the correlation between IL-7
and CCL3 observed in the present study. However, Damas et al in a study of
angina showed that IL-7 increases the expression of various chemokines in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC’s) from healthy subjects and
patients with angina, and CCL3 is responsible for the further stimulate release
of IL-7 by platelets (196). Other published studies confirm the potential of both
IL-7 (197-201) as the CCL3 (198-203) in inflammatory stimulation of the
cardiovascular system. The interaction of these two molecules should be
further studied in SSc.

It is known that IL-13 decreases production of CCL3 (118). In this study
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we do not found correlation between IL-13 and CCL3, but the results show
increased expression of both, and perhaps the explanation for it is based in a
negative feedback mechanism that was occuring between these two
molecules, in such a way that IL-13 may be increased in order to reduce the
production of CCL3, which can in turn be increased by the stimulation of IL-7.

The explanation for the statistical negative correlation between levels
expressed of IL-6 with PDGF is still not understood, since both molecules are
involved in fibrosis. However our findings in line with the Tisato et al. (195)
results, confirmed the reasoning presence of interactions between these
signaling pathways. Tisato et al. performed a study to evaluate the roles of
some inflammatory molecules in the metabolic syndrome, and observed that
there was an increase of IL-6 and a decrease of PDGF (118, 204), but they
could not explain how the details of this correlation were.

Pulmonary fibrotic changes have significant impact on patients’ survival.
Charni et al. were the first to get a result of down-regulation of TGF-f and
PDGF (19) in experiments using fibroblasts. These found could, somehow,
justify our findings of the reduction of PDGF gene expression levels in patients
who had pulmonary alterations in High Resolution Computed Tomography.
However, it is necessary more researches to elucidate this.

Correlation's analysis between the expressions of IL-13 and CTGF had
a significant inverse trend (p=0,0521 e r = -0,5341). Despite both molecules
had already a profibrotic role defined by published articles, these results refer
to the thought that, despite these two molecules have pro-fibrotic roles in the
disease, the CTGF could have also an important inflammatory role in SS, as
well as IL-13 could have its anti-inflammatory role in the same disease. This
hypothesis is corroborated by Murray et al. in a study in vitro model of
pulmonary fibrosis where was observed that IL-13 by itself is not capable to
induce fibrosis (205). Xie et al. observed in studies that CTGF and TGFf
activity was correlated with IL-4 and IL-13 cytokines (of the Th2 pathway).
These cytokines decreased CTGF gene expression stimulated by TGF-B1.
This occurred through inhibition of Smad2/3’s activation (which stimulates
TGF-B) by the IL-13 (118).

Conclusion

The significant increase in expression of CCL3, IL-7, IL-13 and IFNy in
the patient's skin with SSc, besides enables a better development of drawings
of in vitro study, suggests the potential therapeutic targets of these molecules,
as well suggests at same time possible markers of disease.

The inverse correlation of IL-7 as well as IFNy with the TGF-3 further
suggests the potential antifibrotic role of these two molecules, making them
therefore, important targets for development of therapeutics.

The explanation of the correlation between IL-7 and CCL3 in SSc’s
physiology is still not established, but the found that there is an interaction of
these two molecules in inflammation in the cardiovascular system and the
finding of the positive correlation between them in our study, suggests that
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more researches should be undertaken in order to elucidate this association in
the pathology of fibrosis in SSc.
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Table 1. Clinical parameters and image’s data of SSc patients (n=14)

Characteristics

Age (yrs)
Mean £ SD (range)
Gender
Female
Disease duration (months)
Mean £ SD (range)
Clinical subgroups
Diffuse cutaneous
Limited cutaneous
Gastroesophageal commitment
Chest CT changed
Rodnan score
Mean (range)
Treatment
Steroids
Azathioprine
Methotrexate
Cyclophosphamide
Mycophenolate mofetil
Without treatment

43.67 + 10.38 (28-65)
N(%)
14 (100)

108.31 + 80.6 (2-258)
N(%)

7 (50)

7 (50)

3(21.4)

11 (78.6)

7.3 (0-14)
N(%)
5(35.7)

2 (14.3)
1(7.1)

2 (14.3)
1(7.1)
3(21.4)

Yrs: years; SD: standard deviation; CT: computed tomography.
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Fig.1 The relative quantification of mRNA expression: IL-13, CCL3, IL-7 and IFNy
from skin’s biopsies of SSc patients. SSc: systemic sclerosis. *p< 0.05, **p<0.005,

**%5<0.0005.



59

‘B
: P 1. § o]
§ ﬁ s
: :

1 0.1 0.001
0.001 0.01 01 1 10 100 1000 10000 0.0000.001001 01 1 10 100 1000100000000 0.0000.001001 0.1 1 10 100 10001000000000
IL-7 relative mRNA expression TGFp relative mRNA expression TGFfi relative mRNA expression
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6. Discussao

Nés observamos um aumento significativo das expressdes génicas de
IL-7, CCL-3, IL-13 e IFNy em amostras de bidpsia de pele de pacientes com
ES quando comparadas com controles saudaveis. Nao ha modelo
experimental ideal para estudar a fibrose da ES, e para tanto, este resultado é
importante no intuito de ajudar tanto nos desenhos de estudos in vitro, como
também sugerir que estas moléculas podem ser usadas como biomarcadores
de doencga, ou até mesmo como alvo terapéutico. Wu et al.(194) analisaram a
expressdo de mRNA de sete moléculas, mas apenas encontrou significancia
estatistica em CTGF, COL1A e Cad-11. Zhou et al. (193) também
mensuraram a expressao relativa de mRNA extraido de pele, e seus
resultados evidenciaram aumento significante em IL-17, IL-21, IL-22, IL-4,
IFNy e TGF-f. Nenhum destes estudos observou a relagao de CCL3, IFNy, IL-
7 e IL-13 que o nosso estudo sugere.

Interessante ressaltar que Zhou et al. (193) evidenciaram aumento
significante do TGF-p, enquanto o nosso estudo e o de Wu et al.(194) nao
observaram essa significancia. Para a IL-17 e a IL-22, diferente do resultado
encontrado por Zhou et al. (193), ndo houve expressdao de mRNA pois o0s
niveis de expressado foram aquém do limite de deteccao da reacdo de RT-
PCR. Outro estudo avaliou a expressao de IL-22 em ES sem o uso de cultura
de células, e também nao conseguiu obter a expressao desta molécula; no
entanto, ao fazer a estimulagao, foi observada expressao de IL-22 (206). Uma
possivel explicacdo para a auséncia de expressao na amostra baseia-se na
possibilidade de que na amostra de pele ex vivo, sem estimulagdo, o transcrito
ja ndo estava mais na forma de mRNA, e sim, como proteina, uma vez que
observamos que o fator de transcrigdo da via Th17 (RORc) encontra-se
expresso; alternativamente a expressido pode n&o ter sido obtida por
interferéncias da epigenética, ou seja, pela presengca de metilagdes, de
miRNA, entre outras.

A correlagao entre os niveis de TGF-f e IL-7 ja é bem estabelecido em
sobrenadantes de cultura de células (146-148). No nosso estudo, esta relagao
de down-regulation foi mais uma vez corroborada (Apéndice 1). Smad7 é o

membro da familia Smad com o melhor efeito inibitério. IL-7 estimula a
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producao de Smad7, que inibe a fosforilagdo do TGF-B-mediada de Smad2/3,
e compete com a ligacdo de Smad2/3 ao receptor de TGF-B. Esta também
induz rapidamente a expressdo do mRNA (acido ribonucléico mensageiro)
Smad7, sugerindo também um /oop de feedback negativo no controle da
sinalizagao de TGF-3. Poosti et al. publicaram em 2014 um trabalho onde foi
utilizada terapia com IFNy peguilado em fibrose renal, com boa resposta na
atenuacao da fibrose (153). O IFNy também tem relacdo antagbnica com o
TGF-p (152, 207) em sobrenadantes de cultura de células, e o nosso trabalho
também sugere este mesmo resultado, porém nao ha estudos publicados que
evidenciem como ocorre esta sinalizacao na pele.

Ndo ha dados publicados, relacionados a ES, que justifiquem a
correlacao entre IL-7 e CCL3 encontrada neste presente estudo. No entanto,
Damas et al, em um estudo sobre angina, mostrou que IL-7 aumenta a
expressao de varias quimiocinas inflamatorias em células mononucleares do
sangue periférico de individuos saudaveis e portadores de angina, e que a
CCL3 é responsavel por estimular ainda mais a liberacdo de IL-7 pelas
plaquetas (196). Seria possivel, pois, que esse mesmo mecanismo
inflamatdrio esteja presente na ES. Outros estudos publicados confirmam o
potencial tanto da IL-7 (197-199, 201) como do CCL3 (198-203) na
estimulacao inflamatdria do sistema cardiovascular. Portanto, a IL-7, por ser
uma citocina pluripotente, poderia ao mesmo tempo ter um papel potencial no
aumento do risco cardiovascular (196), e ter um papel antifibrético na ES.

Sabidamente, a IL-13 reduz producdo de CCL3, e ambas as
expressdes encontraram-se aumentadas neste estudo. Um provavel
mecanismo de feedback negativo podera estar ocorrendo entre estas duas
moléculas, de tal forma que a IL-13 pode estar aumentada na tentativa de
reduzir a producdo de CCL3, que pode, por sua vez, estar aumentada por
estimulo da IL-7 (como mostra o Apéndice 1).

A analise de correlacao entre as expressdes de IL-13 e CTGF tiveram
uma tendéncia significativa inversamente proporcional. Estes resultados
remetem ao pensamento de que, apesar das duas moléculas terem papéis
pro-fibroticos na doenca, o CTGF teria um papel inflamatério importante na

ES, assim como a IL-13 teria o seu papel anti-inflamatério na mesma doenca.
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Este pensamento é corroborado por Murray et al. em um estudo in vitro de
modelo de fibrose pulmonar, observou que a IL-13 sozinha ndo é capaz de
induzir fibrose (205). Xie et al. observaram que IL-4 e IL-13 (citocinas da via
Th2) reduziram a expressao génica de CTGF estimulada por TGF-p1. Isso
ocorreu através da inibicao da ativagao de Smad2/3 (que estimula TGF-f) pela
IL-13 (118).

Alteragdes fibréticas pulmonares representam impacto importante na
sobrevida dos pacientes. Charni et al, foram os primeiros a obterem um
resultado de down-regulation entre TGF- e PDGF (204). Como é sabido que
o TGF-p esta implicado na indugao da fibrose pulmonar (208, 209), esse
achado poderia justificar a redugdo de expressao génica do PDGF nos
pacientes que tinham alteragcdes pulmonares na tomografia computadorizada.

Tisato e colaboradoes avaliaram algumas moléculas com papéis
inflamatdrios na sindrome metabdlica, e observaram que havia aumento de IL-
6 e reducao de PDGF (195). Liu et al. mostraram que em cancer de pulmao
houve uma relagcao de up-regulation da via de sinalizagdo da IL-6 com o TGF-
B, € como observado por por Charni, o TGF-$ tem relagdo de down-regulation
com PDGF. A explicagao para a correlacao estatistica dos niveis expressos de
IL-6 com os do PDGF é ainda incompreendida, visto que ambas séao
moléculas envolvidas na fibrose. No entanto conforme os resultados
anteriormente citados e o resultado deste presente trabalho, corroboram para
o raciocinio da presenca de interagdes dessas vias de sinalizagao, de maneira

que o PDGF pode ser down-regulated tanto pelo TGF-§ como pela IL-6.
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7. Conclusao

O aumento significativo da expressdao de CCL3, IL-7, IFNy e IL-13 na
pele do paciente com ES, ratifica a hipotese da participacdo dessas moléculas
na fisiopatologia da ES. Esse é um dado importante pois permite
desenvolvimento de melhores modelos de estudos in vitro, e sugere potenciais
biomarcadores de doenca e alvos terapéuticos.

A correlagdo inversa da IL-7, bem como do IFNy, com o TGF-f
corrobora ainda mais para o possivel papel anti-fibrotico destas duas
moléculas, tornando-as por tanto, importantes alvos para desenvolvimento de
terapias.

A explicacao para a correlagao entre a IL-7 e CCL3 na fisiopatologia da
ES ainda nao esta estabelecida, mas a existéncia na literatura de studos que
evidenciam a interacao dessas duas moléculas na inflamagado do sistema
cardiovascular, e os achados da correlacido positiva entre essas citocinas em
nosso estudo, sugere que uma melhor elucidacdo desta associagdo na

fisiopatologia da fibrose na ES deve ser priorizada.
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8. Perspectivas

No projeto do doutorado sera feita avaliacdo da atividade
imunomoduladora e antifibrética de estatinas em células mononucleadas do
sangue periférico e em fibroblastos de bidpsias cutdnea de pacientes
portadores de ES.

As estatinas constituem uma estabelecida classe de medicamentos, ja
utilizadas no tratamento de dislipidemias e com comprovado efeito na reducéo
do risco cardiovascular. Evidéncias recentes tém sugerido uma potencial agao
anti-inflamatéria, imunomoduladora e antifibrética, efeitos esses de extrema
importancia no controle de doencgas autoimunes, como a Esclerose Sistémica.

Tendo em vista o perfil de seguranga desses medicamentos e o
relativo baixo custo, a comprovagao de beneficios do uso de estatinas na ES

representa um importante avancgo no tratamento da doenca.
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Apéndices

Apéndice 1. Desenho esquematico da interagdo das citocinas TGF, IL-7,
CCL3, IL-13 na fibrose da ES.

B Negative feedback:
Unknown signaling

=Sz

P051tlve feedback

feedback

IL-13

Figura . (A). O receptor de TGF fosforila Smad 2/3. Fosforiladas, elas se ligam a
Smad4, e o complexo resultante transloca-se para o nucleo, e ativa transcripgao
através da ligacdo com a sequéncia CAGA, ou seja, iniciam a transdugio de sinal.
Smad7 inibe a fosforilagdo TGF-p-mediada de Smad2/3 e compete com a ligagcao
Smad2/3 ao receptor do TGF-f. Por sua vez, o TGF-f entado induz a produgao tanto
de IL-7 (B) quanto de Smad7, e esta por sua vez também é estimulada pela IL-7,
sugerindo uma alga negativa ao feedback do controle de sinalizagdo do TGF-. No
nosso estudo, pudemos sugerir que o CCL3 aumenta em resposta a estimulagao da
IL-7 (e vice-versa), e o aumento da expressao de CCL3, implica em aumento da IL-13
numa resposta ao feedback negativo ja conhecido desta molécula em relagdo ao
CCL3. Por sua vez, o achado da correlagdo negativa entre o TGF-f e IFNy, corrobora
os resultados dos artigos ja publicados, mas permanencem desconhecidas as vias de
sinalizacao para explicar este acontecimento.



10.2. Apéndice 2. Ficha clinica 1

Hinpiat o Clicon HOSPITAL DAS CLINICAS
SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLiNICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

IDENTIFICAGAO

1. Numero da Ficha |:| |:| |:| 2. Data de preenchimento 3. Registro HC

4. Nome do paciente 5. Sexo
1. Masculino |:|

2. Feminino
6. Data de Nascimento 7. Idade (anos) 8. Raga
1. Branca 4. Indigena
/ / 2. Negra 5. Amarela
3. Parda
9. Endereco
10. Telefone 11. Naturalidade
() /)

12. Procedéncia (cidade)

Litoral
Zona da Mata
Agreste

Sertdo

PONPE

13. Ocupagdo:

13.1 Em atividade 1.Sim 2.N3o |:| 13.2 Desempregado 1.Sim 2. N§o|:| 13.3 Em beneficio 1.5im 2. Ndo |:|

14. Renda Familiar (soma dos moradores do mesmo 15. Escolaridade (anos estudados) |:| |:|

domicilio)
RS
CLASSIFICAGAO
16. Forma Clinica
1. Cutanea Limitada
2. Cuténea Difusa
3. Sine Escleroderma

4. Overlap:
5. Localizada (EXCLUIR)

DIAGNOSTICO / HISTORIA CLINICA

17. Data de inicio do FRy 18. Data de inicio dos sintomas ndo- | 19. Data do diagndstico

/ / FRy / /

/ /
17.1 At (meses) |:|:|:| 19.1 At (meses) |:|:|:|
18.1 At (meses) |:|:|:|

20. Sintomas iniciais
20.1 Fendmeno de Raynaud 20.2 Sintoma nao-FRy inicial

1.Sim 1. Pele
2. Nédo 2. Articular

3. Pulmonar
4. Gastrintestinal
5. Outros:




Heapial i Cleicas HOSPITAL DAS CLINICAS

SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

21. Critérios Classificatérios

21.1 ACR, 1980 1.Sim I:I
2. Ndo

Critério maior
(__) Esclerodermia proximal
Critérios menores
(__) Esclerodactilia
(__) Cicatrizes digitais ou perda da gordura subcutanea dos dedos
(__) Fibrose pulmonar bibasal
1 Maior + 2 Menores

22.2 Esclerose Sistémica Precoce (LeRoy e Medsger, 2001)
1. Sim
2. Ndo
Critérios Maiores Critérios Menores
(_) Fenémeno de Raynaud ) Calcinose
() Autoanticorpos (FAN, Anti ) Edema dos dedos

Centromero, anti Scl70)
() Videocapilaroscopia ungueal

Ulceras digitais

Disfuncéo do esfincter esofagico inferior
Telangiectasias

TC de alta resolugéo — vidro fosco

)
)
)
)

3 Maiores ou 1 Maior + 2 Menores

23. Fatores de Risco/ Exposi¢do

1.Sim  2.N&do 3. N&o sabe informar

23.1 Parente 12 grau com ES? 23.2 Parente 12 grau com DRAI? 23.3 Exposicdo a silica?

(Especificar) 1 D
23.4 Exposicdo a metais pesados? 23.5 Exposicao a derivados de petrdleo? 23.6 Uso de inibidor do apetite? (Especificar)
23.7 Quimioterapia prévia? (Especificar) 23.8 Uso de drogas ilicitas? (Especificar)

MANIFESTAGOES CLINICAS

MANIFESTAGOES GERAIS

1.Sim - presente 2. Sim—passado 3.Ndo 4. N3o avaliado 5.N&oseaplica 6.N&o sabe informar

24. Perda de peso |:| 25. Anorexia |:| 26. Fadiga I:I

26.1 Fadiga:
Com relagdo ao cansago, indique como vocé tem se sentindo nesta ultima semana:

Muito bem Muito mal

COMPROMETIMENTO CUTANEO

1.Sim - presente  2.Sim —passado 3.Ndo 4. N3do avaliado 5. Ndoseaplica 6. N3o sabe informar

27. Esclerodactilia 28. Espessamento

29. Leucomelanodermi. 30. Edema
|:| cutaneo proximal |:| (hipo/ hiperpigmentagao) |:|

82
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Heaplal s Chrican HOSPITAL DAS CLiNICAS

SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

31. Calcinose

32. Telangiectasias 33. Microstomia 34. LesGes
|:| |:| periungueais |:|

35. Prurido |:|

36. Biopsia Cutdnea 1.Normal 2. Alterada 3. N3o realizada

L]

COMPROMETIMENTO VASCULAR

1.Sim - presente 2. Sim —passado 3. N3o 4. N3o avaliado 5. N&do se aplica 6. Ndo sabe informar

37. FRy subjetivo |:| 38. FRy objetivo |:| 39. Microcatrizes de polpas 40. Ulceras digitais
digitais |:| |:|

41. Ulceras em 42. Necrose digital |:| 43. Amputagdo de extremidades

superficies
extensoras

44, Capilaroscopia 1. Normal 2. Alterada 3. Ndo realizada

Capilares ectasiados:
Megacapilares:

Delegdo:

Numero de capilares/mm:

COMPROMETIMENTO MUSCULO-ESQUELETICO

1.Sim - presente 2. Sim—passado 3.N3o 4. Ndo avaliado 5. N&o se aplica 6. Ndo sabe informar

45, Artralgia 46. Artrite/ sinovite 47. Crepitagdo tendinea 48. Contratura articular
|:| /m3o em garra |:|

musculares

49. Mialgia |:| 50. Déficit de forga |:| 51. Aumento de enzimas

52. Radiografia de mdos 1. Normal 2. Alterada 3. N3do realizada

( ) Osteopenia
( ) Erosdes |:|
() Calcinose

() Acrostedlise

COMPROMETIMENTO GASTRINTESTINAL

1.Sim - presente  2.Sim—passado 3.Ndo 4. N3o avaliado 5pN&ege aplica 6. Ndo sabe informar

53. Xerostomia 54. Ma conservagao 55. Disfagia 56. Regurgitagdo
dentaria |:| I |:|

57. Pirose 58. Plenitude 59. Diarreia — 60. Constipagdo
pos-prandial |:| |:|

fecal

61. Incontinéncia |:|
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SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA
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62. Endoscopia Digestiva Alta 1. Normal 2. Alterada 3. N&o realizada

L]

62.1 Esofagite
1. Sim
2. Ndo
3. N3o se aplica

62.2 Esofago de Barrett
1. Sim
2. Ndo
3. N&o se aplica

62.3 Gastrite
1. Sim

2. Nao

3. Ndo se aplica

62.4 Outros
1. Sim
2. Ndo
3. Ndo se aplica

L]

63. Cintilografia de Esvaziamento Esofagico

1. Normal
2. Alterada
3. Ndo realizada

63.1 Retardo de esvaziamento

1. Leve
2. Moderado
3. Acentuado

4. N3o se aplica

64. Esofagograma
1. Normal
2. Alterada
3. N&o realizada

64.1 Alteracdo no esofagograma

1. Retardo no esvaziamento

2. Dilatagdo

3. Hérnia hiatal

4. RGE
5. Outro:

6. N3o se aplica

Hin

65. Manometria
1. Normal
2. Alterada
3. Ndo realizada

65.1 Alteragdes na manometria

1. Hipotonia
2. Atonia

3. Relaxamento EEI
4. N3o se aplica

COMPROMETIMENTO CARDIO-PULMONAR

1. Sim - presente

2.Sim —passado 3. Ndo

4. Ndo avaliado

5. N&o se aplica

6. Ndo sabe informar

66. Dispneia
aos esforgos

67. Dispneia
em repouso

68. Tosse

L]

69. Palpitagdo |:|

70. Dor toracica

||
]

71. Hemoptise

72. Sincope |:|

73. Radiografia de Térax
1. Normal
2. Alterada
3. N&o realizada

73.1 Alteragdes na radiografia de térax

1. Aumento da érea cardiaca
2. Infiltrado intersticial

3. Envolvimento pleural

4. Granuloma residual

5. N&o se aplica

]
]
L]
L]

i




Heapial i Cirs HOSPITAL DAS CLINICAS
SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLiNICA
FICHA CLiNICA ESCLEROSE SISTEMICA

74. Tomografia de Térax
1. Normal
2. Alterada
3. Ndo realizada

74.1 Alteragées na tomografia de térax
1. Padrdo de vidro fosco N
2. Fibrose pulmonar/ faveolamento
3. Envolvimento pleural
4. Granuloma residual
5. N&o se aplica

75. Espirometria
1. Normal
2. Alterada
3. Ndo realizada

75.1 Alteragdes na espirometria
1. Disturbio restritivo leve
2. Disturbio restritivo moderado
3. Disturbio restritivo grave
4. Disturbio obstrutivo
5. N&o se aplica

76. ECG

1. Normal

2. Alterada

3. Ndo realizada

76.1 Alteragées no ECG

1. Hipertrofia de camaras
2. Disturbio do ritmo
3. Disttrbio de condugdo
4. AlteragGes isquémicas
5. Ndo se aplica

77. Ecocardiograma

1. Normal
2. Alterada

3. Ndo realizada

77.1 Alteragées no Ecocardiograma

Aumento de camaras direitas

Aumento de cdmaras esquerdas

Disfuncdo sistdlica

Disfungdo diastdlica

Disfungdo valvular:
HAP leve

HAP moderada PSAP: mmHg
HAP grave

Derrame pericardico

10. N3o se aplica

-

ONOGO A WN

©

78. Cateterismo cardiaco direito
1. Normal
2. Alterada
3. Ndo realizada

78.1 Alteragées no CATE direito
1. HAP leve

2. HAP moderada
3. HAP grave

4. N3o se aplica




Neaetl g G HOSPITAL DAS CLINICAS
SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

79. Teste de caminhada 6 minutos

1. Normal Distancia percorrida:
2. Alterada

0, H .
3. Nio realizada % do previsto:

indice de dispneia de Borg pré:

COMPROMETIMENTO GENITO-URINARIO

1.Sim - presente  2.Sim—passado 3.Ndo 4.Ndoavaliado 5.Ndoseaplica 6. Ndo sabe informar

80. Dispareunia |:| 81. Disfungao erétil |:| 82. Crise renal |:| 83. Didlise |:|

COMPROMETIMENTO NEUROLOGICO

1.Sim - presente 2. Sim —passado 3. Ndo 4. Ndo avaliado 5. N&o se aplica 6. Ndo sabe informar

84. Neuropatia 85. Disautonomia 86. Cefaleia
periférica D D D

87. ESCORE DE RODNAN :

DIREITO ESQUERDO

0112 |3]0 (1|23

Dedos

Dorso das
maos

Antebraco

Braco

Face

Térax anterior
Abdome

Coxa

Perna

Dorso dos pés

COMORBIDADES

1.Sim 2.Ndo 3. Ndo sabe informar

88. HAS 89. DM — 90. Insuficiencia 91. Doenga cardiaca ——
cardiaca |:| isquémica
92. Osteopenia —— 93. Osteoporose — 94. Dislipidemia |:| 95. Hipotireoidismo ——
96. Depressao — 97. Transtorno de — 98. Tabagismo 99. Etilismo —
ansiedade |:|
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HOSPITAL DAS CLINICAS
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SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA
FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

100. Neoplasia |:|

101. Outros

]

MEDICAGOES (especificar a dose)

1. Sim- atual 2. N3o- parou hd <30dias 3. Ndo- parou hd > 30 dias 4. Nunca usou 5. Ndo sabe informar
102. BCC — 103. IECA 104. BRA 105. AAS
( ) Nifedipina () Captopril ( ) Losartan
() Anlodipina () Enalapril ( ) Valsartan
( ) Diltiazem - -
( ) Verapamil

106. Pentoxifilina

107. Sildenafil D

108. Bosentana

109. Corticoide
( ) Prednisona
() Prednisolona

]
] ]

110. Metotrexato

111. Azatioprina |:|

112. Micofenolato

114. Ciclofosfamida EV

Data da dltima aplicagdo: J___J

L]

115. IBP
( ) Omeprazol
( ) Pantoprazol

116. Procinético
( ) Bromoprida
( ) Domperidona

113. Ciclofosfamida V0|:|

117. AINE |:| 118. OUTROS (Especificar):
AUTOANTICORPOS (Especificar o titulo)
1. Positivo 2. Negativo 3. N&o realizado
119. FAN |:| 120. Anticentromero |:| 121. Anti-Scl70 |:| 122. Anti-RNP |:|
119.1 Titulo:

119.2 Padrdo:

123. Anti-Ro |:| 124. Anti-La |:| 125. Anti Jol |:| 126. Fator Reumatoide|:|
EXAME FiSICO
127. Peso 128. Altura 129. IMC 130.1 PAS
130.2 PAD

HEN




..m!.u‘ HOSPITAL DAS CLINICAS
: SERVICO DE REUMATOLOGIA
AMBULATORIO DE PESQUISA CLINICA

FICHA CLINICA ESCLEROSE SISTEMICA

HAQ - Health Assessment Questionnaire

Sem Pouca Muita
Atividade dificuldade | dificuldade | dificuldade
0 1 2

N&o consegue | Maior
3 valor

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

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

5. Cortar pedagos de carne

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

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos
9. Subir 5 degraus

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

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

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

14. Curvar-se para pegar roupas no chao

15. Segurar-se em pé no Onibus ou metrd
16. Abrir potes ou vidros de conservas que
tenham sido previamente abertos

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde
mora

19. Entrar e sair de um 6nibus

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

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)

Questionario sHAQ: 5 dominios adicionais (VAS):

ITEM VAS (0 - 10)

Fendmeno de Raynaud

Trato gastrintestinal

Envolvimento pulmonar

Dor

Gravidade da doenga
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IDENTIFICACAO
Numero da Ficha Data de preenchimento Sexo
/ / 1. Masculino
2. Feminino
Nome do paciente
7.1dade (anos) Raga
1. Branca 4. Indigena
2. Negra 5. Amarela
3.Parda
CLASSIFICACAO
16. Forma Clinica 17. Tempo de Doenga
1. Cutdnea Limitada
2. Cutanea Difusa 1.< 2 anos
3. Sine Escleroderma 2.2-5 anos
4. Overlap (EXCLUIR) 3.> 5 anos

5. Localizada (EXCLUIR)

Comprometimento Sistemas

1.

2.
3.
4.

Pele

Raynaud

Ulceras

Doenca pulmonar intersticial

Hipertensao arterial pulmonar
Musculo-esquelético
Comprometimento esofageano
Renal

©No

AVALIACAO ATUAL DA DOENCA

COMPROMETIMENTO VASCULAR

Ulceras em atividade?

Numero de tdlceras em atividade

1. Sim
2. Niao
COMPROMETIMENTO MUSCULO-ESQUELETICO
Artrite? Nimero de Numero de articulagoes
1. Sim articulacoes edemaciadas
2. Nao dolorosas
Déficit de forga? CPK
1. Sim
2. Nao
COMPROMETIMENTO CARDIO-PULMONAR
Dispneia? Valor do CVF nos ultimos 6 meses:
1. Sim
2. Nao
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Quadro 1 — Iscala modificada de Borg usada no Brasil | Presenca de vidro fosco em TAC térax nos
ultimos 6 meses
() Nenhuma 1. Sim
0.5 Muito, muito leve 2. Nao
1 Muito leve
2 Leve
3 Moderada
4 Pouco intensa
5 Intensa
6
7 Muito intensa
8
9 Muito, muito intensa
10 Maixima
DIREITO ESQUERDO ESCORE DE RODNAN:
o112 (3|0 (1|2 |3
Dedos
Dorso das méaos
Antebraco
Braco
Face
Térax anterior
Abdome
Coxa
Perna
Dorso dos pés

MEDICACOES (especificar a dose)

1. Sim- atual

2. Ndo- parou ha < 30 dias

3. Ndo- parou hd > 30 dias 4. Nunca usou 5. Ndo sabe informar

102. BCC

( ) Nifedipina
( ) Anlodipina
() Diltiazem

() Verapamil

103.1ECA

() Captopril
( ) Enalapril

104. BRA

( ) Losartan
() Valsartan

105. AAS

106. Pentoxifilina

107. Sildenafil

108. Bosentana

109. Corticoide

() Prednisona
() Prednisolona

@]

110. Metotrexato

111. Azatioprina

112. Micofenolat

113. Ciclofosfamid

VO

114. Ciclofosfamida EV

Data da Gltima aplicagdo: ___/_ /

115.1BP

() Omeprazol
() Pantoprazol

116. Procinético
() Bromoprida

() Domperidona

117. AINE

118. OUTROS (Especificar):

EXAMES LABORATORIAIS (DATA:

Hb:

C3:

CPK:

PCR:
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Ht: C4: Creatinina: VSH:
EXAME FISICO
127.Peso 128. Altura 129.IMC 130.1 PAS
130.2 PAD

HAQ - Health Assessment Questionnaire

Atividade

Sem
dificuldad
e
0

Pouca
dificuldad
el

Muita
dificuldade
2

Nao consegue
3

Maior
valor

1. Vestir-se, inclusive amarrar os cordoes
dos sapatos e abotoar as roupas

2. Lavar sua cabeca e seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma
cadeira de encosto reto e sem bragos

4. Deitar-se e levantar-se da cama

5. Cortar pedacgos de carne

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

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos

9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo ap6s o banho

11. Tomar banho de chuveiro

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

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

14. Curvar-se para pegar roupas no chao

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

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

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde
mora

19. Entrar e sair de um 6nibus

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

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)

Atividade

Sem
dificuldad
e
0

Pouca
dificuldad
el

Muita
dificuldade
2

Nao consegue
3

Maior
valor

1. Vestir-se, inclusive amarrar os cordoes




92

dos sapatos e abotoar as roupas

2. Lavar sua cabeca e seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma
cadeira de encosto reto e sem bracos

4. Deitar-se e levantar-se da cama

5. Cortar pedacgos de carne

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

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos

9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo ap6s o banho

11. Tomar banho de chuveiro

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

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

14. Curvar-se para pegar roupas no chao

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

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

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde
mora

19. Entrar e sair de um 6nibus

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

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)

Questionario sHAQ: 5 dominios adicionais (VAS):

ITEM VAS (0 - 10)

Fenomeno de Raynaud
Trato gastrintestinal
Envolvimento pulmonar
Dor

Gravidade da doenca

1. Déumanotade 0a 10 para o seu Fenomeno de Raynaud na ultima semana

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

2. Déumanotade 0 a 10 para gravidade do acometimento do Trato
Gastrintestinal na ultima semana




93

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

3. Dé umanotade 0 a 10 para gravidade de sua dispnéia (falta de ar) na ultima

Semana

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

extrema

4. Déuma notade 0 a 10 para como a sua dor na ultima semana

Nenhumador 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Dorextrema

5. Déumanota de 0 a 10 para gravidade de sua doenca na ultima semana

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

extrema
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Apéndice 4.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CIDADAOS
ALFABETIZADOS

« AVALIACAO DE GENES PRO E ANTIFIBROTICOS E GENES DA VIA Th17 EM
PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE SISTEMICA:
DESCOBERTA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS»

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

E importante ressaltar que:

. Sua participacao é inteiramente voluntaria;
. Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

. Nés solicitaremos novamente sua aprovagao (verbal) no momento de cada
coleta;

. Suas informagbées nunca serdo divulgadas, ou seja, permanecerao
confidenciais;

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

A esclerose sistémica € uma doenca auto-imune, inflamatéria crénica que
acomete, principalmente, a pele, podendo comprometer também outros
orgaos, como pulmao, coragao e trato digestivo. Com o passar do tempo, os
portadores de esclerose sistémica podem desenvolver incapacidade para
realizagao de suas atividades tanto de vida diaria como profissional. Apesar de
rara, a esclerose sistémica é uma doenca grave e ainda sem cura.

Nos solicitamos a sua colaboragao e participagao neste estudo porque vocé é
portador de esclerose sistémica ou por vocé ser um voluntario ndao portador
desta doenca. Este estudo inclui a participacdo de 100 individuos. Entre os
quais, 30 sao voluntarios sadios e 70 sdo portadores da esclerose sistémica.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue é feita no braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres
de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar a coleta, nés limparemos o seu brago com
alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por
profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.
Para este estudo também sera necessario realizar uma pequena bidpsia da
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pele. O objetivo é estudar também o que acontece na pele das pessoas que
tém esclerose sistémica, um dos 6rgaos mais comprometidos na doenca. O
procedimento sera realizado por profissionais competentes devidamente
treinados para reduzir os riscos para o paciente.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode
ser desconfortavel e o braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar
hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. A biépsia da pele
pode ser desconfortavel e deixar uma pequena cicatriz. Com relacdo aos
beneficios, vocé sera submetido a uma avaliagao clinica completa e, caso seja
detectada alguma alteragao, sera prescrito o tratamento adequado.

Os dados coletados pelo estudo ficardo armazenados em arquivos no servigo
de Reumatologia, sob a responsabilidade da Dra Andrea Dantas. Os
resultados deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou
em revistas médicas, mas nao aparecera seu nome. Suas informacdées nunca
serao divulgadas, permanecerao confidenciais.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacédo neste estudo?

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

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de Pdés-Graduagdo em Inovagao
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital
Das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego
S/IN - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife - PE.E-mail:
andreatdantas@uol.com.br. Telefone: 55 (81) 2126.3575.

Profa. Dra Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade
Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE .E-mail: aduarte@terra.com.br.
Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155. Profa. Dr. Suely Lins Galdino, Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria,
CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: suelylinsgaldino@gmail.com.
Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o
Professor Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto, do Centro de Ciéncias da Saude,
da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia
s/n — 10 Andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.

Vocé ficara com uma copia deste documento. Nome do responsavel pela
coleta de sangue: Se
vocé aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulario
abaixo. Nome:

RG: Data:

Endereco:
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Assinatura:

Testemunha 1:
RG: Data:

Testemunha 2:
RG: Data:

Pesquisador Responsavel:

Data:

Assinatura:
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Apéndice 5.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO PARA CIDADAOS
NAO ALFABETIZADOS

« AVALIACAO DE GENES PRO E ANTIFIBROTICOS E GENES DA VIA Th17 EM
PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE SISTEMICA:
DESCOBERTA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS»

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

E importante ressaltar que:

6.Sua participagao € inteiramente voluntaria;
7.Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

8.Nos solicitaremos novamente sua aprovagao (verbal) no momento de cada
coleta;

9.Suas informagdes nunca serdo divulgadas, ou seja, permanecerao
confidenciais;

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

A esclerose sistémica € uma doenca auto-imune, inflamatéria crénica que
acomete, principalmente, a pele, podendo comprometer também outros
orgaos, como pulmao, coragao e trato digestivo. Com o passar do tempo, os
portadores de esclerose sistémica podem desenvolver incapacidade para
realizagao de suas atividades tanto de vida diaria como profissional. Apesar de
rara, a esclerose sistémica é uma doenca grave e ainda sem cura.

Nos solicitamos a sua colaboragao e participagao neste estudo porque vocé é
portador de esclerose sistémica ou por vocé ser um voluntario ndo portador
desta doenca. Este estudo inclui a participacdo de 100 individuos. Entre os
quais, 30 sao voluntarios sadios e 70 sdo portadores da esclerose sistémica.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue é feita no braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres
de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar a coleta, nés limparemos o seu brago com
alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por
profissionais treinados e competentes e orientados para reduzir os riscos.
Para este estudo também sera necessario realizar uma pequena bidpsia da
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pele. O objetivo é estudar também o que acontece na pele das pessoas que
tém esclerose sistémica, um dos 6rgaos mais comprometidos na doenca. O
procedimento sera realizado por profissionais competentes devidamente
treinados para reduzir os riscos para o paciente.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode
ser desconfortavel e o braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar
hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. A biépsia da pele
pode ser desconfortavel e deixar uma pequena cicatriz. Com relacdo aos
beneficios, vocé sera submetido a uma avaliagao clinica completa e, caso seja
detectada alguma alteragao, sera prescrito o tratamento adequado.

Os dados coletados pelo estudo ficardo armazenados em arquivos no servigo
de Reumatologia, sob a responsabilidade da Dra Andrea Dantas. Os
resultados deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou
em revistas médicas, mas nao aparecera seu nome. Suas informacdées nunca
serao divulgadas, permanecerao confidenciais.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacédo neste estudo?

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

Dra. Andréa Tavares Dantas, Programa de Pdés-Graduagdo em Inovagao
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco e Médica do Hospital
Das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego
S/IN - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife - PE.E-mail:
andreatdantas@uol.com.br. Telefone: 55 (81) 2126.3575.

Profa. Dra Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade
Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE .E-mail: aduarte@terra.com.br.
Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155. Profa. Dr. Suely Lins Galdino, Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria,
CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: suelylinsgaldino@gmail.com.
Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o
Professor Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto, do Centro de Ciéncias da Saude,
da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia
s/n — 10 Andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.

Vocé ficara com uma copia deste documento. Nome do responsavel pela
coleta de sangue: Se
vocé aceitar participar deste estudo, por favor responda o formulario
abaixo. Eu

, a rago

de

, assino o presente
termo de consentimento. RG: Data
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Testemunha
1: RG:
Data:
Testemunha 2:
RG:
Data:
Pesquisador Responsavel:

Data:

Assinatura:
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ANEXOS
Anexo 1.

Critérios do Amecican College of Rheumatology (ACR), 1980

Critério maior
() Esclerodermia proximal
Critérios menores
() Esclerodactilia
() Cicatrizes digitais ou perda da gordura
subcutanea dos dedos
() Fibrose pulmonar bibasal
1 Maior ou 2 Menores
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Anexo 2. Instructions for authors to submitted articles in Clinical
Rheumatology.

Types of papers
Original articles: word limit 4000 words, 45 references, no more than 6
figures/tables

Review articles: word limit 5000 words, 50 references, no more than 5
figures

Brief Report: word limit 2000 words, 25 references, no more than 4
figures

Case Based Review: a case report of extreme clinical interest
incorporating a mini review in an area of new knowledge. Word limit
3500 words, 50 references, no more than 5 figures.

Letters to editor: up to 600 words
Editorial
Please note:

Case Reports are no longer accepted and instead authors are invited to
submit a Case Based Review.

Translated questionnaires can only be included in Clinical Rheumatology
articles if permission to use the questionnaire has been granted by the
copyright holder.

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before; that it is not under consideration for publication anywhere
else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as
by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the
work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible
should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already
been published elsewhere are required to obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such
permission has been granted when submitting their papers. Any material
received without such evidence will be assumed to originate from the authors.
Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission
substantially reduces the editorial processing and reviewing times and
shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online”
on the right and upload all of your manuscript files following the instructions
given on the screen.

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)
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A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding
author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not
contain any undefined abbreviations or unspecified references.
Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older
Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the
citation of a reference included in the reference list. They should not consist
solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are
not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
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Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section before the reference list. The names of funding organizations should be
written in full.
Scientific style
Please always use internationally accepted signs and symbols for units
(SI units).
Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are
used, the generic name should be given at first mention.
References
Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square
brackets. Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].
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The list of references should only include works that are cited in the text and
that have been published or accepted for publication. Personal
communications and unpublished works should only be mentioned in the text.
Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.
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Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the
ISSN List of Title Word Abbreviations, see

ISSN.org LTWA
If you are unsure, please use the full journal title.
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)
Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst
which is included in Springer’s LaTeX macro package.
Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in
the form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data) and included
beneath the table body.



