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“A Teoria sempre acaba, mais cedo ou mais tarde, assassinada pela Experiéncia”

Albert Einstein
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Lapa MS. Avaliagdo do Comprometimento da Funcdo do Endotélio em Pacientes
com Hipertensao Arterial Pulmonar Idiopatica e em Esquistossomoticos.[tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo, 2009.

INTRODUCAO: Existem vérias doencas que evoluem com hipertenséo pulmonar
(HP), entre elas a Hipertensdo Arterial Pulmonar Idiopatica (HAPI) e a
Esquistossomose. Acredita-se que um dos principais fatores desencadeantes da
HP esteja relacionado com a disfungdo endotelial. OBJETIVOS: 1. Avaliar a
disfuncéo endotelial de pacientes com HAPI e esquistossométicos com e sem
HAP usando os marcadores plasmaticos Endotelina-1, Selectina E, VEGF, PDGF-
AB e PDGF-BB; 2.Avaliar se pacientes com HAP associada a esquistossomose
possuem o0 mesmo grau de disfuncdo endotelial que pacientes com
esquistossomose sem HAP. METODOLOGIA: Foram formados 4 grupos distintos:
Controle (n=13), HAPI (n=11), pacientes com esquistossomose e HP (ESQ+HP)
(n=13) e pacientes com esquistossomose sem HP (ESQ)(n=13). Os pacientes
foram submetidos a avaliagdo clinica (caracterizados quanto a gravidade),
funcional (realizaram ecocardiograma com medida de pressdo sistolica de
ventriculo direito, ultrassonografia abdominal quando indicada e exames para
excluir outras doengas) e laboratorial (entre eles, contagem de leucdcitos,
plaguetas e dosagem de BNP). A avaliagdo hemodindmica foi realizada nos
pacientes com HP. Para a analise da disfuncao endotelial, foram coletados 40 mL
de sangue de todos os individuos para a dosagem de Endotelina-1, Selectina E,
VEGF, PDGF-AB e PDGF-BB. RESULTADOS: Observou-se que 0s grupos nao se
diferiram quanto a idade, houve um predominio do sexo feminino e os grupos
controle e ESQ apresentaram valores de PSVD menores do que os grupos com
HP (controles: 23,4+4,6, ESQ: 29,5+8,5, HAPI: 79,8+26,4 e ESQ+HP: 75,2+15,3
mmHg). As medidas hemodindmicas foram semelhantes em ambos os grupos
com HAP. Quanto aos marcadores da fungédo endotelial, o grupo controle
apresentou valores séricos de PDGF-BB mais aumentados (8,9+4,8x 10° pg/mL,
p<0,001) que os grupos HAPI, ESQ+HP, ESQ (3,7t2,1; 5,23 ; 2,4+1,7 x 103
pg/mL, respectivamente). O grupo HAPI apresentou valores mais elevados de
Selectina E (61,5+24,2 x 10° pg/mL) que os grupos controle, ESQ+HP e ESQ
(14,5£12,2; 23,9+15,3; 21,4418 x 10° pg/mL, respectivamente, p=0,005). Os
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valores séricos de PDGF-AB do grupo controle foram mais elevados que no grupo
ESQ (p=0,006). Nao foram encontradas diferengas significantes nos valores
séricos de Endotelina-1 entre os grupos (p=0,281). Em relacdo ao VEGF, os
pacientes com HAPI apresentaram valores séricos similares ao grupo ESQ+HP e
mais elevados que o grupo controle e ESQ (p=0,002). O ponto de corte da
dosagem da selectina E (43.806 pg/mL) para diferenciar pacientes com HAPI dos
pacientes com ESQ+HP apresentou uma sensibilidade de 91% e a especificidade
de 89%. O PDGF-BB apresentou uma boa acuracia para distinguir o grupo
controle dos demais, com uma sensibilidade de 77% e uma especificidade de
83%. Além disso, a Selectina E apresentou uma forte correlagdo com o niveis
séricos de BNP (r=0,74, p=0,006). O numero de leucdcitos e de plaquetas foram
diferentes entre os trés grupos do estudo. Pacientes com HAPI tinham maior
nimero  de leucécitos e plaquetas quando  comparados com
esquistossomoticos. CONCLUSOES: 1.Pacientes com HAPI apresentaram valores
séricos mais elevados de Selectina E do que pacientes com esquistossomose e
controles; 2.Pacientes portadores de esquistossomose com e sem HP

apresentaram os mesmos valores séricos dos marcadores de disfuncido endotelial.

Descritores: 1.Hipertensado pulmonar/complicacdes 2.Esquistossomose 3. Endotélio
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Lapa MS. Endothelial dysfunction in patients with pulmonary arterial hypertension
and schistosomiasis.[thesis] Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”, 2009.

INTRODUCTION: There are several diseases that cause Pulmonary hypertension
(PH), such as Idiopathic Pulmonary Arterial Hypertension and Schistosomiasis.
The mechanisms that lead to PH are thought to be related to endothelial
dysfunction. OBJECTIVES: To evaluate endothelial dysfunction, using plasma
markers such as Endothelin-1(ET-1), E-Selectin, VEGF, PDGF-AB and -BB, in
patients with idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH) and schistosomiasis
patients with or without PH; and to evaluate if schistosomiasis groups have
endothelial dysfunction in the same degree. METHODOLOGY: Patients were
divided in 4 different groups: Patients with IPAH (n=11), Patients with PH
associated to Schistosomiasis (SchPH)(n=13), Patients with Schistosomiasis
without PH (Sch)(n=13) and Controls(n=13). PAH patients were classified according
to severity. All groups were submitted to echocardiography and right ventricule
systolic pressure(RVSP) was measured. Abdominal ultrassonography was used to
rule in or rule out schistosomiasis diagnosis. PH patients went through
haemodynamics evaluation and all patients had laboratorial assessment
(leucocytes and platelet count and BNP levels) Soluble adhesion molecules such as
E-Selectin, VEGF, PDGF-AB, PDGF-BB e ET-1 were determined by ELISA.
Leucocytes and platelet counts as well as BNP levels were also evaluated. Results:
Subjects did not differ according to age and there was a higher proportion of female
patients. Controls and Sch subjects had lower RVSP compared to PH groups (Sch:
23.4+4.6, controls: 29.5+8.5, IPAH: 79.8426.4 and Sch+HP: 75.2+15.3 mmHg).
Haemodynamics data did not differ in PH patients. In IPAH group, E-selectin was
elevated (61.5+24,2x10%pg/mL) compared to controls, Sch+HP and Sch (14.5+12.2;
23.9+15.3; 21.4+18 x103pg/mL, respectively, p=0,005). PDGF-BB was decreased in
IPAH, Sch+HP, Sch (3.7£2.1; 5.213; 2.4J_r1.7x103pg/mL, respectively) compared to
controls (8.9+4.8x 10° pg/mL, p<0.001). PDGF-AB was elevated in controls
(25.6+8.6x10°pg/mL) when compared to Sch (11.4+8.6 x10°pg/mL)(p=0.006). There
were no differences in ET-1 levels within groups. In relation to VEGF, IPAH group
had higher levels compared to controls and Sch (96,6+68,2, 38,4+28, 37,+19,2
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pg/mL, respectively) (p=0,002). Based on ROC curve, E-selectin cutoff value of
43.806 pg/mL showed a sensitivity of 91% and a specificity of 89% to distinguish
IPAH patients from other groups and PDGF-BB had a good accuracy to differentiate
controls with a sensitivity of 77% and a specificity of 83%. Furthermore, E-selectin
had a strong correlation with BNP levels (r=0,74, p=0,006). The number of
leucocytes and platelets were different within groups. IPAH patients had the
highest, and Sch group had the lowest blood cells and platelets count. Conclusions:
1. IPAH patients had higher levels of serum E-selectin and VEGF and controls had
higher levels of PDGF-BB and —AB; 2. Schistosomiasis patients with or without PH

had the same levels of endothelial dysfunction serum markers.

Descriptors: 1. Pulmonary Hypertension/complications 2. Schistosomiasis 3.

Endothelium
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Histérico da Circulagao Pulmonar

Desde a época dos antigos gregos, romanos e egipcios ja € sabido que o
coragdo é um orgao involuntario que pulsa de forma fundamental para o
organismo. No entanto, ndo era conhecida a forma como o sangue circulava pelo
coragcao ou como passava do ventriculo direito para o esquerdo. Em meados do
segundo século, Galeno observou que o lado direito do coragéo recebia sangue de
grandes veias e este sangue era ejetado para o lado esquerdo que, por sua vez,
era bombeado para a Aorta. Além disso, reconheceu que o coragao tinha o papel
de uma bomba e que as artérias conduziam sangue ao invés de ar. No entanto,
suas teorias nao foram aceitas como aplicaveis ao homem pois nunca admitiu que
estas observagdes foram feitas em seres humanos.

No século XVI, Servet considerou a descoberta da circulagdo pulmonar feita
por Galeno e confirmou que a artéria pulmonar conduzia todo o sangue do corpo
para os pulmdes e estes eram capazes de altera-lo. Afirmou, ainda, que a unica
maneira do sangue do ventriculo direito chegar ao ventriculo esquerdo seria
passando pela artéria pulmonar e pelo pulméo.

Entretanto, foi apenas no século XVII que estas descobertas foram aceitas
pelos ingleses, quando William Harvey publicou seu manuscrito descrevendo que o
coragéao tinha a fungado de apenas bombear o sangue e que os atrios (antigamente
chamados de “auriculas”) batiam antes dos ventriculos. Descreveu a anatomia e a
funcdo do coracdo, a pulsacdo das artérias e a dindmica da circulacao pulmonar.

Em seguida, demonstrou o fluxo sanguineo nas veias e artérias periféricas [1, 2].
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No século XIX, Rudolf Virchow estudou os processos tromboembdlicos que
ocorriam na circulagdo e, com base nas suas observacdes, expds a idéia
previamente descrita por Cruveilhier de que existe uma inflamagéo vascular que
estd ligada a formagédo e a transformagdo do trombo no vaso. Esta inflamagéo
estaria comprometendo apenas a parede do vaso e ndo qualquer conteudo na sua
luz. Este processo inflamatorio causaria uma lesdo na “camada interna”(como
elevagdes ou depressdes), alteraria o fluxo sanguineo local e levaria a formagéo de
trombose [3, 4]. Posteriormente, verificou que o trombo ndo é composto de pus,
como assim se supunha, e sim de varias camadas que se transformam em fibrina e
debris. Elaborou, entdo, a teoria de que, para haver a formagdo de trombos
vasculares, eram necessarios trés fatores (triade de Virchow): lesdo endotelial,
alteragdes do fluxo sanguineo (estase) e alteragdes na constituicdo do sangue
(hipercoagulabilidade). O coragao néo teria participagao relevante nesse processo.
Por esta ocasiao, houve o inicio da pesquisa dos fatores reguladores da circulagao
do sangue pelos vasos.

O primeiro relato de pacientes com hipertensao pulmonar foi feito por

Romberg (1851) o qual diagnosticou um paciente com sinais de insuficiéncia
cardiaca direita como portador de “esclerose da circulagéo pulmonar” *.
Ja no comeco do século XX, foram descritos novos casos com pacientes que
apresentavam cianose central, dispnéia e hipertrofia do ventriculo direito sem
causa aparente. Estes doentes foram, previamente, diagnosticados como
portadores de “aterosclerose pulmonar primaria”.

A esclerose vascular pulmonar passou a ser o substrato patolégico da

hipertensdo pulmonar, quadro a que, inevitavelmente, evoluiam os portadores de

*Rubin LJ.Primary pulmonary hypertension. ACCP consensus statement. Chest. 1993 104(1):236-50
apud Menna-Barreto SS. Novas diretrizes em hipertensdo pulmonary. Diretrizes brasileiras para o

manejo da hipertensao pulmonar. J Bras Pnemol 2005; 31(2): editorial.
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enfisema pulmonar, fibrose pulmonar, pneumonia intersticial crdnica,
pneumoconiose e deformidades toracicas. No entanto, alguns doentes com
esclerose vascular pulmonar ndo possuiam doenga pulmonar aparente e foram
classificados como portadores de “esclerose vascular pulmonar idiopatica” [5]. A
histologia dos pulmbes da época mostrava espessamento da intima tipo
concéntrico por varios niveis de ateroma em artérias e arteriolas, sem o
acometimento da camada média [6], mas tdo grande era o comprometimento
cardiaco que em 1940, a doenca passou a ser chamada de “hipertrofia ventricular
direita idiopatica”.

Em 1950, apds alguns trabalhos publicados que utilizaram o cateterismo
cardiaco direito no estudo da hipertensdo pulmonar, o nome “hipertrofia ventricular
direita idiopatica” foi substituido por “Hipertensdo Pulmonar Primaria”(HPP) [7].

Em 1967, houve o primeiro relato de pacientes com hipertensdo pulmonar
associada a esquistossomose [8]. O exame anatomopatologico de trés doentes
com esquistossomose evidenciou a presenga de ovos de Schistosoma mansoni (S.
mansoni) no lumen dos capilares, com um processo inflamatério ao seu redor e

espessamento da camada intima das artérias pulmonares.

Hipertensdao Pulmonar (HP)

A HP é uma doencga grave que acarreta insuficiéncia cardiaca direita e obito.
Ela é caracterizada por remodelamento e hipertrofia da camada média de artérias
pulmonares e pela presenca de trombose in situ, que ocasiona o aumento da

resisténcia vascular pulmonar [9]. Existem varias causas que induzem a HP, entre
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elas a Hipertensao Arterial Pulmonar Idiopatica (HAPI), antigamente chamada de
HPP, e a Esquistossomose (tabela 1)[10].

A Hipertensao arterial pulmonar (HAP) é definida pelo aumento da presséao
arterial pulmonar média (PAPm) = 25mmHg sendo que a pressédo de oclusdo de
artéria pulmonar(PAOP) deve ser < 15mmHg [11]. Alguns exemplos de doencgas
que evoluem com HAP além da HAPI sdo as doengas do colageno, cardiopatias
congénitas, exposi¢cdo a drogas como anorexigenos, tromboembolismo pulmonar

cronico e infecciosas (HIV) [12, 13].

Hipertensdo Arterial Pulmonar Idiopatica (HAPI)

A HAPI é uma doenga rara que acomete anualmente 1 a 2 individuos por
milhdo de pessoas, numero provavelmente subestimado [11]. Um estudo
epidemiolégico realizado na Franga mostrou que a prevaléncia de HAP é de 15
pessoas por milhdo de habitante [12]. Segundo a classificagdo de Veneza (OMS,
2003), a HAPI esta enquadrada na primeira categoria — HAP, no subgrupo em que
nao se encontra uma causa identificavel (tabela 1) [10, 14, 15]. Atualmente, a
expectativa de vida média sem tratamento da HAPI é de 2 anos apds o diagnéstico

da doencga [11], @a mesma sobrevida descrita em 1940 [6].
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Tabela | — Classificacdo da Hipertensdo Pulmonar (Veneza 2003).

Grupo I: Hipertensao Arterial Pulmonar:

HP Idiopatica

Familiar

Relacionada a
Doencas do Colageno
Shunts Pulmonares congénitos
Hipertensao Portal
Infeccao pelo HIV
Drogas/Toxinas (Anorexigenos e outras)
Outras

Associada ao componente capilar ou venoso
Doenca veno-oclusiva pulmonar
Hemangiomatose capilar pulmonar
HP persistente no neonato

Grupo II: HP associada a doencgas do coragao esquerdo
Insuficiéncia Cardiaca Esquerda (Atrio e Ventriculo)
Doenca Cardiaca Valvar Esquerda

Grupo lll: HP Associada a Doengas do Sistema Respiratério ou Hipoxemia
Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica
Doencga Pulmonar Intersticial
Apnéia do Sono
Disordens de Hipoventilagdo Alveolar
Exposicao Crdnica a Altas Altitudes
Anormalidades do desenvolvimento

Grupo IV: HP causada por Doenga Trombodtica ou Embdlica Cronica
Obstrugcao Tromboembodlica de Artérias Pulmonares Proximais
Obstrugao Distal de Artérias Pulmonares

Grupo V: Miscelania
Esquistossomose
Linfangioleiomiomatose
Sarcoidose
Histiocitose X
Compressobes de veias pulmonares

OMS, 2003.
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Hipertensdo Pulmonar associada a Esquistossomose

A HP associada a Esquistossomose passou a suscitar interesse nacional e
internacional por ser uma doenga que apresenta indicios de ser mais frequente que
a HAPI e que tem, aparentemente, uma fisiopatologia diferente desta segunda. O
seu melhor entendimento pode originar medidas terapéuticas capazes de
influenciar a histéria natural da doenca da hipertensdo pulmonar e a sobrevida dos

pacientes.

Esquistossomose no Brasil

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a
esquistossomose € uma doenga endémica em 76 paises e territérios. Uma
estimativa realizada em 2003 evidenciou que 779 milhdes de pessoas no mundo
estdo em risco de serem infectadas e 207 milhdes de pessoas sdo portadoras da
doencga. O desenvolvimento socioecondmico, associado aos programas de controle
de morbidade e as mudangas no ambiente (por exemplo, a introdugdo de
competidores da espécie de caramujo), levou a uma diminuigdo da transmissao da
doenga em alguns paises e a consequente redu¢cado da morbidade da doenca e do
numero de pessoas infectadas [16, 17].

A esquistossomose € uma doenga endémica em algumas regides do Brasil:
no estado da Bahia, no norte de Minas Gerais e em Pernambuco, e € um problema
de saude publica. Ela esta relacionada ao habito das pessoas nadarem ou lavarem
as roupas em habitats (lagos e lagoas) de caramujos da familia Planorbidae,

pertencentes as espécies Biomphalaria glabatra e Biomphalaria straminea,
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hospedeiros do verme S. Mansoni, o qual infesta a espécie humana [18]. Estima-se
que existem de 12 a 14 milhdes as pessoas pela doenga no Brasil. No entanto, a

sua incidéncia vem diminuindo nos ultimos vinte anos [19].

Esquistossomose e Hipertensdo Pulmonar

Estudos epidemioldégicos em regides endémicas tem mostrado uma
diminuigao da prevaléncia da esquistossomose hepatoesplénica (EHE) em pessoas
previamente tratadas. Menos de 10% das pessoas desenvolveram EHE em 10
anos de acompanhamento [19]. Entretanto, faltam informacbes nestes estudos
quanto ao acometimento pulmonar e pouco se sabe sobre a mudanca na
prevaléncia da HAP nestes doentes.

Em um estudo realizado em uma regido endémica de Minas Gerais (Projeto
Queixadinha), 80% da populagéo tinha ovos de S. mansoni nas fezes (o que é
suficiente para firmar o diagndstico de esquistossomose) e 11% apresentou
hipertensdo pulmonar definida pela medida nao invasiva do tempo de aceleracao
do fluxo pulmonar (abaixo de 90 milisegundos); nenhum deles tinha evidéncias de
cor pulmonale. A incidéncia de pacientes com fibrose hepatica moderada ou
intensa foi de 34%, mas néao foi observada a relagdo entre a presenga de fibrose
hepatica e hipertensdo pulmonar. No entanto, é possivel existir HP na auséncia de
EHE. A prevaléncia da HP associada a esquistossomose € variavel e pode chegar
a acometer 30% dos pacientes com EHE [20]. O limite de corte utilizado para
definir hipertensdo pulmonar, neste caso, ndo foi o preconizado atualmente pelo
Terceiro Simpésio Mundial de Hipertensdo Pulmonar da OMS [10, 11, 21-23].

(utiliza-se a PSVD=35 mmHg ou a velocidade do refluxo tricuspide=2,8 a 3,4 m/s).
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Portanto, a prevaléncia de HP nestes pacientes pode ser, na verdade, menor que a
descrita. Estudo realizado pelo grupo de Hipertensao Pulmonar do HC-INCOR
FMUSP mostrou que 7,7% dos pacientes com EHE apresentavam hipertenséo
pulmonar confirmada por cateterismo cardiaco[24], o que também foi evidenciado
em outros estudos [25, 26].

Apesar da prevaléncia de HP em esquistossomoticos ndo ser tao alta como
demonstrado anteriormente, um estudo publicado por dois centros de referéncia de
Hipertensdo Pulmonar no pais evidenciou que 30% dos pacientes atendidos nos
ambulatérios apresentavam HP associada a esquistossomose [27]. Isto
corresponde a uma prevaléncia maior do que a prevaléncia da HAP associada a
anorexigenos, segunda causa mais comum do grupo | na classificacdo de
Hipertensao Pulmonar e responsavel por 11% dos casos de HAP (tabela 1) [10, 14,
28].

Desta forma, um melhor entendimento desta doencga é importante para avaliar a
possibilidade de indicagdo de tratamento especifico para HAP e para melhorar a

sobrevida destes pacientes.

Fisiopatologia
1) Hipertensé&o Arterial Pulmonar Idiopatica (HAPI)

A HAPI é caracterizada pelo remodelamento e hipertrofia muscular arterial,
aumento da resisténcia vascular pulmonar e diminuicdo do numero de pequenas
artérias [29], que leva a insuficiéncia cardiaca direita progressiva e, finalmente, ao
Obito. Esta doenca rara pode ser esporadica ou familiar, sendo que a ultima

apresenta uma heranga genética autossémica dominante com penetragao variavel.
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Ja foi evidenciado que pelo menos 50% da forma familiar de HAP e 10% da
esporadica estavam associadas as mutacdes no gene do receptor de proteina
morfogenética éssea (BMPRII), localizado no cromossomo 2q31-33[30]. Mutagdes
neste gene levam a proliferagdo desordenada especialmente de células
musculares lisas. Outros mecanismos também estao envolvidos na génese de HAP
como, por exemplo, as alteragcdes na fungao endotelial. O endotélio lesado produz
moléculas de adesao, citocinas, torna-se pré-coagulante e induz mudangas no
ténus e na integridade vascular que facilitam a trombogénese, a vasoconstricdo e a

hipertrofia muscular[31].

2) Esquistossomose

As larvas de S. mansoni [18] penetram a pele com a ajuda de enzimas
proteoliticas que degradam a camada de queratina. Dentro da pele, elas se
protegem de um choque osmaético com a camada de glicocalix que, por sua vez,
ativa o sistema de complementos. A unido entre os esquistossébmulos e a parede
vascular é feita por carboidratos da superficie do parasita que se ligam aos
receptores das células endoteliais. Os esquistossémulos migram pela vasculatura
periférica, passam pelos pulmdes e se instalam no sistema porta, onde se
desenvolvem em fémeas e machos adultos. As fémeas produzem diariamente
grande quantidade de ovos que estimulam a produg&o de granulomas e fibrose no
local. Alguns ovos conseguem passar do sistema porta para o lumen do colon
através da parede intestinal. Os ovos sé&o, entéo, liberados junto com as fezes e os
miracidios podem cair em locais de agua parada onde encontram os caramujos,

completando seu ciclo de vida [17, 32].
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Os esquistossébmulos mantém, no hospedeiro, um intenso contato com o
endotélio vascular, principalmente durante a sua fase pulmonar. Nesse 6rgéo, eles
estimulam o processo inflamatério e o recrutamento de leucécitos para os locais de
lesdo.

Os esquistossébmulos, quando atingem o sistema porta, causam lesdes
hepaticas por varios mecanismos: os ovos liberam substancias hepatotdxicas,
estimulam a formacdo de granulomas e secretam a linfocina fibrogénica que
estimula a proliferagao de fibroblastos e a fibrose portal.

Este processo fibrotico intenso da origem a EHE, que é caracterizada pela
hipertenséo portal grave, varizes esofagicas e ascite e que acomete cerca de 5%

dos infectados [33, 34].

Disfungao Endotelial

O endotélio é responsavel pela homeostase vascular e manutengdo do
tbnus vascular. Uma disfuncédo ou lesdo deste endotélio pode desencadear o
desenvolvimento da HAP. Por diversos motivos como alteragdes genéticas,
inflamacdo, hipdoxia ou infeccdo (que aqui também incluem os ovos dos
esquistossbmulos), pode ocorrer um desequilibrio fisiolégico entre as acgbes de
substancias vasodilatadoras (6xido nitrico- NO) e vasoconstritoras (endotelina-1,
ET-1) sintetizadas no endotélio, ou mediadoras do processo inflamatério vascular
(prostaciclinas e o tromboxane A2). Na lesao arterial as células endoteliais (CE)
diminuem a sintese de NO e aumentam a producdo de ET-1, enquanto as
plaquetas ficam ativadas e liberam tromboxane A2 e fatores de crescimento como

o VEGF e o PDGF. Estes, ao difundirem para o subendotélio estimulam a
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proliferacdo de células musculares lisas (CML) e a hipertrofia da parede vascular.
Portanto, em situagdes de injuria endotelial, &€ esperado que estes processos sejam
ativados e que a concentracao local dessas substancias seja aumentada, servindo
elas como marcadores do processo em curso € que podem ser detectaveis, na
maioria das vezes, na corrente sanguinea com métodos sensiveis hoje disponiveis.

O processo inflamatério estimula ainda a expressao de moléculas de
adesdo, como as selectinas, que faciltam a migragdo de leucdcitos para o
subendotélio na tentativa de regenerar o local da lesao[9, 35].

A selectina P tem uma maior expressdo no endotélio em estados de
hipercoagulabilidade e a selectina E, no endotélio lesado[35]. Essas moléculas de
adesédo, além de serem expressas no endotélio ativado, também existem na forma
soluvel e podem ser dosadas no soro[36]. O aumento dos niveis de selectinas E e
P é marca de disfungdo endotelial ou de ativagdo plaquetaria e pode indicar a
presenca de hipercoagulagao [35, 37].

A células endoteliais tem também papel importante na resposta celular e,
quando sao ativadas pelas citocinas inflamatérias (principalmente o TNF-a),
passam a expressar na sua superficie moléculas de adesdo como a selectina E, a
molécula de adesao intercelular (ICAM-1) e a molécula de adesdo de célula
vascular (VCAM-1), as quais vao facilitar o rolamento e a migragao de leucécitos
para o tecido.

Estudos com o esquistossdmulo, seus ovos e células endoteliais humanas
mostraram que eles nao estimulam a expressdo de moléculas de adesio pelas
células e modulam em um patamar inferior (down-modulate) a sintese de RNAm de

VCAM-1 e Selectina E. Essa observagdo sugere que esse possa ser um
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mecanismo de evasao do parasita para controlar o processo inflamatoério [38]. Esse
fendbmeno levaria a perpetuacdo do estimulo (infestacdo) e da injuria vascular e,
dessa maneira, os esquistossémulos atingiriam a circulagéo sistémica.

Estudos mostram que as concentracdes de ET-1 plasmaticas e pulmonares
estao elevadas em pacientes com HAP e que o aumento das concentracoes de ET-
1 nas células pulmonares evidencia uma produ¢ao aumentada do vasoconstritor no
local [39]. Em individuos sadios, as concentragdes plasmaticas de ET-1 sdo baixas,
ao redor de 1 a 10pg/mL, e podem ndo representar o impacto fisiolégico da ET-1
no local de sintese, porque nao se trata de um horménio endocrino circulante [40].

Pacientes com HAP apresentavam niveis séricos elevados de selectina E,
selectina L e NO relativamente a individuos normais, mostrando que os niveis
elevados de selectinas talvez representem um quadro de disfungédo endotelial e de
ativacao plaquetaria [37].

O componente mais importante que leva a disfuncdo de CML e CE e ao
desenvolvimento da HP em esquistossomoéticos é ainda incerto. Acredita-se que
um dos mecanismos seja também a disfungdo endotelial causada pelo processo
inflamatério gerado pelo parasita, além da hipertensdo portal (HPo) que,

geralmente, esta presente nestes individuos.

Alteracoes Hemodinamicas na Esquistossomose Hepatoesplénica
Alguns estudos mostraram que em pacientes cirréticos, além da disfungéo
cardiaca, circulagdo colateral, hiperemia esplancnica e gastropatia encontradas

nestes pacientes, existe uma producgao sistémica aumentada de NO e prostaciclina
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(potentes vasodilatadores), que seriam o0s responsaveis pela vasodilatacdo
pulmonar [41].

Pouco se conhece das alteragbes hemodinadmicas ocorridas no figado de
pacientes portadores de esquistossomose. Sabe-se que o fluxo sanguineo total
hepatico estd mantido, porém o fluxo portal parece estar aumentado[42].
Entretanto, alguns autores sugerem que o fluxo portal estd reduzido e o fluxo
hepatico arterial estda aumentado[43]. Os pacientes apresentam esplenomegalia
com dilatagdo da artéria esplénica, o que pode ser devido ao hiperfluxo portal por
obstrucdo de ramos intrahepaticos por ovos ou parasitas. No entanto, trata-se de
uma doenga pré-sinusoidal em que a fungao hepatica permanece inalterada [44].

Alguns estudos sugerem que o aumento da pressao portal leva a formagao
de colaterais porto-sistémicas que resultam na formagao de varizes de eséfago e
shunts espleno-renais, como uma forma de aliviar o sistema portal venoso [45, 46].
Além disso, a doenga é caracterizada por uma circulagao hipercinética composta
pelo aumento do débito cardiaco e pela baixa resisténcia vascular periférica, que
pode levar a HAP por hiperfluxo sanguineo pulmonar e lesdo de cisalhamento
endotelial [47].

Esta hipotese foi levantada por alguns autores que estudaram alguns
doentes que apresentavam HPo e HAP por causas nao hepaticas, sugerindo que
HPo seria um indutor primario de HAP. Outro possivel mecanismo que levaria a
HAP seria a liberacdo de substancias vasoconstritoras, como o tromboxane A2,
produzidas pelo figado na circulagéo sistémica em situagdes de injuria celular [48].
No entanto, ainda existe uma controvérsia quanto ao papel desses mediadores

inflamatdrios nos pacientes com HPo.
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Esquistossomoéticos com e sem HPo foram avaliados quanto aos niveis
séricos de VEGF e ET-1. Os pacientes sem HPo apresentaram valores séricos de
ET-1 mais elevados do que os pacientes com HPo e ndo houve diferenca dos
valores séricos de VEGF entre os grupos. Em pacientes cirréticos, os valores
séricos de ET-1 sao elevados e, o fato dos esquistossométicos com HPo terem
apresentado valores séricos mais baixos, sugere que a ET-1 ndo tem um papel
importante na HPo. Em relagédo ao VEGF, pacientes cirréticos tem valores séricos
diminuidos e nos pacientes com hepatite seus valores sao elevados [49].

A importédncia das medidas séricas de VEGF, bem como dos outros
marcadores de fungao endotelial, € ainda incerta. No entanto, a HP associada a
esquistossomose passa a ser uma entidade de interesse cientifico por ser a
segunda causa de HP do pais nos centros de referéncia (mas existe o potencial de
ser a primeira causa, vista a prevaléncia da doenga no pais), além de ser uma
doenca pouco estudada em que os mecanismos fisiopatoldégicos ndo sdo bem
conhecidos. A hipotese de que a HAPI e a HP associada a esquistossomose sejam
doencas distintas estimulou o estudo mais aprofundado da segunda, uma vez que
a HAPI vem sendo extensivamente estudada ao longo dos anos. Seria
interessante, inclusive, definir se o fator que leva a HP nestes doentes € a HPo ou
se existem outros mecanismos, como a disfuncao endotelial, que contribuem para
o desenvolvimento da HP. Como a esquistossomose também é uma doenca que
apresenta uma resposta inflamatéria importante, talvez os marcadores de
disfuncao endotelial e os inflamatérios tenham uma importancia diferente nesta

doenca.
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Desta forma, os objetivos deste estudo foram:

1) Avaliar a disfuncédo endotelial de pacientes com HAPI e esquistossomaticos
com e sem HAP usando os marcadores plasmaticos Endotelina-1, Selectina
E, VEGF, PDGF-AB e PDGF-BB.

2) Avaliar se pacientes com HAP associada a esquistossomose possuem o
mesmo grau de disfungdo endotelial que pacientes com esquistossomose

sem HAP.
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Este projeto de pesquisa n°® 0069/07 foi aprovado pela Comissdo de Etica
para a Analise de Projetos de Pesquisa —-CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Pacientes

Os individuos foram recrutados entre os anos de 2005 a 2009 dos
ambulatérios de Gastroenterologia do HCFMUSP e de Hipertensdo Pulmonar do
Instituto do Coracdao do HCFMUSP. Todos os pacientes aceitaram participar do
estudo e assinaram o termo de consentimento. Os pacientes ja apresentavam
avaliacao clinica, radiolégica, funcional e hemodinamica. Os individuos controles

foram recrutados entre os funcionarios no Instituto do Coragao.

Os pacientes foram divididos em 4 grupos:

1 — Pacientes com hipertensao arterial pulmonar idiopatica (HAPI)

Pacientes com diagndstico de HAPI realizado através de historia clinica (histéria
familiar ou nao); ecocardiograma evidenciando pressao sistolica de ventriculo
direito (PSVD) maior que 35mmHg e cateterismo de camaras direitas com pressao
média de artéria pulmonar maior ou igual a 25 mmHg; angiotomografia de térax
revelando auséncia de trombos na vasculatura pulmonar ou cintilografia de
inalacao-perfusdo com baixa probabilidade de tromboembolismo pulmonar;
preferencialmente com ultrassonografia (USG) de abdome sem sinais de fibrose
periportal; auséncia de doengas do tecido conectivo. Nenhum paciente estava em
uso de medicamentos especificos para o tratamento de HAP, segundo os critérios

estabelecidos pelas diretrizes brasileiras de HP [50].
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2— Pacientes com hipertensdo pulmonar associada a esquistossomose (ESQ+HP)

Pacientes procedentes de areas endémicas de esquistossomose ou tratados da
doenca no passado com ecocardiograma evidenciando PSVD maior que
35mmHg[51] e cateterismo de camaras direitas com pressdo média de artéria
pulmonar maior ou igual a 25 mmHg; angiotomografia de torax com dilatagbes de
artérias pulmonares centrais e compativeis com hipertensao pulmonar; deveriam
apresentar USG de abdome com evidéncias de alteracdes hepaticas tipo fibrose
periportal e aumento do lobo esquerdo, ou Kato katz ou biépsia de reto positivos
para identificacdo do agente [52]. Nenhum paciente estava em uso de
medicamentos especificos para o tratamento de HAP, segundo os critérios

estabelecidos pelas diretrizes brasileiras de HP [50].

3 — Pacientes com esquistossomose e hipertensdo portal, sem HAP (ESQ)

Pacientes procedentes de areas endémicas de esquistossomose ou tratados da
doenca no passado com ecocardiograma evidenciando PSVD menor ou igual a
35mmHg; com USG de abdome revelando evidéncias de alteragdes hepaticas tipo
fibrose periportal e aumento do lobo esquerdo com esplenomegalia, ou kato-katz

ou bidpsia de reto positivos.

4 — Grupo Controle

Individuos assintomaticos pareados por sexo e idade que apresentavam radiografia
de toérax dentro dos padrdes da normalidade e o ecocardiograma com medida de

PSVD estimada menor ou igual 35 mmHg.
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Os pacientes seguiram os seguintes critérios de exclusao:

Critérios de Exclusao:

1.

Pacientes com doencas pulmonares obstrutivas que apresentavam
volume expirado forgado no primeiro segundo (VEF1) menor que 70% do
predito [53](diagnosticado por prova de fungao pulmonar).

Pacientes com outras doengcas que evoluam com HAP como
colagenoses (diagnosticados por sorologia positiva e quadro clinico),
SIDA (diagnosticados por sorologia), cardiopatias congénitas e/ou shunt
direito/esquerdo  (diagnosticados por ecocardiograma), doencas
pulmonares restritivas {capacidade vital forcada (CVF) <65% -
diagnosticado por prova de fungéo pulmonar}[53].

Pacientes com insuficiéncia cardiaca esquerda avancada (Fracao de
Ejecdo do ventriculo esquerdo <0,55 medida pelo ecocardiograma) e
doencga coronariana previamente estabelecida.

Pacientes com insuficiéncia hepatica avangada (com classificagdo de
CHILD-Pugh C, classificada de acordo com os valores de bilirrubinas, de
INR e de albumina; com o grau de ascite; e com o grau de
encefalopatia).

Pacientes tabagistas ativos.

Avaliagao clinica e funcional

Os pacientes com HP foram classificados segundo a gravidade (classe

funcional, medida pela classificagdo da NYHA adaptada para HP [14]), teste de

caminhada de seis minutos e BNP sérico (ja realizados previamente como parte da
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avaliagdo de rotina assistencial). Os pacientes com esquistossomose sem HP
foram classificados quanto ao grau de insuficiéncia hepatica (Classificacdo de
CHILD-Pugh). Os pacientes realizaram espirometria para que pudessem constituir

os grupos 1, 2 e 3 (VEF1 acima de 70% do predito,e CVF > 65% do predito).

Avaliagcao hemodinamica

Todos os pacientes com HAP tiveram o teste hemodindmico realizado no
momento do diagndstico de HAP (ou seja, entraram na pesquisa com 0 exame
realizado num periodo de até um ano do momento da coleta das amostras),
seguindo protocolo previamente descrito [54-56]. Foram avaliadas as medidas de
PAP (pressdo de artéria pulmonar), POAP (pressdo de oclusdo de artéria
pulmonar), Débito Cardiaco (DC), Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP)e a
resposta ao teste de vasodilatagdo com NO (Positiva ou negativa). A Resisténcia

Vascular Pulmonar Indexada (RVPI) e o indice Cardiaco também foram calculados.

Avaliacao da fungao endotelial
A avaliacdo da funcéo endotelial foi realizada no laboratério de Pleura da
Disciplina de Pneumologia HCFMUSP, dotado de todo equipamento técnico para a

dosagem dos marcadores séricos.

Foram coletadas amostras sanguineas para a dosagem dos seguintes marcadores

de disfungao endotelial:

e Endotelina-1 (Human endothelin-1 parameter ELISA, R&D systems, Kkit

BBES5);
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e PDGF (fator de crescimento plaquetario) (Human PDGFBB duo set, kit
DY220 e PDGFAB duo set, kit DY222)
e Selectina E (Human E-selectin CD62E duoset, R&D systems, kit DY137

e VEGF (Human VEGF Duoset DY293);

Foram coletados 40 mL de sangue destes pacientes e centrifugados por 10
a 15 minutos a 1500 rotagbes por minuto em uma centrifuga Beckman®
refrigerada. Em seguida, foram estocados em freezer a —80° C.

As dosagens dos fatores de disfuncao endotelial citados foram feitas no soro
ou plasma do sangue centrifugado e foram medidas pelo método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com o protocolo sugerido nos
manuais dos fabricantes, adaptado para a utilizacdo neste estudo.

Endotelina-1

Os valores séricos de ET-1 também foram analisados pelo método de ELISA
sanduiche (Human endothelin-1 immunossay, R&D systems, kit BBES50). As
amostras eram descongeladas e preparadas para o procedimento de extracdo de
proteinas: 1,5 mL de amostras em EDTA eram adicionados a 2,25mL de solvente
de extragdo. As amostras com solvente eram centrifugadas por 20 minutos a 2000g
e a temperatura de 4°C em uma centrifuga refrigerada Eppendorf®. O
sobrenadante era, em seguida, centrifugado em um centrifugal evaporator (Speed
Vac Plus, SC210A, Savant) durante 4 horas, dependendo do numero de amostras.
Apods a secagem do pellet, este era reconstituido e o experimento era realizado.

A quantificacdo dos fatores foi realizada por leitura de densidade éptica a

partir de um leitor de ELISA (Power Wave; Bio-Tek instruments INC®; Winooski,




METODOS 24

VT, USA) com filtro de 450 nm. Foram utilizados uma curva padrdo de 7 pontos
(nas colunas laterais), um branco e um controle de concentragdes determinadas.
A faixa de deteccgao de base para os fatores estudados em portadores de HAP foi:
1) VEGF: 9 pg/mL (0.2 pM)[57]
2) PDGF AB: 420 pg/mL (unico valor encontrado em humanos)[57]
3) Endotelina-1: variagéo de 0,5 a 12 pg/mL[39, 58]
4) Selectina-E: 70 ng/mL[37]
Quando os valores foram maiores que a faixa de detecgdo, as amostras foram
diluidas 5, 10, 20 ou 40 vezes. Em seguida, as amostras foram novamente
dosadas.

Em quatro pacientes com HAPI, as amostras sanguineas foram colhidas
antes e apos o tratamento especifico para HAP e, em seguida, os fatores foram

dosados.

Exames Laboratoriais

Os pacientes com HAP e os pacientes com esquistossomose tiveram,
previamente, sangue coletado para a analise bioquimica de rotina. Em pacientes
com HAP foram dosados o BNP, o acido urico, a fungéo renal e o hemograma. Nos
pacientes com esquistossomose, 0 hemograma e a fungao hepatica.

As amostras de BNP foram estocadas a 4°C por até 1 hora antes da
centrifugagcédo. O plasma obtido era estocado a -20°C até a analise. As
concentracbes plasmaticas foram quantificadas usando o método de

radioimunoensaio sanduiche. Os valores séricos de acido urico foram medidos com
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um instrumento de bioquimica automatizado (Dimension Rx Lmax). As amostras
eram coletadas e analisadas no mesmo dia.

O hemograma foi analisado através do sistema automatizado no aparelho
Sysmex XT 1800, Kobe, Japéo.

A funcao hepatica foi medida com métodos padrbes de analise bioquimica.

Todos os exames foram analisados no laboratério de bioquimica do HC-

INCOR/FMUSP.

Calculo da Amostra

Para obter o poder do estudo de 80%, foi considerado o erro Alpha= 0,05
(com intervalo de confianga de 95%) e o erro beta=0,2 (para que o poder do estudo
fosse de 80%). Foi esperada uma diferenca de 1,5 ng/mL entre controles e
pacientes com HAP, com um desvio-padrdo conhecido de 0,7 [37, 59], chegamos

ao calculo amostral de 12 individuos por grupo.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados com os programas GraphPad Prism 4.0 e
SPSS 13.0. Primeiramente, foi realizada a analise descritiva. Em seguida, as
meédias dos resultados de cada grupo foram comparadas entre si. Os resultados
estdo descritos como média £ desvio padrdo para amostras com distribuicao
normal ou mediana (25%-75%), para amostras com distribuigdo n&o-normal. Os
testes utilizados foram o teste T (quando apenas dois grupos foram incluidos) e
ANOVA (quando foram incluidos mais de dois grupos) para amostras com

distribuicdo normal. O teste pos-hoc (teste de Tukey ou Bonferroni) foi feito nos
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casos em que p<0,05. Para aqueles resultados em que a distribuicdo ndo era
normal, foi utilizado o teste de Mann-whitney (dois grupos incluidos) e Kruskal-
Whallis (mais de dois grupos incluidos). Foram também calculados os coeficientes
de Pearson. Para avaliar a capacidade dos marcadores em distinguir portadores de
HAP de controles ou de pacientes sem HAP, foram feitas curvas ROC (receiver
operating characteristic), que foram criadas ao colocar sob uma curva a
sensibilidade contra 1-especificidade para todos os possiveis pontos de corte. Em
seguida, foi feita a razdo de verossimilhanga para saber qual seria o poder dos
marcadores em diagnosticarem uma doenga ou um controle. Para finalizar, foram
realizadas regressdes lineares e logisticas para avaliar uma possivel relagao
causal entre os marcadores de disfungdo endotelial, exames laboratoriais e os

grupos estudados.
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De um total de 984 pacientes matriculados no ambulatério de Hipertensao
Pulmonar, cento e vinte e um tinham diagndstico de HAPI e sessenta e nove
doentes eram portadores de HP associada a esquistossomose (Esq+HP).
Apenas 44 pacientes com HAPI e 31 com Esq+HP responderam a convocacao.
Onze pacientes com HAPI e 13 com Esq+HP estavam de acordo com os
critérios de inclusdo e nao apresentaram critérios de exclusdao, como pode ser

visto na Figura 1.

102 portadores de 984 pacientes cadastrados no ambulatério de
esquistossomose hepatoesplénica HP: 18 individuos
(EHE) 121 pacientes com HAPI — 44 avaliados
69 pacientes com esquistossomose e HP —
J 31 avaliados

65 pacientes EHE: /
Ecocardiograma

Transtoracico

+ HAPI Esquisto e HP
26 pacientes avaliados: 33 pacientes excluidos: 17 pacientes excluidos: v
13 excluidos: 25 em tratamento especifico 4 VEF1 baixo
2 tabagistas 1 HAP no exercicio 7 cates realizados >12 meses 18
5 esplenectomizados 3 apnéia do sono 3 tabagistas Ecocardlogrgmas
1 VEF1 baixo 1 tabagista 1 apnéia do sono Transtoracicos
11CO 2 cates realizados >12 1 perdeu acompanhamento
1 com disfungdo meses 1 hepatite C associada
diastdlica VE 1 VEF1 baixo 1 sem manifestagédo
1diabetes hepatica
1 Cirrose por alcool
1 hemodiélise

I v , v

13 pacientes no 13 pacientes com 13
grupo EHE sem HP 11 pacientes com Esquistossomose e controles
HAPI HP

Figura 1- Organograma de recrutamento dos pacientes

(VEF1- volume expirado forgado no primeiro segundo; ICO- insuficiéncia coronariana; VE- ventriculo esquerdo; CATE-
cateterismo cardiaco; IC- insuficiéncia cardiaca).

Esquisto= esquistossomose; HP=hipertensdo pulmonar; EHE= esquistossomose hepatoesplénica; HAPI= hipertensao
arterial pulmonar idiopatica
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Para formar o grupo de esquistossomose sem HP (ESQ), foram
recrutados 65 de 102 pacientes com EHE oriundos do ambulatério de
Gastroenterologia. Vinte e seis pacientes foram avaliados e 13 foram incluidos
neste estudo. Dezoito individuos sadios foram avaliados para serem incluidos no

grupo controle e apenas 13 possuiam critérios de inclusao (figura 1).

As caracteristicas gerais e ecocardiograficas de cada grupo de pacientes
podem ser vistas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas Gerais dos pacientes

Controle HAPI ESQ+HP ESQ Estatistica do p
(n=13) (n=11) (n=13) (n=13) teste

Idade (anos) 44,5+6,7 41,4+10,5 44,849,3 47,848,2 F(3;46)=1,07 0,371

Sexo (F/M) 8:5 10:1 9:4 7:6 X¥(1)=2 0,157

Tempo de 0 24 48 0(0-0)  T(22)=1,46 0,159
dispnéia (12-72)  (12-132)

(meses)

Classe
Funcional 13 : 0 7 4 4 9 13 : 0 X2(1)=2,593 0,107*

(-I:111-1V)
% 64 36 31 69

PSVD (mmHg) 23,4446 79,8+26,4 75,2+15,3 29,5485 F(3;36)=30,3 <0,001*

* Analise realizada entre os grupos HAPI x ESQ+HAP;

* p< 0,001 Controle x HAPI e ESQ+HAP; ESQ x HAPI e ESQ+HAP

""ESQ+HAP x ESQ

(PSVD= pressao sistdlica do ventriculo direito; )

Dados representados por média + desvio padrdo ou mediana (25-75% quartis). As proporgdes de predominio de sexo e
classe funcional est&o representadas por n:n e porcentagem.
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Em todos os grupos existe a predominancia do sexo feminino. O tempo
de dispnéia até o diagnédstico da doenca variou muito entre eles, sendo que os
pacientes do grupo ESQ ndo apresentaram sintomas exceto um e, portanto,
foram classificados na classe funcional |I. No entanto, os grupos HAPI e
ESQ+HP possuiam mais pacientes sintomaticos e foram incluidos nas classes
funcionais Ill e IV. Os pacientes com esquistossomose sem HP tinham
Classificagao de CHILD A. Como mostra a tabela IlI, ndo existiram diferengas
significativas entre os grupos com HAP verificadas pelos pardmetros PSVD e
tempo de dispnéia. Por outro lado, a medida da PSVD dos grupos controle e
ESQ foi estatisticamente diferente dos grupos com HAP. Os grupos também néao
apresentaram variagdo quanto a distancia percorrida pelo teste de caminhada e
o diametro de artéria pulmonar. As medidas hemodindmicas forma semelhantes
em ambos os grupos (tabela 3). Cinco pacientes com Esq+HP possuiam valores

elevados de POAP.
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Tabela 3- Caracteristicas hemodinamicas dos pacientes com HP

HAPI ESQ+HP Estatistica p
(n=11) (n=13) do Teste
PSAP 98,7+23,6 93,3+21,9  T(22)=0,58 0,566
(mmHg)
PAPmM 64,54+12,9 58,8+13,4  T(22)=1,07 0,295
(mmHg)
PDAP 43+10 34,2+11,3 T(22)=1,95 0,064
(mmHg)
POAP 11+4,3 14,1+5,3 T(22)=1,57 0,130
(mmHg)
IC (L/min/m?) 3,1+1,3 2,9+0,7 T(19)=0,38 0,705
RVPI 1972 1142 U=39,5 0,291
(dyne.s.cm™) (869-2182) (668-1905)
Teste de
Reatividade 2/11 0/13 -
(positivo)

Dados representados por média + desvio padréo ou mediana (25-75% quartis). As proporgdes de predominio de sexo e
classe funcional est&o representadas por n:n e porcentagem.

(PSAP=pressao sistdlica de artéria pulmonar; PAPm=pressao média de artéria pulmonar; PDAP=presséao diastdlica de
artéria pulmonar); POAP= pressao de oclusdo de artéria pulmonar; IC=indice cardiaco; RVPI= resisténcia vascular
pulmonar indexada)

Os marcadores de disfuncdo endotelial estdo demonstrados na tabela 4 e
nas figuras 2 e 3. Os valores séricos de PDGF-AB do grupo controle foram
estatisticamente mais elevados quando em comparagédo com o grupo ESQ. Nao
foram encontradas diferengas significantes nos valores séricos de Endotelina-1
entre os grupos. Em relacdo ao VEGF, os pacientes com HAPI apresentaram
valores séricos similares ao grupo ESQ+HP e mais significativamente elevados

quando comparados com o grupo controle e ESQ.




RESULTADOS 32

Tabela 4. Marcadores de disfungédo endotelial nos grupos estudados.

Controles HAPI ESQ+HP ESQ F(gl) p
(n=13) (n=11) (n=13) (n=13)
ET-1P 3,2 2,2 4,0 2,75 1,31(3;44) 0,281
(pg/mL) (2,2-4,7) (1-4,5) (2,9-6,6) (2,5-3,75)
PDGF-AB 25,618,6 17,8+9,5 19,9411 11,448,6 4,5(3;45) 0,006*
x10%(pg/mL)
VEGF 38,4128 96,6+68,2 82,6+44,8 37,+19,2 5,69(3;43) 0,002**
(pg/mL)

Valores representados em MédiazDP
FValores em Mediana (25-75% percentis)
gl= grau de liberdade

* p< 0,01 Controles x ESQ

**p<0,05 Controles x HAPI e HAPI x ESQ

Em relagcdo ao PDGF-BB, o grupo controle apresentou valores séricos
significantemente mais aumentados (8,9+4,8x 10° pg/mL) que os outros grupos
HAPI, ESQ+HP, ESQ (3,7+2,1; 5,23 ; 2,4+1,7 x 10° pg/mL, respectivamente)

(figura 2).
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Figura 2 - Niveis séricos de PDGF-BB nos diferentes grupos estudados.

O grupo HAPI apresentou valores estatisticamente mais elevados de

Selectina E (61,5+24,2 x 10° pg/mL) que os grupos controle, ESQ+HP e ESQ

(14,5+12,2; 23,9+1

5,3; 21,4+18 x 10° pg/mL, respectivamente) (figura 3).
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Figura 3 - Niveis séricos de Selectina E nos diferentes grupos estudados.
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Como tentativa de melhor avaliar a

34

importancia da dosagem dos

marcadores séricos, foi realizada uma curva ROC para cada parametro. A tabela

5 descreve o ponto de corte (cutoff) escolhido para cada fator, a sensibilidade

(sens), a especificidade (esp), a acuracia, o valor preditivo positivo (VPP) e o valor

preditivo negativo (VPP).

Tabela 5- Curva ROC dos fatores de disfungcéo endotelial

Cutoff Area Sens Esp Acuracia VPP VPN

SelectinaE  43.806 0,916 0,91 0,89 0,88 0,91 0,87
(Positivo para
HAPI)

SelectinaE  16.873 0,764 0,75 0,61 0,7 0,76 0,61
(positivo para
HAP)

PDGF-AB 19.645 0,771 0,76 0,69 0,7 0,77 0,69
(positivo para
controle)

PDGF-BB 6.747 0,813 0,77 0.83 0,82 0,77 0,83
(positivo para
controle)

VEGF 54,25 0,773 0,69 0,83 0,72 0,6 0,83
(positivo para
HAP)

(cutoff- ponto de corte; sens=sensibilidade; esp=especificidade; vpp=valor preditivo positivo;

vpn=valor preditivo negativo)

Ao escolher o ponto de corte da dosagem da selectina E (43.806 pg/mL)

para diferenciar pacientes com HAPI dos pacientes com ESQ+HP(figura 6), a

sensibilidade foi de 91% e a especificidade foi de 89%. O VPP e o VPN foram 91

e 87%, respectivamente.
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Curva ROC
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Figura 4 — Curva ROC da selectina E para diferenciar pacientes com HAPI.

A raz&o de verossimilhanca positiva da selectina E para diagnosticar HAPI
foi de 8,27, ou seja, a selectina E acima de 46.806 pg/mL é capaz de aumentar
em 8 vezes a probabilidade do paciente apresentar HAPI. A analise de regressao
logistica confirma este achado (tabela 6), ou seja, para cada aumento de 1 pg/mL

de selectina E aumenta uma vez a chance de se ter o diagndstico de HAPI.

Tabela 6: Regressao logistica: HAPI

Beta Erro OR 95% IC (OR) p
Padrao
Constante -3,940 1,577 0,012
(HAPI)
Selectina E 0,091 0,034 1,095 1,024-1,171 0,008

IC(OR)= intervalo de confianga do odds ratio
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O PDGF-BB apresentou uma boa acuracia para distinguir o grupo controle
dos demais. Ao escolher o ponto de corte de 6.747pg/mL, a sensibilidade para
separar o grupo controle foi de 77% e a especificidade, de 83%. O VPP foi de
77% e o VPN, 83%. A razdo de verossimilhanca para o PDGF-BB diferenciar
controles dos pacientes foi de 4,5. Os demais marcadores séricos nao
apresentaram boa sensibilidade e/ou especificidade diagnéstica.

Apesar dos pacientes com HAPI apresentarem valores estatisticamente
mais elevados de VEGF do que os esquistossomoéticos sem HP e os controles, o
VEGF apresentou uma razédo de verossimilhanga também baixa (4,05) quando
foram comparados pacientes com HAP dos demais grupos.

Como tentativa de avaliar os possiveis efeitos dos medicamentos
especificos para o tratamento da HAP, os marcadores de disfungdo endotelial
também foram dosados apds pelo menos um ano de tratamento em 4 pacientes
com HAPI. Duas pacientes faziam uso de Sildenafil, uma fazia uso de Diltiazem e
a Uultima, de ambrisentan. Os niveis séricos de Selectina E diminuiram

significantemente (figura 5).
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Figura 5— Valores séricos de Selectina E antes e apds o tratamento especifico
para HAP.

Em relagdo ao PDGF-BB, os resultados mostraram uma tendéncia ao

aumento dos seus valores apos o tratamento (figura 6).
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Figura 6— Valores séricos de PDGF-BB antes e apds o tratamento especifico para
HAP
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A selectina E apresentou uma forte correlagdo com os niveis séricos de
BNP, como pode ser observado na figura 7. Os pacientes incluidos nessa analise
foram aqueles em que as coletas de BNP e selectina E foram realizadas no
mesmo periodo (diferenca de até 3 meses, sendo que 9 pacientes tinham a

diferenga de tempo entre a coleta do BNP e da Selectina E de 1 més).
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Figura 7— Correlagao entre os valores séricos de Selectina E e BNP.

Ndo houve relacdo dos valores de selectina E com os valores
hemodindmicos dos pacientes. No entanto, ao fazer a regressao linear multipla
entre Selectina E (variavel dependente), RVPI (resisténcia vascular pulmonar
indexada) e indice cardiaco (IC) (variaveis preditoras), os resultados sugerem que
talvez exista uma relagéo causal entre RVPI e Selectina E, independentemente do

IC (tabela 11).



RESULTADOS 39

Tabela 7- Regressao linear multipla: Selectina E

B Erro t o] 95% ICon (B)
Padrao
Constante -39.230 43.960 -0,908 0,376 -132.334-52.489
RVPI 0,023 0,011 2.124 0,048 0,0-0,47
IiC 15.886 9.489 1.674 0,111  -4.050-35.821

(RVPI= resisténcia vascular pulmonar indexada; IC=indice cardiaco; ICon=intervalo de confianga)

Quanto aos resultados dos exames laboratoriais, a tabela 8 evidencia que
os pacientes com HAPI e ESQ+HP apresentaram valores séricos elevados de
BNP e acido urico, porém estes valores ndo foram significativamente diferentes
entre os grupos.

Entretanto, exames como a dosagem de hemoglobina(Hb) € o numero de
leucécitos e de plaquetas foram estatisticamente diferentes entre os trés grupos
do estudo (HAPI, ESQ+HP e ESQ). Pacientes com HAPI tinham maior
concentracdo de Hb, maior numero de leucécitos e plaquetas quando
comparados com esquistossomoéticos (tabela 8, Figuras 8 e 9). Além disso, a
dosagem de aspartato alanina transferase (AST) foi estatisticamente diferente
entre os pacientes com esquistossomose e os com HAPI, o que indica o

comprometimento hepatico dos esquistossomoéticos (tabela 8).
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Tabela 8 — Exames laboratoriais dos pacientes

HAPI ESQ+HP ESQ Est. do p

(n=11) (n=13) (n=13) teste
BNP 228,6+176,2 178,14298,2 - T(16)=0,422 0,678
(pg/mL) (n=8) (n=10)
Acido Urico 5,58+2,1 4,86+1,8 -- T(18)= 0,825 0,420
(mg/dL) (n=10) (n=10)
Hemoglobina 15,8+ 13 15,14£2,4 13,2+1,4 F(2;34)=7,01 0,003*
(g/dL) (n=12) (n=13) (n=13)
ALT 25,8+18,6 38,9+14 37,4+23,6  F(2;32)=1,49 0,240
(UIL) (n=11) (n=11) (n=13)
AST 17 33,5 34 W=10,48 0,005~
(L) (12-25) (25,5-45) (27,5-37,5)

(n=10) (n=12) (n=13)
Creatinina 0,85+0,14 0,86+0,16 0,76%0,15 AV —
(mg/dL) (n=11) (n=13) (n=13) F(2;33)=1,96 0,157
TSH 4,03+2,6 2,69+1,46 2,98+2,11 P
(microUI/mL) (n:g) (n=6) (n=11) F(2’23) 0’84 0;445

1,45+0, 1 1,740,2 1,16+0,17 T(16)=3,53 0,003
T4L (ng/100mL) (n=6) (n=4) (n=9) (16)

*p< 0,001 HAPI x ESQ; p<0,05 ESQ+HAP x ESQ.

**p< 0,05 HAPI x ESQ+HAP e ESQ

"p<0,01 HAPI X ESQ
(BNP= peptideo natriuretico; ALT=alanina amino transferase; AST= aspartato amino transferase; TSH=
horménio estimulante da tirdide; T4L= tiroxina livre)
Dados representados por média + desvio padrdo ou mediana (25-75% quartis).
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Figura 8 — Numero de Leucdcitos sanguineos nos diferentes grupos estudados.
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Figura 9 — Numero de plaquetas sanguineas nos diferentes grupos.

Em relacdo aos pacientes com esquistossomose, € possivel ver na tabela

9 que todos os pacientes estudados apresentam antecedente epidemiologico de

moradia em zona endémica no passado; a maioria fez tratamento especifico para
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a doenca e apresenta achados ultrassonograficos compativeis com fibrose

periportal no figado. O que chama a atencédo nestes grupos € que pelo menos

cinco pacientes com HP ndo apresentam esplenomegalia e cinco também nao

apresentam varizes de eséfago confirmadas por endoscopia digestiva alta, ao

passo que todos os doentes sem HP apresentam varizes de eséfago e

esplenomegalia. E possivel observar que a proporcdo de pacientes com

esplenomegalia no grupo ESQ foi significativamente maior do que no grupo

ESQ+HP.

Tabela 9 — Caracteristicas dos pacientes com Esquistossomose

(n=13 em cada grupo)

ESQ+HP ESQ p*
Epidemiologia positiva 13 (100%) 13 (100%)
Tratamento para Sim 11 (85%) 9 (90%) 1,00
esquistossomose
(confirmado)
Kato-katz positivo 1(7,6%) 6 (46%) 0,073
Fibrose periportal e Sim 11 (85%) 13 (100%) 0,480
aumento de lobo
esquerdo
Aumento de bago Sim 6(54%) 13 (100%) 0,011
Varizes de esé6fago Sim 6 (60%) 13 (100%) 0,127

(confirmadas)

* Teste exato de Fischer

A tabela 10 evidencia as comorbidades dos pacientes estudados e a tabela

11, os medicamentos utilizados pelos pacientes.
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Tabela 10 - Numero de comorbidades encontradas nos pacientes estudados
Controle HAPI ESQ+HP ESQ

Tiroidopatia 3 1

Asma 2

HAS 1 2 3 1
Depressao 1

IRC 1

CcC 2

IRC=insuficiéncia renal cronica; CCC=colecistopatia cronica calculosa

Tabela 11 - Medicamentos utilizados pelos pacientes
(numero de individuos por grupo)

Controle HAPI ESQ+HP ESQ

Warfarina 5 6

Digoxina 3 7

Diuréticos 3 2 1
tiazidicos

Levotiroxina 2

Diltiazem

Furosemida
IECA 1 1
Propranolol 8

IECA=inibidor da enzima conversora de angiotensina

Como anemia, leucopenia e plaquetopenia sao sinais de hipertenséo portal
e como os grupos diferiram por estes valores, optou-se por avaliar a magnitude
destes achados nos pacientes com esquistossomose. As analises por regressao

logistica mostraram que ao aumentar o numero de plaquetas e leucécitos,
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aumenta a probabilidade de ndo se ter esplenomegalia, o que condiz com a

hipertensao portal (figuras 10 e 11).
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esplenomegalia

Figura 10 — Regressao logistica entre numero de plaquetas e esplenomegalia
(B=-0,031, erro padrao=0,010; p=0,001; OR=0,969; IC(OR)95% = 0,951-0,988).
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Figura 11 — Regressao logistica entre niumero de leucdcitos e esplenomegalia
(B=- 0,859, erro padrao=0,272; p=0,002; OR=0,424; IC(OR)95% = 0,249-0,722).

Ja as analises por regressado logistica entre esquistossométicos e o
numero de plaquetas e leucécitos (figuras 12 e 13) evidenciaram que a cada
aumento do numero de plaquetas e leucécitos, existe uma maior chance do

paciente apresentar ESQ+HP.

45



RESULTADOS

12.00—

10.00 —

8.00—

G.00—

leucocitos/imm3

4.00—

2.00—

0.00—

T T
ESQ+HP Esa
ESQ+HPxESQ

Figura 12 — Regressao logistica entre grupos com esquistossomose e niumero de
leucécitos (B=0,746, erro padréao=0,300; p=0,013; OR=2,109; IC(OR)95% = 1,171-
3,797).
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Figura 13— Regresséao logistica entre grupos com esquistossomose e numero de

plaquetas (B=-0,024, erro padrdo=0,10; p=0,016; OR=0,976; IC(OR)95% = 0,957-
0,995).
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Os resultados da regresséo linear descritos na tabela 12 mostraram que o
numero de leucécitos e portadores ESQ+HP sado modificadores independentes da

selectina E.

Tabela 12 -Regresséo linear multipla: Selectina E

B Erro t p 95% ICon (B)
Padrao
Constante 34.058 18.843 1.807 0,081 -4.480-72.597
ESQ+HP -27.822 10.728 -2.593 0,015 -49.763-(-5.880)
ESQ -21.567 14.246 -1.514 0,141 -50.704-7.570
leucécitos 4.841 1.891 2.560 0,016 .974-8.708
Plaquetas -0,062 0,074 -0,834 0,411 -0,214-0,090

Além disso, a Selectina E apresentou uma forte correlacdo com os valores
de hemoglobina em todos os doentes (r=0,48, n=36, p=0,003). A analise da
regressao logistica demonstrada na figura 14 mostra que a cada um aumento no

valor da selectina E, aumenta a chance dos pacientes nao terem esplenomegalia.
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Figura 14- Regresséo Logistica entre Selectina E e presenca de esplenomegalia
(coeficiente de regressao(p) da selectina E: -0.57, erro padrao: 0.20, p=0,004;
OR= 0,945; IC(OR)95% =0,909- 0,982).

No entanto, estas relagcbes nédo foram observadas com o numero de
leucécitos, hemoglobina e VEGF séricos.

Nao houve correlagédo dos valores de VEGF com a presenca de varizes de
esbfago e também nao foi observada uma relagdo causal entre os valores séricos

de VEGF, plaquetas e leucécitos.
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Os mecanismos fisiopatologicos que levam ao desenvolvimento da HP tem
sido tema de varios estudos. A HP associada a esquistossomose ganhou maior
importancia no Brasil apos resultados publicados por Lapa et al em 2006, que
mostraram que a prevaléncia desta doenga em dois grandes centros de referéncia
chegou a 30% dos pacientes. Criou-se, entédo, o interesse em estuda-la melhor,
inclusive a respeito dos fatores desencadeantes que levariam a HP nestes doentes.

Como a disfungdo endotelial € um dos mais importantes mecanismos que
induzem a vasocontricdo, ao remodelamento vascular e a trombose in situ em
artérias pulmonares, neste estudo optou-se por avaliar os fatores de disfuncao
endotelial dosados no sangue em diferentes grupos de doentes, mesmo sabendo
que a importancia dos marcadores séricos no diagnéstico de doencas ainda seja
discutida.

Tanto os pacientes com HAPI, como os ESQ+HP apresentaram o mesmo
tempo de dispnéia até o diagndstico, ndo se diferenciaram quanto a classe
funcional e tiveram o mesmo padrdao hemodindmico, com excegao de cinco
pacientes com ESQ+HP que tiveram o componente pos-capilar associado. O unico
fator diferenciador dos dois grupos em questédo foi a presenga de fibrose portal
associada ao antecedente epidemiologico.

No entanto, em relacdo a avaliacdo da funcédo endotelial, os pacientes com
HAPI apresentaram valores séricos de selectina E mais elevados do que os outros
grupos.

As selectinas sdo fundamentais para a adesdo leucocitaria durante o

processo inflamatério. A selectina L é responsavel por perpetuar o processo
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inflamatorio, pois favorece a ligagdo de leucdcitos aderidos e circulantes. A
selectina E tem uma maior expressao no endotélio por estimulagdo de citocinas e a
selectina P esta relacionada com a participagao de plaquetas na inflamacgao. Todas
contribuem de alguma forma no processo inflamatério [60].

Trottein et al. sugeriram que a presenga de ovos e esquistossémulos em
contato com células endoteliais pulmonares humanas nao estimulam a expressao
de moléculas de adeséo tipo VCAM-1 e Selectina-E, o que normalmente ocorre em
processos inflamatérios. Como consequéncia, o recrutamento de leucdcitos na
esquistossomose € prejudicado e a resposta imune pode ser deficitaria,
acarretando uma perpetuagdo do agente no organismo e o favorecimento da
doenca crbnica[38]. Com base nestes dados, seria previsivel encontrar baixos
titulos de selectina E em esquistossomaticos. De fato, o presente trabalho mostrou
que pacientes com HAPI apresentaram valores séricos de Selectina E mais
elevados comparativamente aos controles, ao grupo ESQ+HP e ao ESQ e indicou
que existe uma forte evidéncia da Selectina E diferenciar HAPI dos ESQ+HP
(RV=8). Estes resultados estdo de acordo com a hipotese de Trottein et al [38]. e,
em conjunto, os dados sugerem que a Selectina E dosada no soro pode ser um
marcador diferencial entre pacientes com HAPI e pacientes com ESQ+HP,
principalmente se associada a outros métodos diagndsticos. Pacientes com
esquistossomose, provavelmente, apresentam alteragdes na expressdo de
moléculas de adesdo. Além disso, a selectina E também poderia servir como
controle de tratamento em pacientes com HP, pois se constatou que apés a
terapéutica especifica para HAP, os valores séricos deste marcador diminuiram

significantemente, apesar do numero pequeno de doentes estudados. Estes dados
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apontam um caminho a ser seguido em pesquisas futuras, pois com um numero
adequado de pacientes, possivelmente, estes marcadores se alterariam
independentemente da intervengcdo (ou seja, do tipo do tratamento), o que
evidenciaria uma redugao da disfungédo endotelial.

Trabalho anterior j& havia demonstrado que pacientes com hipertenséo

pulmonar de qualquer etiologia apresentavam niveis séricos de selectina E mais
elevados que os controles e que estes valores poderiam representar uma disfuncao
endotelial nestes doentes[37]. Em contrapartida, Esterre et al. mostraram que
pacientes e controles residentes em areas endémicas de esquistossomose
apresentaram niveis sanguineos elevados de selectina E, ao passo que controles
de areas nao endémicas, os valores obtidos eram menores[36]. Este achado
sugere que mesmo sem a confirmagao clinica da doenga, talvez individuos
saudaveis de regides de alta prevaléncia de esquistossomose tenham uma
infeccao latente pelo parasita.
No presente trabalho, a maioria dos pacientes com esta doenca ndo apresentava
sinais de infestacdo aguda pelo verme no momento da coleta de sangue, e os
niveis séricos de selectina E foram semelhantes ao de controles. Possivelmente, os
valores deste marcador foram menores nos individuos saudaveis por ndo residirem
em area endémica e, nos esquistossomoticos, por se encontrarem em uma fase
crbénica da doenca.

Os resultados mostraram que pacientes dos 3 grupos ndo apresentaram
valores séricos de ET-1 diferentes entre si, o que acarreta uma série consideracoes

a serem discutidas.
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Toledo et al, por exemplo, evidenciaram que pacientes com EHE tiveram
niveis séricos de ET-1 inferiores aos dos esquistossomoticos sem HPo [49] e
sugerem que na EHE nao existe uma maior producgéo deste fator por ndo existir o
comprometimento dos sinusodides. Luo et al [61] ja haviam relatado que
experimentos que induzem a HPo pré-sinusoidal (ou seja, sem lesdes hepaticas)
também ndo aumentam a sintese de ET-1. Os resultados obtidos neste estudo
poderiam entdo ser justificados porque os pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica apresentam uma doenga hepatica pré-sinusoidal.

Em relacdo a HP, estudos mostram que as concentragcdes de ET-1
plasmaticas e pulmonares estdo elevadas em pacientes com HP e o aumento das
concentragbes de ET-1 nas células pulmonares evidencia uma produgao
aumentada do vasoconstritor no local [9, 39, 48, 62]. Ja foi descrito anteriormente
que individuos normais apresentam valores séricos de ET-1 baixos, ao redor de 2
pg/mL, semelhante aos valores encontrados neste trabalho[62]. O fato de néao
terem sido encontradas diferengas entre os grupos na dosagem deste marcador
talvez indique que a ET-1 circulante ndo guarde uma correlagéo direta com sua
sintese pulmonar e, também, é possivel que tenha uma meia vida sérica mais
fugaz, o que dificultaria a sua dosagem apds um armazenamento prolongado. Uma
analise critica mais rigorosa até leva a considerar se o tempo entre a coleta e o
congelamento talvez tenha sido muito longo a ponto do marcador se degradar. O
controle dessas variaveis foi dificil no protocolo atual, mas deve ser considerado
futuramente que a dosagem da BigET-1, molécula precursora da ET-1 e mais

estavel, talvez seja uma opg¢éo mais adequada [63].
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Um importante fator que contribui com o remodelamento vascular e o
desenvolvimento de HP ¢é a ativacao de plaquetas. Com a disfungédo do endotélio, o
contato destas com a parede do vaso aumenta e ha liberacdo de fatores de
crescimento como o VEGF e o PDGF. Ja foi relatado anteriormente que pacientes
com HAP tiveram valores séricos de VEGF mais elevados quando comparados
com controles [9], como também foi observado neste presente trabalho, e estes
valores seriam consequéncia da liberacao deste fator pelas plaquetas ativadas em
locais de injuria vascular. Além disso, o VEGF parece ter um efeito protetor na HP,
considerando-se que foi observado um aumento dos valores séricos de VEGF em
pacientes sendo tratados com prostaciclina [57].

Acredita-se que o VEGF e o PDGF estejam relacionados com o
remodelamento sinusoidal e a fibrogénese, com a formagéo de colaterais e com o
desenvolvimento da circulagdo espléncnica [64, 65]. Seria esperado, se existe
formacgao de circulagdo colateral e remodelamento sinusoidal, que os valores de
VEGF estivessem aumentados em pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica, uma vez que nao existe um aumento da producdo de
vasoconstritores pelo figado, como acontece na cirrose. No entanto, os valores
séricos de VEGF encontrados neste estudo s&o diminuidos em ESQ e controles
comparativamente com o grupo HAPI. Assy et al. referiram que os valores séricos
de VEGF sdo diminuidos em pacientes com cirrose e HPo quando comparados
com controle e, ainda, quanto maior a hipertensao portal, mais baixo é o seu valor
[66]. O fato do grupo de ESQ apresentar niveis séricos de VEGF diminuidos

poderia ser talvez explicado pela gravidade da HPo, ou pelo menor numero de
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plaquetas encontrado nestes doentes ou ainda, que a concentracdo sérica dos
marcadores n&o corresponda a producéo local.

Estes resultados também poderiam estar relacionados com o uso de
medicagbes que este grupo faz, como o propanolol. No entanto, um estudo
mostrou que esta droga n&o alterou a expressao do VEGF na retina de ratos[67].

Em relagdo ao outro fator de crescimento, existem cinco formas distintas de
PDGF: AA, AB, BB, CC e DD, que séao codificados pelos genes PDGF-A, -B, -C e -
D. O PDGF-BB ¢ liberado pelas células endoteliais e pelas plaquetas e promove o
recrutamento e proliferacdo de células, como as CML. Este fator esta presente em
varios tipos de doencgas, por exemplo, em processos inflamatérios e no cancer [68].
O PDGF-AB parece estar relacionado com processos fibréticos (com proliferagéo
de fibroblastos), como o que ocorre no figado na esquistossomose. Um estudo
realizado com pacientes portadores de esquistossomose mostrou que os niveis
séricos de PDGF-AB dosados foram semelhantes ao de controles [69]. Nesta
pesquisa, foi identificado que individuos saudaveis tinham dosagens séricas de
PDGF-BB e AB aumentadas em relacdo a pelo menos um dos trés grupos.
Trabalho anterior com pacientes com HP também demonstrou que estes pacientes
apresentaram menores valores de PDGF em relagédo a controles e atribuiram este
resultado ao baixo numero de plaquetas [57]. Estes achados talvez também sejam
um sinal de maior consumo do fator pelos processos inflamatérios, ou ainda pelo
fato destes individuos apresentarem doencas crbnicas que acarretam a disfuncao
endotelial, o que significa que estas células ndo estariam funcionalmente
adequadas para a producdo e liberacdo de substancias que estimulam o

recrutamento e a proliferagéo de células. Por outro lado, outros estudos mostraram
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que o PDGF estimula a angiogénese em locais de injuria celular [65],[70] e o
remodelamento em artérias pulmonares de pacientes com HAP [71]. Entretanto,
dosagens séricas do PDGF nao foram realizadas por estes autores. Estes
resultados contraditérios mostram que a importéncia da dosagem sérica de PDGF
é ainda incerta.

Em relagao a avaliagdo hemodindmica e ao BNP, os pacientes com HAPI
apresentaram valores de BNP e de RVPI mais elevados que o grupo ESQ+HP,
porém esta diferengca nado foi significante. Entretanto, estudos prévios mostraram
que pacientes com hipertensdo pulmonar associada a esquistossomose
apresentam um perfil hemodinadmico mais preservado, com o débito cardiaco maior
quando comparados com os portadores de HAPI [72]. Esta constatagdo contraria
os resultados aqui obtidos, sendo que talvez o tamanho da amostra tenha
influenciado este resultado. Neste trabalho, alguns dos portadores de ESQ+HP
apresentaram também POAP elevada, e mesmo quando excluidos da analise
estatistica, os resultados mostraram que os pacientes com HAPI tinham niveis
séricos de selectina E significantemente mais elevados que os outros grupos.
Infere-se que a partir destes dados o componente pdés-capilar encontrado em
alguns doentes nao interferiu nos resultados.

Acrescentando, a Selectina E teve uma forte correlagcado (r=0,74) com os
niveis séricos de BNP, apesar de que a amostra estudada (pacientes com
dosagem de BNP e Selectina E) tenha sido pequena. Vale ressaltar que o tempo
entre a coleta de sangue para a realizagdo destes dois exames na maioria dos
doentes, ndo foi concomitante, mas com até 1 més de intervalo. No presente

estudo, nao foi encontrada correlagéo dos niveis de BNP com RVPI e IC. Todavia,
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os valores da selectina E correlacionaram fortemente com os valores de BNP e
parece existir uma relagdo causal entre a os niveis de selectina E a RVPI, o que
pode favorecer a hipétese de que a selectina E também possa ser um marcador de
gravidade, assim como o BNP. Neste caso, seria possivel dizer que os pacientes
com HAPI seriam mais graves do que os pacientes com esquistossomose e HP.

Os esquistossomoticos apresentam, na maioria das vezes, um periodo de
muitos anos de laténcia desde o tratamento para esquistossomose até o
aparecimento da dispnéia, o que sugere que estes pacientes demorem muito para
desenvolver sintomas de insuficiéncia cardiaca. Recentemente foi demonstrado
que pacientes com HAP associada a esquistossomose apresentam a mesma
sobrevida que portadores de HAPI em tratamento, da onde se conclui que os
pacientes esquistossomoticos teriam um progndstico melhor com relagao a
sobrevida quando comparados com os pacientes com HAPI [73]. Isto fortalece a
hipotese da selectina E também ser um marcador de gravidade.

Resultados preliminares de necrépsias realizadas em pacientes com HAP
associada a esquistossomose e em portadores de HAPI mostraram as mesmas
alteragdes morfolégicas em vasos pulmonares [74], 0 que confirma o componente
arterial desta doenca. No entanto, no presente estudo, alguns pacientes com
esquistossomose apresentaram valores elevados da POAP, como ja foi descrito
previamente pelo grupo de HP do INCOR-HC FMUSP, que mostrou que 3% dos
pacientes com HP associada a esquistossomose tinham POAP elevada[24]. Estes
achados favorecem a hipdétese de etiologia multifatorial para a hipertenséo
pulmonar nestes doentes, apesar do comprometimento arterial associado ser

majoritario. Em achados anatomopatolégicos de pulmdes de pacientes com
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esquistossomose e HP, ja foi descrito a presenca de edema e congestao local[8], o
que talvez possa justificar o componente pos-capilar destes doentes.

Os valores de selectina E também se correlacionaram com o numero de
plaquetas e leucdcitos, ou seja, quanto maior o numero de plaquetas e leucdcitos
dos pacientes, maior foi o valor de selectina E sérica. Este achado pode ser
explicado pelo fato de existir, frente a injuria celular, um aumento concomitante da
expressao desta molécula no endotélio, e um recrutamento de plaquetas e
leucécitos para o local [37]. Os dados confirmam claramente a vinculagdo entre a
expressao de selectina, o infiltrado celular e a agregacgao plaquetaria.

Outro achado de interesse neste estudo foi que os numeros de plaquetas e
leucéceitos foram diferentes nos trés grupos: os pacientes com HAPI apresentaram
maior numero de plaquetas e leucdcitos; em seguida, os pacientes com ESQ+HP
e, por fim, os pacientes com ESQ que apresentaram o menor numero de leucécitos
e plaquetas circulantes.

Pacientes com HPo apresentam caracteristicas peculiares como
hipervolemia, angiogénese, vasodilatagdo esplancnica, vasoconstricdo renal e
alteracdes sanguineas. A anemia, a trombocitopenia e a leucopenia sdo achados
frequentes nestes doentes. O aumento da presséo portal leva a esplenomegalia,
com o consequente sequestro de elementos do sangue (hiperesplenismo). A
presenca de varizes de esOfago é a ultima etapa de eventos ocasionados pelo
aumento da pressao portal[44]. Os resultados deste trabalho mostraram que
pacientes com HAPI ndo apresentam HPo (pois ndo tem sinais de
hiperesplenismo) e que os pacientes com ESQ+HP talvez possuam um grau de

hipertensao portal mais reduzido do que o grupo ESQ, uma vez que o numero de
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leucécitos e plaquetas séricos foram estatisticamente maiores no primeiro grupo.
Isto sugere que, possivelmente, os portadores de ESQ+HP e ESQ possuam a
mesma doenca, porém estejam em fases distintas (e, consequentemente, com
grau de hipertensdo portal diferente), uma vez que os pacientes com ESQ
apresentam sinais laboratoriais mais evidentes de hipertensdo portal quando
comparados com o outro grupo.

Parece também existir uma relagdo causal entre os valores séricos da
selectina E e a presenga de esplenomegalia. Isto talvez esteja relacionado com a
contagem de plaquetas e leucdcitos e, desta forma, pacientes com HPo
possivelmente, tenham valores séricos deste marcador diminuidos.

Pelo menos dois estudos sugerem que a gravidade de hipertensdo portal
ndo esta relacionada com o desenvolvimento de hipertensdo portopulmonar em
pacientes com insuficiéncia hepatica [75, 76]. D’Amico et al. demonstraram que a
gravidade da doenga hepatica (medida pela classificagcdo de Child-Pugh ou pelo
MELD [77]) foi um marcador de pior sobrevida em pacientes com HPo e HAP [78].
Entretanto, os resultados encontrados neste estudo mostram que a maioria dos
individuos ESQ nado possuia doenga hepatica importante, ou seja, eles foram
classificados como Child-Pugh A e, contudo, apresentaram plaquetopenia,
leucopenia, esplenomegalia e varizes esofagicas, que sao sinais de hipertenséo
portal avancada. A esquistossomose, no entanto, € uma doenca considerada
intrahepatica pré-sinusoidal e é caracterizada pela presenca de fibrose e pela
obliteracdo de vénulas portais. Apenas em alguns pacientes a doenga pode evoluir
para a fase sinusoidal, periodo em que se assemelha a cirrose[44]. Isto sugere que

os marcadores de doenga hepatica ndo sao um bom critério para avaliar a
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esquistossomose, uma vez que a maioria dos individuos estudados neste trabalho
apresentou a funcdo hepatica preservada e, portanto, ndo evoluiu para a fase
sinusoidal. Por outro lado, os niveis séricos de AST foram mais elevados em
pacientes com esquistossomose quando comparados com os pacientes com HAPI.
Este resultado permite sugerir que apesar de nao apresentarem insuficiéncia
hepatica, parece existir um acometimento incipiente e que este ndo esta
relacionado com a gravidade da HPo.

Como foi possivel diferenciar neste estudo os dois grupos com
esquistossomose pelo numero de plaquetas e leucécitos, talvez a HPo ndo seja o
principal mecanismo que levaria a HP. Além disso, o menor numero de plaquetas
encontrado no grupo ESQ pode sugerir ndo apenas maior sequestro de plaquetas,
como também maior consumo ou, ainda, menor sobrevida destas. Mesmo assim, a
numero de plaquetas parece ser dependente do grau de fibrose hepatica, de
acordo com a maioria dos estudos. Em doengas vasculares hepaticas, ja foram
evidenciadas tanto hipo como hiperagregabilidade das plaquetas, que colaboram
com a disfungdo endotelial [79]- talvez as plaquetas de pacientes com
esquistossomose sem hipertensdo pulmonar sejam em menor numero por
agregarem menos ou por terem menor sobrevida.

Sabe-se, atualmente, que em doencas vasculares crdnicas existe uma maior
interacao entre plaquetas circulantes e a parede dos vasos. A ativacdo de
plaquetas tem um papel importante no remodelamento vascular e na HP[57].
Talvez o estudo das plaquetas em pacientes com esquistossomose seja 0 proximo

passo para o melhor entendimento desta doenca.
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Em relagdo ao uso de medicamentos pelos pacientes, ndo foi possivel
avaliar as interferéncias das drogas com a dosagem dos fatores, o que ja ocorreu
com outros autores da literatura[37]. Um estudo com pacientes portadores de
hipertiroidismo avaliou o uso de propanolol e a dosagem de fatores de disfungao
endotelial e mostrou que o uso deste medicamento ndo modificou os niveis séricos
de selectina-E. Além disso, individuos controles nao apresentaram maior
concetracdo sérica deste fator quando comparados com pacientes com
hipertiroidismo [80, 81]. Desta forma, talvez o fato de existirem alguns pacientes
com tiroidopatia neste estudo ndo tenha interferido nos resultados. Da mesma
maneira, talvez as dosagens de selectina E ndo tenham sido alteradas pelo uso do
propranolol.

Este trabalho possui varias limitagdes. Varios pacientes estavam em uso de
medicagbes que poderiam interferir na dosagem dos fatores. Quatro pacientes
estavam em uso de diltiazem. No entanto, estes pacientes ndo eram
respondedores ao teste de vasorreatividade com NO e usavam doses baixas com o
intuito de diminuir a frequéncia cardiaca e nao promover a vasodilatagcdo de
artérias pulmonares. E importante ressaltar que, de pelo menos 100 pacientes
avaliados neste trabalho, estes foram os unicos que preencheram os critérios de
inclusdo. O projeto seria inviavel se fossem excluidos pacientes em uso
concomitante de outras medicacdes.

Em alguns pacientes com ESQ+HP n&o foram feitas dosagens séricas de
albumina ou bilirrubinas (inclusive por ndo possuirem sinais clinicos evidentes de
doencga hepatica avangada) o que impossibilitaram a sua classificagdo segundo os

critérios de Child-Pugh. Além disso, este estudo n&o incluiu pacientes com cirrose
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hepatica, que também apresentam HPo e disfungao endotelial. Este grupo de
individuos seria importante para comparar a disfungao endotelial de pacientes com

esquistossomose.
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1) Pacientes com HAPI apresentaram valores séricos mais elevados de
Selectina E do que pacientes com esquistossomose e controles.
2) Pacientes portadores de esquistossomose com e sem HP apresentaram os

mesmos valores séricos dos marcadores de disfungcao endotelial.
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] Anexo I
HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

1. NOME DO PACIENTE oo
"DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: oooooooooooooooooo SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ..o forooooif...

ENDERECO ..o oo NO
APTO: oo

=Y N Lo HE CIDADE
CCEP: TELEFONE: DDD T )
2 RESPONSAVEL LEGAL
GRS
"DOCUMENTO DE IDENTIDADE .......ooooooooooooooooo SEXO: M F

DATA NASCIMENTO.: oo /oo

ENDERECO: oo Ne
................... APTO: oo

BAIRRO: oo CIDADE:
TCEP: e TELEFONE: DDD
(o e
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Avaliagio do Comprometimento da
Funcdao do Endotélio em Pacientes com Hipertensiao Arterial Pulmonar

Idiopatica e em Esquistossomoéticos

PESQUISADOR: Mario Terra Filho
CARGO/FUNCAO: . Professor Associado.... INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 30353.................
UNIDADE DO HCFMUSP: SERVICO DE PENUMOLOGIA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURAGAO DA PESQUISA: 36 MESES........cocieiiiiiiiiiiteieieicieie ettt ettt esss e s emmnn

Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa:

Vocé é portador de pressao alta nos pulmaoes, esta é a razao pela qual vocé
fica cansado com muita facilidade. Isso acontece porque por onde o sangue
passa pelos pulmoes existe um estreitamento ou entupimento. Por este
motivo, a quantidade de algumas substancias se alteram no sangue. A
finalidade deste trabalho é medir essas substancias que possivelmente estao
alteradas.

2. procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais:
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Para recolher o sangue vocé tomara uma injecao na veia, provavelmente no
braco.

3. desconfortos e riscos esperados:

Vocé sentira um pequeno ardor no local da picada da injegao. Em algumas
pessoas pode acontecer de ficar uma pequena mancha no local.

4. beneficios que poderao ser obtidos:

Com isto poderemos adquirir conhecimento e entender melhor o que
acontece com pessoas que tem pressao alta nos pulmoées. Talvez no futuro
possamos com numero menor de exames identificar e tratar pessoas que
apresentem este tipo de doenca. Guardaremos um pouco do seu sangue,
pois como a medicina evolui rapido, talvez nos préximos anos apare¢gam
novos testes sanguineos que permitam que possamos tratar pessoas com
maior facilidade.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagoes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da
assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.
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V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Ménica Silveira Lapa e-mail: molapa@uol.com.br

Mario Terra Filho telefone 30695635

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do
pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos pacientes

1.1 HAPI
Superficie
Idade Corporea dispnéia
RG (anos) sexo kg/m2 tabagismo (meses) CF (NYHA)
MLSF  55385044D 57 F 1,7 NAO 60 I
LG 55398234K 34 F 1,7 NAO 84 11-111
PFN 5155408F 36 F 1,5 NAO 12 I
IMO 55396223C 50 F 1,6 NAO 24 |
NCL 55389930J 28 F 1,6 NAO 24 i
ACC 55396912A 40 F 1,59 NAO 36 Il
APFFA 55707848K 32 F 1,56 NAO 72 Il
INS 53649671 41 F 1,15 SIM (ex) 96 I
MJOS  55392343B 60 F 1,44 SIM (ex) 12 |
MES 55712005k 44 F 2 NAO 16 11-111
MBS 13845988a 33 M 1,64 NAO 6 -1l
(CF-classe funcional, kg/m”= quilos por metro quadrado)
1.2 ESQ+HP
Superficie
Idade Corporea dispnéia
RG (anos) sexo kg/m® tabagismo (meses) CF(NYHA)
AAC 2704836K 48 F 1,68 NAO 30 I
BPN  55389437A 66 M 1,68 SIM ex 24 11-111
CA 55391429C 36 F 2,03 SIM ex 168 H-1v
CREJ 55705613J 40 F NAO 120 I
I0S 55399951H 43 F 1,89 SIM-ex 4 Il
JAMO  55709790i 45 M 1,96 SIM-ex 120 I
LCOS 55716581f 52 F 1,62 NAO 192 I
MIS 55704699¢g 40 F SIM -ex 72 I
RCBC  5292196J 34 F 1,68 NAO 0 I
SGB 52459841 53 M 1,68 SIM-ex 144 v
VES 3316504E 43 M 2,05 NAO 48 i
VSSB  5075689A 52 F 1,45 NAO 12 1
ZRB  55706240D 31 F 1,62 NAO 12 Il

(CF-classe funcional;kg/m?“= quilos por metro quadrado)
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1.3 ESQ
Idade dispnéia
RG (anos) sexo tabagismo (meses) CF (NYHA)
ESRJ 13643122d 53 F NAO 0 I
GMR 13737292B 45 M SIM -ex 0 I
JFS 13580403F 61 M SIM -ex 0 I
JCFS 13754577E 38 M SIM-ex 0 I
JPPV 13683864d 36 M NAO 0 I
JPS 2482497b 45 M NAO 0 I
LSD 13706644k 45 F SIM 0 I
LHA 2995532i 42 M SIM-ex 0 I
MCLS 2167898d 52 F SIM-ex 0 I
MSS 13596317k 42 F NAO 0 I
MISR 2077929j 58 F SIM-ex 0 I
MJMS 13687508J 60 F NAO 240 Il
NMA 3151038e 44 F NAO 0 I

(CF-classe funcional)

1.4 Controles

AMNVG
APJ
ALS

EM
LMO
LT
LJC
MFPGD
MC
MSL
RS
SMS
SH

idade
46
42
47
50
51
54
42
50
44
32
47
41
32

Sexo PSVD (mmHg)
17
24
28

N&o medido
26

Nao medido
20

N&o medido
21
28

N&o medido
29
18

Radiografia de

Toérax
normal
normal
normal
normal
normal
normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
normal
normal

(PSVD-Presséo sistdlica de ventriculo direito; mmHg= milimetro de mercrio)
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Tabela 2 — Caracteristicas ecocardiograficas e hemodinamicas

2.1 HAPI
Indice

PSVD FE PSAP PMAP PDAP  poap DC RVPI Cardiaco

(mmHg) (%) (mmHg)  (mmHg) (mmHg)  (mmHg) (L/min) (dyne.s.cm®)  (L/min/m%
MLSF 136 73 140 86 60 10 4.8 2171 2,8
LG 60 71 85 70 55 8 2,9 2900 1,71
PFN 90 74 100 66 50 10 5,38 1248 3,59
IMO 63 85 60 45 30 15 6,0 640 3,75
NCL 56 65 94 61 44 10 3 2182 1,87
ACC 85 72 130 85 41 20 2,3 3586 1,45
APFFA 59 67 92 58 40 6 6,7 970 4,29
INS 118 54 75 48 25 12 6,3 525 5,5
MJOS 62 72 115 68 45 15 3,1 1972 2,15
MES 65 64 110 63 40 5 4,3 2158 2,15
MBS 84 65 85 60 43 10 46 869 46

(PSAP=pressao sistdlica de artéria pulmonar; PAPm=pressao média de artéria pulmonar; PDAP=presséao diastdlica de artéria
pulmonar); POAP= pressao de oclusdo de artéria pulmonar; IC=indice cardiaco; RVPI= resisténcia vascular pulmonar
indexada; PSVD-Pressao sistélica de ventriculo direito; mmHg= milimetro de mercrio; dyne.s.cm'5=dinas; L/min=litro por
minuto; L/min/m?=litro por minuto por metro quadrado)

2.2 ESQ+HP
Indice
PSVD PSAP PMAP PDAP  poap  DC RVPI Cardiaco
(mmHg) FE (%) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (L/min)  (dyne.s.cm™) (L/min/m?)
AAC 61/65 70/69 110 68 40 18 5,6 1201 3,44
BPN 88/90 74/72 110 63 40 20 52 1113 3,09
CA 95 nl 128 87 46 10 3,8 3294 1,87
CREJ 75 68 122 71 35 10 52
1I0S 80 62 76 49 30 21 6,6 640 3,49
JAMO 61 61 65 43 32 13 74 637 3,77
LCOS 74 64 105 61 31 22 27 1879 1,66
MIS 53 52 78 52 38 10 2,6
RCBC 55 77 73 46 31 6 4,6 1172 2,73
SGB 68/70 75/74 80 53 38 20
VFS 100 68 114 75 52 12 5,41 1931 2,61
VSSB  108/87 64 76-82  40-50 22-52 13-12 4,5-4,2 697 3.1
ZRB NL 64 70 46 30 10 52 900 3,2

(PSAP=pressao sistolica de artéria pulmonar; PAPm=pressao média de artéria pulmonar; PDAP=pressao diastdlica de artéria
pulmonar); POAP= pressdo de ocluséo de artéria pulmonar; IC=indice cardiaco; RVPI= resisténcia vascular pulmonar
indexada; PSVD-Presséo sistélica de ventriculo direito; mmHg= milimetro de mercdrio; dyne.s.cm®=dinas; L/min=litro por
minuto; L/min/m?=litro por minuto por metro quadrado)
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2.3 ESQ
PSVD PSAP PMAP PDAP  poapP DC RVP
(mmHg)  FE (%) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (Umin) _ (dyne.s.cm®)

ESRJ 35 72

GMR 42 77 28 18 11 11 6,4 1,1

JFS 35 61

JCFS 19 73

JPPV nl 73

JPS 23 56

LSD nl 70

LHA 18 68

MCLS 29 67

MSS nl 78

MISR 35 77

MJMS nl 59

NMA nl 68

(PSAP=pressao sistdlica de artéria pulmonar; PAPm=pressao média de artéria pulmonar; PDAP=presséao diastdlica de artéria
pulmonar); POAP= pressao de oclusdo de artéria pulmonar; IC=indice cardiaco; RVPI= resisténcia vascular pulmonar
indexada; PSVD-Pressao sistélica de ventriculo direito; mmHg= milimetro de mercrio; dyne.s.cm’5=dinas; L/min=litro por

minuto)
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Tabela 3: Marcadores de disfungao endotelial

3.1 HAPI
VEGF Endotelina-1 PDGFBB PDGF AB Selectina E
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
PEN 143,9 2,8 3.760 13.180 96.764
IMO 124,9 1 2.840 13.240 60.368
LG 120,6 2,5 5.927 18.600 43.859
MLSO 182,9 4,5 5.166 13.780 68.085
ACC 15,8 6,8 2.378 19.040 96.764
APFFS 15,8 0,3 700 2.190 60.368
INS 168,6 1 1.111 12.760 43.859
MJOS 15,8 1,7 1.449 20.470 68.085
NCL 165,71 1,8 5.569 15.600 60.368
MBS 20,5 2,2 5.567 39.027 10.115
MES 89,15 6,4 6.727 28.500 68.085

(PDGF= Platelet Derived Growth Factor, VEGF= Vascular Endothelial Growth Factor;
pg/mL=picogramas por mililitro)

3.2 ESQ+HP
VEGF Endotelina-1 PDGFBB PDGF AB Selectina E
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
AAC 15,8 6,8 748 42.761 20.850
BPN 130,7 7,6 4173 14.550 50.050
CA 100,2 1,75 7.598 31.458 19.480
CREJ 91,4 6,4 682 5.950 38.677
I0S 98,7 3,3 1.881 6.405 3.642
JAMO 158,2 3,5 9.142 23.955 12.054
LCOS 118,62 8,0 6.875 28.995 38.891
MIS 252,5 6.562 14.420 12.747
RCBC 57,9 2,6 17.376 15.460 14.634
SGB 71,0 1,5 8.397 27.150 8.200
VFS 98,6 5,9 3.118 9.890 48.480
VSSB 30,2 4,55 5.862 11.810 25.410
ZRB 20,3 3,5 8.030 25.520 17.277

(PDGF= Platelet Derived Growth Factor, VEGF= Vascular Endothelial Growth Factor
pg/mL=picogramas por mililitro)
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3.3 ESQ

VEGF Endotelina-1 PDGFBB PDGF AB Selectina E

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
ESRJ 48,9 2 1.062 7.820 5.295
GMR 36,05 4,7 1.259 24975 32.900
JCFS 15,8 2,7 1.374 4113 12.544
JFS 15,8 2,6 4.810 13.490 52.221
JPPV 15,8 2,6 2.302 7.120 3.762
JPS 60,81 3,2 1.646 7.118 14.548
LHA 394 1,7 1.995 11.720 5.312
LSD 70,42 2,8 4.848 12.140 49.398
MCLS 207,54 4,3 5.723 31.363 28.816
MISR 15,8 3 180 2.800 2.142
MJMS 34,7 9.967
MSS 48,07 11,5 1.425 3.940 43.753
NMA 48,06 2,4 2.430 10.570 18.021

(PDGF= Platelet Derived Growth Factor, VEGF= Vascular Endothelial Growth Factor;
pg/mL=picogramas por mililitro)

3.4 Controles

VEGF Endotelina-1 PDGFBB PDGF AB Selectina E

(Ggml)  (pgml) (pg/mL) (pg/m) (pg/mL)
AMNVG 45,9 4,5 13.237  36.504 14.460
APJ 15,8 4.4 4832  26.355 4.525
ALS 15,8 1,9 1552  20.250 11.081
EM 50,6 2.1 1.111 9.120 26.975
LMO 45 2.9 7.09 27.000 12.225
LT 15,8 2.3 22268  16.275 9.398
LJC 103 4,9 5.42 29.685 21.593
MFPGD 4177 2.9 8.84 40.100 28.925
MC 16,4 5,7 7657  22.740 16.470
MSL 30,2 3,2 18674  16.270 22,287
RS 15,8 0.9 6.767  31.560 7.062
SMS 15,8 3,9 7105 27.420 10.248
SH 7.8 6.7 7.42 29.385 3.270

(PDGF= Platelet Derived Growth Factor, VEGF= Vascular Endothelial Growth Factor
pg/mL=picogramas por mililitro)
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Tabela 4: Avaliagao hepatica ultrassonografica e laboratorial

4.1 HAPI
ALT AST
USG Abdome (UIL) (UL)
MLSF normal 6 8
LG NORMAL 18 18
Figado normal, CCC,
PFN ° baco normal 43 28
IMO normal 28
NCL normal 34 21
ACC CcC 17 16
APFFA normal 15 14
INS NORMAL 6 10
MJOS NORMAL 68 50
MES LITIASE VESICULAR 36 23
MBS normal 13 16

(ALT=alanina amino transferase; AST= aspartato amino transferase; USG=ultrassonografia; CCC- colecistopatia cronica

calculosa; U/L= unidades por litro)
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4.2 ESQ+HP
ALT AST

USG Abdome (UL) (UIL)

AAC espessamento periportal difuso; esplenomegalia 22 38
hipertenséo periportal, provavel cirrose hepa tica,

BPN dismorfismo vesicular 20 35
espessamento periportal até ramos de 4 ordem. Lobo

CA hep D 13,2; lobo hep E 9,3; textura homogénea 37 22

CREJ fibrose periportal, aumento de bago 70 52
hepatopatia cronica; hiperecogenicidade periportal;

I0S esplenomegalia nao tem nao tem
aumento da ecogenicidade periportal, figado de

JAMO tamanhos diminuido 55 32
esteatose hepatica, proeminéncia de lobo E; veia

LCOS porta pérvia de 11,3mm/ bago no limite superior 50 30

MIS colecistopatia crénica calculosa 32 35
fibrose periportal, aumento de lobo E,

RCBC esplenomegalia leve 28 23

SGB HEPATOPATIA CRONICA 19

VFS fibrose periportal, figado e bago tamanho normal 38 57
figado de dimensdes reduzidas com

VSSB hiperecogenicidade periportal, baco normal 37 60

ZRB FIBROSE PERIPORTAL 39 28

(ALT=alanina amino transferase; AST= aspartato amino transferase; USG=ultrassonografia; D=direito; E=esquerdo; U/L=

unidades por litro)
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4.3 ESQ
ALT AST
USG Abdome (UL) (UL)
ESRJ Fibrose periportal, esplenomegalia 27 32

aumento de lobo E e fibrose periportal; esplenomegalia;

GMR ascite 20 29
Aumento relativo lobo E e espessamento periportal,

JFS esplenomegalia 34 34
hepatoesplenomegalia com hipertensao portal, vesicula

JCFS biliar hidrépica 44 39
Figado com dimensdes reduzidas a custa de lobo direito,
borda fina, superf. Regular, espessamento periportal de
6mm ate 4 ordem.aumento da circulagéo colateral e
anastomose portosistemica intrahepatica. Esplenomegalia.

JPPV Calculo em vesicula de 4mm 55 36

JPS fibrose periportal, figado diminuido; esplenomegalia 70 81
Diminui¢des reduzidas as custas de LHD. Lobo hepatico D
121 e LHE 91; textura homogénea; leve espessamento

LSD periportal 12 16
Figado com dimensdes normais e espessamento periportal.

LHA Bago pouco aumentado 81 36
Figado diminuido, aumento relativo de lobo E,

MCLS espessamento periportal, esplenomegalia 67 41
Figado de dimensbes reduzidas difusamente.Superficie.
Regular.Aumento difuso da ecogenicidade e intenso
espessamento periportal de ramos principais. Veia

MSS paraumbilical muito dilatada. Esplenomegalia 24 35
Figado de dimensbes normais, leve redugéo do lobo D e
proeminéncia do lobo E. Superficie irregular e ondulada.
Textura homogenea. Espessamento periportal de ramos
principais . Esplenomegalia. Sem componente de hiperfluxo

MISR de veia esplénica e sem sinais de hipertenséo portal. 21 26
Figado dimensdes reduzidas, espessamento periportal,

MJMS esplenomegalia 11 21
aumento de lobo E sinais de hipertenséo portal/EHE sem

NMA componente de hiperfluxo 20 29

ALT=alanina amino transferase; AST= aspartato amino transferase; USG=ultrassonografia; D=direito; E=esquerdo; U/L=

unidades por litro
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Tabela 5: Avaliagao hematologica

5.1 HAPI
Hb LEUCOCITOS Plaquetas
(g/dL) (/mm?) (/mm®)

MLSF 17,2 244.000
LG 16 6.900 217.000
PFN 17,6 9.400 135.000
IMO 13 7.800 287.000

NCL 16,2 9.800
ACC 17,2 11.400 210.000
APFFA 15,1 5.500 265.000
INS 14,2 8.700 266.000
MJOS 14,9 8.100 203.000
MES 16,6 8.200 208.000
MBS 16,2 8.900 161.000

(Hb=hemoglobina; g/dL= gramas por decilitro; mm’=milimetro ctbico)

5.2. ESQ+HP
Hb LEUCOCITOS Plaquetas

(g/dL) (/mm?®) (/mm?®)

AAC 10,3 2.200 19.000
BPN 17,6 6.750 114.000
CA 14,3 7.100 110.000

CREJ 12 4.300 56.000
I0S 14,2 4.100 105.000
JAMO 16,6 8.200 149.000
LCOS 14,5 10.300 182.000

nao

MIS tem nao tem 139.000
RCBC 15,5 6.200 192.000
SGB 16,8 0.550 117.000
VFS 19,3 4.900 115.000
VSSB 14,5 4.800 190.000
ZRB 15,3 6.000 166.000

(Hb=hemoglobina; g/dL=gramas por decilitro; mm®=milimetro ctibico)
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5.3 ESQ
Hb LEUCOCITOS Plaquetas
(g/dL) (/mm?®) (/mm?®)
ESRJ 13,3 1.660 60.000
GMR 11,4 1.960 54.000
JFS 12,9 1.680 30.000
JCFS 14,3 4.520 129.000
JPPV 13,1 2.160 67.000
JPS 13 2.210 53.000
LSD 13,4 2.980 63.000
LHA 15,3 5.100 193.000
MCLS 14,7 3.240 68.000
MSS 10 1.133 37.000
MISR 13,3 3.240 90.000
MJMS 14,4 2.440 47.000
NMA 12,8 4.130 81.000

(Hb=hemoglobina; g/dL= gramas por decilitro; mm>=milimetro ctbico)






