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Resumo

Valeri, CB. Avaliacdo da Vasculatura Pulmonar na Esclerose
Sistémica. [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o

Paulo; 2011.

A lesdo pulmonar é a principal causa de morte da Esclerose Sistémica
(ES), e as alteragOes principais sdo: o acometimento intersticial e o vascular.
No presente estudo analisamos através do microscépio confocal a laser 40
artérias pulmonares de pequeno e médio calibre de pacientes com ES e 16
controles. Medimos a &rea do limen, a area total do vaso e fizemos a
subtracdo da area total do vaso menos a do limen, e a porcentagem da area
do limen em relacéo a area total do vaso. Observou-se que a area do limen
e a porcentagem da area do liumen em relacdo a area total do vaso séo
significativamente menores na ES em relacdo ao controle, e que a diferenca
entre a area total do vaso e a area do lumen foi maior no grupo ES. Os
achados confirmaram a hipotese inicial de acometimento das artérias
pulmonares na ES, que se encontram espessadas devido a inflamacéao,

infiltragéo celular em suas camadas e ativagao endotelial.

Descritores: Escleroderma Sistémico, Esclerodermia Difusa, Circulacéo
Pulmonar, Artéria  Pulmonar, Microscopia Confocal a Laser,

Imunoistoquimica.



Summary

Valeri, CB. Evaluation of Pulmonary Vasculature in Systemic Sclerosis.
[tese]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;

2011.

Lung injury is the leading cause of death in Systemic Sclerosis (SSc),
and the main changes are: the vascular and interstitial involvement. In this
study we analyzed through the confocal laser microscope 40 lung arteries of
small and medium-sized of patients with SSc and 16 arteries of control
group. We measured the lumen area, the total vessel area, made the
subtracting the total vessel area minus the lumen area and the percentage
between the lumen area and total vessel area. It was observed that the
lumen area and the percentage between the lumen area and total vessel
area were significantly lower in SSc group compared to control group, and
the difference between the total vessel and the lumen area was higher in
SSc. The findings confirmed the initial hypothesis of pulmonary arterial injury
in SSc, wich are thickened due to inflammation, cellular infiltration into its

layers and endothelial activation.

Descriptors: Scleroderma Systemic, Scleroderma Diffuse, Pulmonary
Circulation, Pulmonary Artery, Confocal Laser Microscope,

Immunohistochemistry.



1. INTRODUCAO




ESCLEROSE SISTEMICA

1.1 Definicao e Historia

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca crbnica autoimune do
tecido conectivo, com lesdo e fibrose da pele e de 6rgdos internos (1), e
altamente heterogénea em sua apresentacdo clinica, quantidade e
severidade dos 6rgaos alvos envolvidos, alteracdes imunolégicas, evolucao
e morbi-mortalidade (2).

A primeira descricdo de uma doenca semelhante a esclerodermia foi
feita por Curzio em Népoles em 1753, quando uma mulher jovem apresentou
endurecimento excessivo da pele. Em 1847 Gintrac cunhou o termo
escleroderma, pois a pele era visivelmente o 6rgdo mais acometido com
intensa fibrose. Apenas em 1889 Finlay descreveu o envolvimento de 6rgaos
internos devido a um caso de esclerodermia com lesdo pulmonar. E foi em
1903 que Ehrmann relatou doenca esofagica. Em 1945 Goetz passou a
chamar a doenga de “esclerose sistémica progressiva”. Em 1964
Winterbauer descreve a sindrome de CREST e em 1968 Gerald Rodnan
criou um método para quantificar a gravidade e a extensdo das lesdes
cutaneas, sendo até hoje uma ferramenta importante no seguimento da

evolucéo da doenca (3).



1.2 Epidemiologia

A raridade da doenca bem como sua intensa heterogeneidade clinica,
dificulta a realizacédo de estudos epidemiologicos.

Estima-se que a prevaléncia da ES seja de 3 a 24 casos por 100.000,
sendo mais elevada nos Estados Unidos e Australia em comparacdo com a
Europa e Japdo (4), e a incidéncia varia de 2,6-13,9 casos novos/1.000.000
habitantes/ano (5). O género feminino € mais afetado, sendo a média da
relacdo de prevaléncia de 3 mulheres para cada homem. Esse valor torna-se
maior dependendo da faixa etaria e do local, por exemplo, na Gra-Bretanha
€ de 6:1 e nos Estados Unidos de 8:1 (6), e de 7:1 durante o periodo de
adulto jovem, voltando a ser de 2 a 3:1 durante a quinta década de vida (7).

O inicio dos sintomas geralmente ocorre entre os 40 e 50 anos de
idade, porém nas mulheres pode ocorrer mais cedo, dos 30 aos 39 anos (8).
Menos de 10% dos pacientes desenvolvem a doenca antes dos 20 anos (9).

Alguns trabalhos tentaram avaliar a associacdo entre fatores de risco
ambiental e ocupacional e o desenvolvimento da ES, no entanto, como a
exposicdo é prolongada e sem método de mensuragdo quantitativa, torna-se
praticamente impossivel confirmar a relagdo causa-efeito. Os fatores de
risco podem ser de natureza ocupacional como a silica e solventes
organicos, ou infecciosos como os virus e bactérias e outros como drogas e

pesticidas (10).



1.3 Classificacéo

A esclerodermia compreende um grupo heterogéneo de disordens
gue apresentam em comum o0 espessamento e esclerose da pele (11).

Apesar da lesdo de pele em comum, fez-se necessaria uma
classificacdo dos disturbios esclerodérmicos devido a intensa diferenca dos
orgaos acometidos, evolugéo, progndstico e tratamento (12).

A esclerodermia é dividida inicialmente em dois grupos: a forma

localizada e a sistémica, na qual ha lesdo de 6rgaos internos.

Esclerodermia Localizada
Este grupo compreende as formas: linear, golpe de sabre e morfea
localizada e generalizada (13).

e Esclerodermia linear: mais comum na infancia, causando

espessamento da pele e subcutaneo no trajeto de um derméatomo
(14).

e Esclerodermia golpe de sabre: um subtipo da linear e recebeu esse

nome devido ao aspecto da lesdo dermatolégica (15).

e Morfea: dividida em forma localizada e generalizada, em ambas a
pele esclerdtica surge em regides do tronco e dos membros onde
antes havia pele normal. O que difere as duas formas é a extensao
das lesGes dermatoldgicas, na localizada sdo pequenas placas

isoladas de pele esclerdtica, e na generalizada os focos de pele



alterada estdo espalhados por todo o corpo, o que pode mimetizar a
ES. A morfea generalizada poupa as méos e face e ndo causa danos
em vasos e 0rgaos internos como a ES, mas por lesar tanto a pele
algumas vezes faz-se necessario 0 uso de imunossupressores e

drogas antifibroticas (16).

Esclerose Sistémica
Classifica-se como ES quando coexistem a esclerose extensa da pele
e 0 acometimento de 6rgaos internos (17).
Os subtipos de ES sao:
e ES difusa
e ES limitada

e ES sem escleroderma: forma rara, caracterizada por vasculopatia e

fibrose de érgédos internos sem endurecimento da pele (18,19)

e ES ambiental: esclerodermia difusa apds exposicdo a agentes

agressores ambientais como solventes organicos, pesticidas e resinas
epoxi.

e Overlap syndrome: quando a ES coexiste com outras doencas

reumatolégicas tais como o0 ldpus eritematoso sistémico,

dermatomiosite ou artrite reumatoide.

As formas mais comuns sdo a difusa e a limitada, que séao
diferenciadas pela extensédo da esclerose da pele e pelo tipo de leséo dos

orgaos alvo.



Na ES limitada a esclerodermia esta restrita as maos, face e regiado
cervical, alétm de estar associada a sindrome de CREST, nome este
decorrente das iniciais de: Calcinose da pele, fenbmeno de Raynaud,
Es6fago com dismotilidade, eSclerodactilia, e Telangiectasias. Outra
alteracdo caracteristica € a intensa anormalidade da capilaroscopia ungueal
(15,20).

Faz-se o diagnéstico da forma difusa através da extensa esclerose da
pele, acometendo as porcdes proximais dos membros bem como ombros,
abdome, tronco, e geralmente poupando o dorso. Neste tipo observa-se
também uma incidéncia maior de lesédo grave de 6rgdos como o rim, coracao

e pulmao, o que piora o progndstico (21).



1.4 Diagnostico

A associacéo americana de reumatologia (ARA) em 1980 estabeleceu

critérios diagnosticos que sédo usados até hoje:

Critério Maior

1. Esclerose da pele proximal as articulacbes metacarpofalangeanas
e/ou metatarsofalangeanas.

Critérios Menores

1. Esclerodactilia: esclerose cutanea distal as  articulacdes
metacarpofalangeanas e/ou metatarsofalangeanas.
2. Perda de tecido ou cicatrizes escavadas nas pontas dos dedos.

3. Fibrose pulmonar bibasal.

O diagndstico de ES é firmado pela presenca de um critério maior ou
de dois menores, sendo a sensibilidade destes critérios diagnosticos de 97%
e a especificidade de 98% (17).

Em 1986 Fitzgerald e cols sugeriram a inclusdo de mais um critério
menor que é a capilaroscopia ungueal com altera¢gdes tipicas da doenca,
aumentando deste modo a sensibilidade do diagnéstico para as formas
limitadas e precoces da ES (22).

Em seguida Lonzetti e cols comprovaram o valor deste novo critério, e

incluiram mais um para o diagnéstico de ES limitada que € a presenca do

anticorpo anticentromero (15).



1.5 AutoAnticorpos

Os anticorpos antinucleares (ANA) estdo presentes em cerca de 90%
dos pacientes com ES. Dentre os anticorpos especificos da doenca o anti-
topoisomerase | (anti Scl-70) € encontrado em 20 a 40% dos casos, com
maior frequéncia (82%) na forma cutédnea difusa e nos acometimentos
pulmonares intersticiais (17,20). O outro anticorpo € o anti-centrémero,
diagnosticado em 70 a 80% dos pacientes, sendo que apenas 1% dos
portadores tem a forma cutanea difusa. E raro, mas alguns pacientes podem
ter os dois autoanticorpos positivos.

Outros autoanticorpos séo: o anti-U3RNP (anti-fibrilarina), anti-ThRNP
e anti-RNA polimerase | e Ill. O anti-U3RNP é mais frequente nos pacientes
nao caucasianos, e ndo se correlaciona com nenhuma forma da doenca. Os
anticorpos anti-ThRNP sdo os mais raros dos trés descritos. Os anti-RNA

polimerase sdo mais comuns na forma cutanea difusa (19).



1.6 Manifestacdes Clinicas

CUTANEA

A alteracdo tipica e que origina o nome da doenca é o endurecimento
da pele, variando bastante em relacéo a extensao e a intensidade. A face, as
maos e os dedos geralmente sdo os primeiros locais atingidos.

O escore de Rodnan modificado, bastante usado em ensaios clinicos,
avalia 17 areas do corpo e o grau de envolvimento da pele, sendo 0 (zero)
atribuido ao normal e 3 (trés) a lesdo mais intensa (23).

Além da esclerose da pele pode ocorrer: edema e prurido nas fases
iniciais, Ulceras digitais, telangiectasias, calcinose e perda de subcutaneo

das pontas dos dedos.

OSTEOARTICULAR

7

A artralgia com edema das maos € um sintoma precoce da ES,
principalmente na forma cutdnea difusa. Outras alteracbes quase que
exclusivas da forma difusa sao: o atrito tendineo e a sindrome do tunel do
carpo. Alguns autores sugerem o atrito tendineo como marcador de doenca
grave ou de lesédo de 6rgao interno.

A verdadeira artrite inflamatéria € rara na ES. As contraturas dos
dedos sdo devido a fibrose em torno dos tendBes e estruturas
periarticulares. Se houver destruicdo articular deve-se investigar a

associacado com artrite reumatoide (overlap syndrome).
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VASCULAR

e Fendmeno de Raynaud

A alteragdo vascular mais comum e tipica da ES, devido a um
espasmo das artérias de pequeno e médio calibre, desencadeado por frio ou
stress. Os vasos mais atingidos sao os digitais, mas o evento pode ocorrer
também nos pododactilos, lingua, orelhas e nariz. A vasoconstricdo causa
mudanca na coloracdo da pele, que fica palida (branco), apds cianética
(azul) e por ultimo com hiperemia (vermelho) por causa da reperfusédo (24).
Esse fenbmeno € reversivel, no entanto, apds inumeros episodios, ha uma
tendéncia a mudancas estruturais nos vasos de pequeno calibre diminuindo
permanentemente o fluxo sanguineo das maos, causando ulceracdo e
infarto digital em 25 a 39% dos casos (25). Nos pacientes com doenca
cutanea limitada o fendbmeno de Raynaud geralmente precede por anos os
outros sintomas da doenca, diferente da forma cutanea difusa, em que o
fenbmeno aparece concomitante ou até apO0s as alteracbes de pele e
osteoarticulares (26).

e Alteracéo de capilares ungueais

Apesar de afetar vasos de grande calibre, a vasculopatia da ES é
predominantemente da microcirculagéo, isto é, capilares e arteriolas (27).

A capilaroscopia ungueal € um exame muito usado para diferenciar a
ES e outras doencas do tecido conectivo com sintomas de esclerodermia do
fendbmeno de Raynaud priméario, ou seja, aquele que nédo esta relacionado a
doenca reumatologica (28). Além de diagnostico, este exame pode ser

utilizado como marcador de atividade e gravidade da doenca (29). O achado
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tipico da capilaroscopia na ES € o alargamento das alcas dos capilares
ungueais e areas avascularizadas em seu entorno (30).

e Telangiectasias

Outra alteragdo da microvasculatura caracteristica da ES sdo as
telangiectasias, que se formam através de dilatacdes das vénulas pés
capilares, sem indicio de inflamacado ou neovascularizacao (31). No inicio da
ES surge com maior freqiéncia na forma cutanea limitada, porém na doenca
avancada esta presente nas duas formas (27). Observou-se proliferacao
endotelial aumentada nos vasos com telangiectasias através do estudo da
pele de portadores de ES (32).

e Vasculopatia Sistémica

Todos os o6rgdos alvo da ES apresentam algum tipo de injdria
vascular.

No rim pode ocorrer a crise renal esclerodérmica que é a associacao
de hipertensdo arterial maligna e insuficiéncia renal aguda, decorrente de
vasoespasmo renal e doenca das artérias renais interlobulares (33).

No trato gastrointestinal suspeita-se de injuria  vascular
desencadeando disfuncdo neurogénica, dismotilidade intestinal, perda de
musculo liso das paredes intestinais e fibrose tecidual (34).

No coracdo ha evidéncia de doenca microvascular gerando eventos
isquémicos e necrose tecidual, ambos devido a oclusdo arterial ou
vasoespamo intermitente, o qual também €& descrito como fenémeno de

Raynaud intramiocardico (35,36).
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A disfuncéo erétil € uma complicacdo comum decorrente da doenca
microvascular e fibrose tecidual (37).
No pulmdo também ocorre injuria vascular, sendo a hipertensao

arterial pulmonar uma das complicacdes da ES (38).

CARDIACO

As alteracbes cardiacas mais comuns na ES sdo secundarias a
hipertensdo arterial sistémica ou pulmonar. As lesGes primarias sao:
arritmias e disturbios do sistema de conducao, fibrose miocardica, miocardite
associada a miosite, insuficiéncia cardiaca, pericardite e derrame pericardico
(39).

Os pacientes que apresentam cardiopatia sintomatica devido a ES
tém pior progndstico (39).

As arritmias e os disturbios do sistema de conducdo sdo comuns,
visto que a palpitacdo é a queixa cardiolégica mais comum dos portadores
de ES. Geralmente acontecem apds fibrose miocardica e do sistema de
condugéo (40). Alguns pacientes tém morte subita e a arritmia ventricular
fatal € a principal causa.

A fibrose miocéardica focal é bastante caracteristica da ES, pois
acontece devido a episddios frequentes de espasmo das coronarias de
pequeno calibre, e com isso é facilmente diferenciada daguela decorrente de

doenca aterosclerética coronéria. A fibrose pode ocasionar tanto disfuncéo

ventricular sistélica quanto diastolica (41).
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O derrame pericardico € marcador de atividade e/ou doenca grave.
Existe evidéncia no pos morten de acometimento pericardico em 70 a 80%
dos pacientes, ja a pericardite sintomatica ocorre no maximo em 20% dos
casos. Ha uma associacado entre derrame pericardico e insuficiéncia renal

aguda (39).

RENAL

Através de autopsia observou-se algum grau de lesdo renal em pelo
menos 60 a 80% dos pacientes com ES forma cutanea difusa (42). As
alteracdes mais comuns sdo: proteinuria, elevacéo leve da creatinina sérica,
e hipertensao, outro acometimento menos freqiente e mais grave € a crise
renal esclerodérmica (43).

A nefropatia causada pela ES era a principal causa de morte destes
pacientes antes dos anos 80. Com a introducédo das drogas inibidoras da
enzima de conversdo da angiotensina (IECA) houve uma melhora
significativa no progndstico da crise renal esclerodérmica, com aumento da
sobrevivéncia em 1 ano de 15% para 76% (44).

Como ja foi descrito previamente a crise renal esclerodérmica é a
associacdo de hipertensdo arterial maligna e insuficiéncia renal aguda,
acontecendo com mais freqiéncia na forma cutanea difusa e durante os
quatro anos iniciais da doenca (33,45). Existem situagbes que tornam a

nefropatia mais grave, como a idade avancada, creatinina sérica maior ou
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igual a 3mg/dL, o descontrole da presséo arterial sistémica e a presenca de

insuficiéncia cardiaca (44).

GASTROINTESTINAL

Qualquer porcédo do tubo digestivo pode ser acometida pela ES, e
isso ocorre na grande maioria dos pacientes (90%) independente da forma
da doenca, tanto a cutanea limitada quanto a difusa. O 6rgdo mais afetado é
o esb6fago, acontecendo em 50 a 80% dos casos (46), e a alteracdo mais
comum € o refluxo gastroesofagico. O refluxo crénico pode causar esofagite
e ulceracbes, e posteriormente hipomotilidade esofagica além de
incompeténcia do esfincter inferior do eséfago, problemas que geram
disfagia, estase de alimentos no es6fago, e nos casos mais intensos a
aspiracdo deste contetdo para a traquéia e brénquios (47). O prejuizo na
motilidade esofagica favorece a proliferacéo fangica, e por isso a candidiase
esofégica ndo é tao rara (48).

Outras afecgcbes sao a gastroparesia, dilatacdo e hipomotilidade
intestinal, podendo causar distensdo abdominal, flatuléncia, nauseas e

diarréia.
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NEUROMUSCULAR

Recentemente observou-se que o envolvimento neurolégico nao € tao
raro, as manifestacdes mais freqlentes sdo: miopatia, neuropatia periférica,

mielopatia e doenca cerebrovascular (48).

ONCOLOGIA

Alguns autores sugerem a associacdo da ES com risco elevado de
neoplasia, e o cancer de pulmdo parece ser 0 mais comum, mas esta
possivel ligacdo ainda nao foi confirmada devido ao pequeno numero de

pacientes nos estudos (38).
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1.7 Esclerose Sistémica e Pulmao

Aproximadamente 2/3 dos portadores de ES apresentam algum grau
de doenca pulmonar. O pulméo é o segundo 6rgdo interno mais afetado,
ficando atras apenas do es6fago, e atualmente é a principal causa de morte
na ES (50).

Existem duas alteracdes principais: a doenca intersticial também
conhecida como alveolite fibrosante (51), e a doenca vascular, sendo a
hipertensédo arterial pulmonar a manifestacdo mais comum. Além destes
acometimentos 0s outros, menos comuns, Sao:

e Pneumonia aspirativa: decorrente do refluxo gastroesofagico e

alteracdo da motilidade esofagica com estase alimentar.

e Bronquiectasias: ficaram mais evidentes apés o0 advento da

tomografia de térax de alta resolucéo.

e Pneumonite por droga: alguns imunomoduladores podem lesar o

pulmao.

e Derrame pleural: ocorre em menos de 10% dos pacientes e

geralmente é pouco sintomatico (52).
e Neoplasia: os portadores da forma cutanea difusa tém risco

aumentado de desenvolver cancer pulmonar.
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1.8 Doenca Intersticial

Histopatologia

Observou-se, através de biopsia pulmonar, que o padréo histolégico
presente em mais de 70% dos casos € o de pneumonite intersticial ndo
usual (NSIP), seguido de pneumonite intersticial usual (UIP) e pulmao
terminal (end stage lung) (53).

A fisiopatologia ainda ndo é totalmente clara, mas € certo que ha uma
juncdo de acontecimentos como inflamacdo, destruicdo e fibrose
desencadeando as lesbes dos orgaos. Na fase de reparacédo ha liberacdo
principalmente de IL-4, que estimula a sintese de colageno e a proliferacao
de fibroblastos. Outro evento muito importante é o stress oxidativo
danificando células e estimulando novamente o processo de cicatrizacao
(54).

A fibrose pulmonar esta associada com a presenca do anticorpo anti-
topoisomerase | (Scl-70) e incidéncia aumentada da MHC classe Il

DR3/DR52.

Manifestacao Clinica

No inicio da doenca intersticial os pacientes geralmente sao
assintomaticos, com a progressdo da doenca podem sentir dispnéia, tosse
seca e limitacao aos esforcos fisicos.

Na ausculta pulmonar € comum estertores crepitantes em “velcro” nas

bases.
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No estagio final da doenca intersticial pode haver cianose e sinais de

cor pulmonale (55).

Métodos Diagndsticos

A tomografia de torax de alta resolucdo tem sensibilidade elevada
para deteccdo de pneumopatia intersticial. O achado mais comum € o vidro
fosco subpleural, bilateral e basal (56). Com a evolu¢do do quadro surgem
as bronquiectasias de tracdo e faveolamento.

A prova de funcdo pulmonar com medida da capacidade de difusédo
através do monoxido de carbono (DLCO) é, além da tomografia, outro
exame imprescindivel no diagnostico e durante o acompanhamento da
doenca. Ela tem utilidades importantes, como a de definir a intensidade do
acometimento da funcdo pulmonar, avaliar resposta terapéutica e
progressdo da doenca. A primeira alteracdo funcional é a reducdo da
capacidade de difusdo, presente em 70% dos pacientes portadores de
intersticiopatia (57). Os resultados tipicos sé@o a reducédo da CPT e volumes
pulmonares caracterizando um disturbio ventilatorio restritivo, e a reducéo
significativa da DLCO (55,57), mostrando que a principal mudanca ocorre na
membrana alvéolo-capilar. A perda de capacidade de difusdo se
correlaciona com os achados tomograficos e € sinal de pior prognéstico (57).
A queda mais acentudada da CVF ocorre nos primeiros trés anos da

doenca, mostrando que a inflamacéo e a fibrose pulmonar surgem cedo.
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O teste de caminhada de 6 minutos também é uatil para mostrar
comprometimento da troca gasosa, mas em alguns pacientes sua realizacao
€ prejudicada devido ao fenbmeno de Raynaud.

A bidpsia pulmonar ndo € necessaria para que o diagnoéstico de
doenca intersticial seja firmado, a tomografia e a prova de funcdo pulmonar
sao suficientes. Seu valor progndéstico também é questionavel. Em estudo
histopatolégico observou-se que 76% dos casos eram de NSIP e 11%
tinham padrédo de UIP, no entanto, esse achado nao se refletiu no tempo de
sobrevida em 5 anos, ja que ndo houve diferenca significativa entre os dois

tipos histologicos (53).

Prognéstico

A presenca da doenca intersticial implica em aumento da mortalidade
para os portadores. Marcadores de pior progndstico sdo a baixa capacidade
de difusdo de CO e a queda abrupta da DLCO em 3 anos. Um estudo
retrospectivo com 953 pacientes mostrou que os portadores de doenca
intersticial grave tinham sobrevida em 9 anos de apenas 30%, enquanto 0s
gue nao apresentavam nenhum acometimento grave de 6rgdo interno

tinham 72% (58).
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1.9 Doenca Vascular

Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP)

A principal alteracéo vascular no pulméo causada pela ES é a HAP,
definida como pressdo média de artéria pulmonar em repouso maior ou igual
a 25mmHg, medida através da cateterizacdo do coracdo direito (59). Ela
pode ocorrer isolada ou associada a doenca intersticial.

A prevaléncia varia de acordo com o estudo e principalmente com o
meétodo de deteccdo, mas estima-se que ocorra em torno de 10 a 15% dos
pacientes com ES, confirmado com cateterismo direito (60).

Dados dos EUA sugerem gque a HAP idiopatica € duas vezes mais
comumdo que a HAP da ES, surgindo a hipétese de que alguns diagndésticos

de HAP néo estejam sendo feitos nos portadores de ES (61).

Manifestacao Clinica

No comeco 0s pacientes sdo assintomaticos, com a evolu¢do da
doenca a principal queixa € a dispnéia progressiva aos esfor¢os, outros
sintomas mais raros sdo: a dor toracica, a pré-sincope ou sincope. Ao
exame fisico pode haver uma proeminéncia sonora da segunda bulha devido
ao componente pulmonar (P2), sopro da regurgitacdo tricuspide, e sinais

clinicos de cor pulmonale.
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Métodos Diagndsticos

A radiografia de térax quando alterada tem aumento dos hilos
pulmonares com sinal de oliguemia bilateral.

Se houver apenas doenca vascular a tomografia de térax sera quase
normal, apenas com o calibre da artéria pulmonar acima do normal e o
parénquima sem alteracdes.

A prova de funcdo pulmonar é um excelente exame, pois sugere 0
diagnéstico e o prognéstico também. A alteracdo encontrada € bem
caracteristica de HAP de qualquer etiologia, que é uma importante queda da
capacidade de difusdo com preservacdo dos volumes pulmonares.
Individuos com DLCO < 50% do previsto tém pior progndstico, e aqueles
com valor < 25% do previsto tem em média um ano de expectativa de vida
(62).

O ecocardiograma é um exame imprescindivel, pois através dele pode
ser estimada a presséo da artéria pulmonar, se houver refluxo tricaspide. Um
estudo comparou o ecocardiograma com 0O cateterismo, considerado o
exame padrdao ouro, e observou-se que 0 ecocardiograma apresenta
sensibilidade de 47% e especificidade de 97% (63).

O cateterismo das camaras direitas € o exame padrdo ouro para
determinar a pressao arterial pulmonar, porém por ser invasivo e usar
contraste ndo esta indicado para todos 0s pacientes, apenas para 0S que
apresentam disfungdo ou dilatacdo ventricular direita, ou que tem risco

elevado de desenvolver a doenga, mas o ecocardiograma foi duvidoso (64).
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Outro exame ndo invasivo é a dosagem sérica do NT-proBNP (N
terminal pro-brain natriuretic peptide), que se correlacionou com a gravidade
da doenca, bem como preditor de sobrevida na HAP idiopatica. Alguns
estudos mostraram que o NT-proBNP na ES pode predizer o aparecimento

da HAP, e a sobrevida destes pacientes (65).

Prognéstico

Pacientes com HAP pela ES tem resposta a terapia e evolugéo piores
do que os portadores de HAP idiopatica (64). Os motivos dessa diferenca
ainda sdo desconhecidos, mas algumas hip6teses foram sugeridas como
uma resposta autoimune, celular e inflamatéria mais intensa na ES, a
presenca de comorbidades na ES como a cardiopatia e o acometimento
intersticial, e a deficiéncia dos métodos para avaliar melhora clinica e
resposta terapéutica da HAP pela ES (66). Portanto, o progndéstico dos
pacientes com ES, que desenvolvem HAP, ainda é muito sombrio, com

taxas de mortalidade elevadas.
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1.10 Patologia Vascular e Esclerose Sistémica

Apesar de ndo ser uma teoria totalmente comprovada, alguns estudos
sugerem a possivel fisiopatologia responsavel pela lesdo vascular na
esclerose sistémcia.

Suspeita-se de ativacdo das células endoteliais da microvasculatura
levando a: disfuncdo celular, expressdo de moléculas de adesao,
recrutamento leucocitario, adesdo e ativacdo plaquetaria e infiltracao
perivascular com exsudato.

A camada intima do vaso se torna espessa, devido a proliferacéao
local dos miofibroblastos, que foram estimulados pelos fatores de
crescimento tecidual, stress oxidativo e imunomediadores. Normalmente o
aumento da camada intima causa a reducdo do lumen do vaso, 0 que
diminui o fluxo sanguineo local. Outros fatores que podem contribuir para o
estreitamento da luz do vaso é o desequilibrio entre a coagulacdo, que
encontra-se hiperestimulada, e a fibrindlise reduzida.

A disfuncao endotelial gera um aumento dos fatores vasoconstritores,
como a endotelina-1, e reducdo dos vasodilatadores: oxido nitrico (NO) e
prostaciclina.

Ha uma diminuicdo da sensibilidade dos nervos sensoriais aos
peptideos dilatadores, e os adrenoreceptores azc (azc — AR) da musculatura
lisa vascular ficam mais sensiveis ao estimulo vasoconstritor do frio e do

stress.
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Episodios consecutivos de vasoespasmo intenso levam a oclusédo da
microcirculacdo com injaria tecidual pela isquemia-reperfusdo constante e
producado de espécies reativas de oxigénio (ROS) (67).

Ainda ndo se sabe se a lesdo endotelial € responsavel por toda a
cascata de eventos, e nem 0 mecanismo da injuria celular, seréo

necessarios novos estudos para elucidar essas questées.



2. HIPOTESE
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Presenca de lesao e ativacdo endotelial das artérias pulmonares de
pequeno e meédio calibre na ES que poderao ser avaliadas através do
microscopio confocal de varredura a laser e da quantificagcdo das moléculas
de adeséo intercelular - 1 (ICAM-1) e molécula de adesao da célula vascular

-1 (VCAM-1).



3. OBJETIVO
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Avaliar a parede das artérias pulmonares de pequeno e médio calibre
de pacientes portadores de ES, através do microscopio confocal de
varredura a laser e da quantificacdo das moléculas de adeséo: ICAM-1, e
VCAM-1, comparando em seguida com as artérias de pulmdes normais

(controles).



4. METODOS
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Neste estudo quantitativo e controlado foram analisadas 40 artérias
pulmonares de pacientes submetidas a biopsia pulmonar a céu aberto, que
realizam acompanhamento clinico na disciplina de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade de S&o Paulo, e que tem diagnostico
confirmado de ES de acordo com os critérios estabelecidos pela Associacao
Americana de Reumatologia (ARA) (17).

Obtivemos as informacdes médicas destas pacientes, como: idade,
evolucdo clinica, exames laboratoriais inclusive os soroldgicos, tomografia
computadorizada de térax, provas de funcdo pulmonar e ecocardiograma,
através da andlise dos prontuarios eletrénicos das mesmas, que estdo no
sistema de dados da disciplina de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade de S&o Paulo.

Para a comparacdo das artérias analisadas com 0 microscépio
confocal, foram usadas 16 artérias controles provenientes de pulmdes
normais de pacientes submetidos a necropsia, € que nao tiveram como
causa do Obito problemas pulmonares. Estes controles foram usados
previamente na Tese de Doutorado de Alfredo Santana, que avaliou através
do microscopio confocal a laser as artérias de pacientes com Granulomatose
de Wegener (68).

Todo o preparo das laminas foi realizado no Laboratério de
Investigagdo Meédica 05 (LIM 05) do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina da USP (FMUSP).
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Foram realizados cortes de 20 um de espessura nos blocos de
parafina, os quais tiveram que ser desparafinados e aquecidos em citrato a
10mM e pH=6,0. Em seguida foi usado o anticorpo monoclonal de rato anti-
célula endotelial humana (marcador de antigeno CD 34 — Novocastra
Laboratories) na diluicdo de 1/400, com o objetivo de marcar o endotélio
vascular. Outro anticorpo usado neste momento como anticorpo secundario,
foi o anticorpo monoclonal de rato conjugado com isémero de isocianato de
fluoresceina (FITC) na diluicdo 1/40.

A andlise do tecido foi feita através do microscépio confocal de
varredura a laser do tipo ZEISS LSM 510 Meta, localizado no 9° andar do
Instituto do Coracao — InCor.

Em cada lamina buscavamos artérias marcadas com o anticorpo anti-
CD34. O método usado era o de percorrer o tecido pulmonar a partir do
centro em direcdo a periferia fazendo movimentos em espiral. As imagens
selecionadas foram gravadas para posterior analise e medicao.

As medidas das artérias foram feitas através do programa Zeiss-LSM
Image Browser, que pode ser obtido gratuitamente pelo site da empresa
Carl-Zeiss (69). O programa fornece ferramentas para selecionar, fotografar
e medir. Ao utilizar retas pode-se quantificar o didmetro, e ao circundar o
vaso obtém-se o perimetro externo, o interno, a area total do vaso e a area
do liumen. Quando o usuario termina de desenhar a reta ou circundar a
estrutura desejada, o programa fornece automaticamente as medidas em

um e umz2 (figura 2 e 3).
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Como o objetivo do trabalho foi o de analisar artérias de pequeno e
meédio calibre, foram selecionadas apenas as que tinham diametro externo
entre 20 um e 300 pm. Outro critério de selecédo usado foi a relacéo entre o
menor e maior diametro externo de até 0,6, para nos certificarmos de que o
vaso escolhido teve seu corte no eixo transversal.

Através do programa foram obtidas as medidas do perimetro externo
(PE) e perimetro interno (PI) em um, da area total do vaso (ATV) e da area
do limen (AL) em um2. Em seguida subtraimos a AL da ATV (ATV — AL), e
calculamos a relacdo entre a AL e ATV [(AL/ATV) x 100]. Todas as medidas
das artérias provenientes das pacientes com ES foram comparadas com as

medidas das artérias controles.

Figura 1. Sistema de microscopia confocal a laser.




Figura 2. Foto da artéria do grupo ES vista através do

microscopio confocal a laser.
(Demonstracdo do programa LSM Browser fornecendo as medidas:

diametro externo, ATV, didmetro interno e AL)
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Figura 3. Fotos da artéria do grupo controle vista através do
microscopio confocal a laser.
(Demonstracdo do programa LSM Browser medindo os diametros

externo (A) e interno (B) da artéria)
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Analise imunohistoquimica para I-CAM-1 e V-CAM-1

Para a realizacdo da imunohistoquimica os blocos foram submetidos
a cortes de 3um de espessura e montados sobre laminas de microscopia
salinizadas, as quais foram desparafinadas. ApOs este procedimento, o
tecido foi hidratado para a recuperacao antigénica.

Em seguida foi feito o bloqueio das peroxidases enddgenas e de sitios
inespecificos, para finalmente realizar a adicdo de anticorpos primarios
ICAM-1 (NCL-CD54-307 - ICAM monoclonal de camundongo, clone 23G12,
Laboratdrio Leica Biosystems - Divisdo Novocastra, New Castle, Inglaterra) e
VCAM-1 (E-10 sc-13160, monoclonal de camundongo, Laboratorio Santa
Cruz biotechnology, California, USA), cada um em uma lamina pré-
processada e incubada over-night a temperatura de 4° a 8°C.

Utilizou-se o sistema de amplificacdo e revelacdo dos anticorpos.
Para cada marcador houve um controle positivo e um negativo.

Todos os controles foram processados simultaneamente aos casos.

Percorreu-se o tecido pulmonar em busca de vasos a partir do centro
em diregdo a periferia fazendo movimentos em espiral. Em cada das sete
laminas dos casos e as duas dos controles analisamos dez campos.

Para determinar os indices de expressao dos antigenos foi usada a
técnica de point-counting, através de um reticulo contendo 100 pontos e
cinqienta retas (70). Verificou-se o grau de expressdo dos diferentes
marcadores pelo endotélio dos vasos de pequeno e médio calibre através do

aumento de 400 vezes do microscopio.
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Para corrigir os dados, tendo em vista as diferencas de expansao dos
tecidos das bidpsias estudadas, ndo foram considerados os pontos que nao
incidiram em area solida.

Os valores foram expressos em porcentagem de pontos positivos
sobre o endotélio pelo total de pontos nos vasos, segundo a formula:
PPONTOS = (Pi x 100)/ PVASOS
Onde:

PPONTOS: porcentagem corrigida de pontos marcados
Pi: nimero de pontos que incidiram sobre a positividade do marcador imuno-
histoquimico

PVASOS: total de pontos que incidiram sobre 0s vasos.

A PPONTOS dos casos e controles, tanto do I-CAM-1 quanto V-CAM-
1, surgiu a partir da soma dos resultados Pi e PVASOS dos 10 campos

analisados.



Figura 4. Foto da imunohistoquimica — ICAM-1 do grupo ES.
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Figura 6. Foto da imunohistoquimica — VCAM-1 do grupo ES.
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Figura 8. Foto da imunohistoquimica — ICAM-1 do grupo controle.
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5. ANALISE
ESTATISTICA
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Para a analise estatistica foi utilizado o programa estatistico SPSS
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Os resultados foram expressos como média *
desvio padrdo para as variaveis continuas. As variaveis categoricas foram
expressas em percentuais. Foi utilizado o teste de Wilcoxon signed-rank,
teste de hipoteses ndo-paramétricos e ndo-pareados para dados ordinais,
sendo usado para dados obtidos a partir de medidas repetidas e de
desenhos com dados emparelhados. Para as variaveis categoricas utilizou-
se o teste exato de Fisher. Considerou-se p < 0,05 como significancia

estatistica.



6. RESULTADOS
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Observamos através da média da ATV do grupo ES e do grupo
controle, que as artérias analisadas do grupo ES sdo menores do que as do
grupo controle: 18082,46 um2 + 14351 com minimo de 3453,65 um? e
maximo de 63890,35 um?2 da ES, e 32970,22 um?2 £ 11356 com minimo de
17689,50 pm2 e maximo de 59227,84 umz2 do controle, p = 0,026 (tabelalA,
1B, 2 e 5). Apesar da significancia estatistica, as artérias selecionadas
apresentam diametros externos entre 20 um e 300 um, garantindo a analise
de artérias de pequeno e médio calibre.

A AL também é significativamente menor no grupo ES: 6842,57 um?2 £
6836 com minimo de 1155,46 um2 e maximo de 35393,32 um2 da ES, e
24707,08 um2 + 8717 com minimo de 14294,97 um2 e maximo de 45659,25
um?2 do controle, p = 0,003 (tabela 1A, 1B, 2 e 5). A diferenca entre os dois
grupos é maior na AL do que na ATV, sugerindo que o espessamento das
camadas das artérias na ES pode ser responsavel pela menor AL deste
grupo.

A suspeita de que as artérias na ES estdo mais inflamadas e por isso
apresentam aumento da espessura de suas camadas, é confirmada através
dos valores obtidos com as operagdes: ATV — AL e AL/ATV x 100.

A diferenca entre a ATV e a AL foi maior no grupo ES: 11239,89 pum?
+ 9153 com minimo de 1631,61 um2 e maximo de 41983,96 um2 da ES, e
8263,14 uym2 + 3934 com minimo de 3394,53 um2 e maximo de 16590,36
pum2 do controle, p = 0,048 (tabela 3A, 3B, 4 e 5).

A relacdo AL/ATV x 100 foi significativamente menor no grupo ES do

gue no controle: 38,36% + 15% com minimo de 7,58% e maximo de 62,95%
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da ES, e 75,44% = 7% com minimo de 56,05% e maximo de 81,90% do
controle, p < 0,0001 (tabela 3A, 3B, 4 e 5).

Outro achado foi o da intensa variacdo da AL do grupo ES, que néo
esta presente no grupo controle, corroborando a hipétese de acometimento
das artérias pulmonares na ES, com inflamacéo, infiltracdo celular em suas
camadas, ativacdo endotelial e tardiamente fibrose. Talvez tenhamos
visualizado artérias do grupo ES em diferentes estagios de acometimento, e

por isso a intensa variacéo da AL.



Tabela 1A. Areas das artérias do grupo ES (em pm2).

Paciente Area Total do Vaso Areado Lumen

15.250,92 1.155,46
15.293,63 3.336,24
? 20.679,87 6.882,91
17.981,91 3.963,41
15.241,66 3.460,04

16.112,44 9.564,06
4

63.890,35 35.393,32

40.823,66 7.509,20

16.519,99 9.682,49
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Tabela 1B. Areas das artérias do grupo ES (em pm2).

Paciente Area Total do Vaso Areado Lumen
15.127,67 5643,87
6
20.097,59 10.713,47
8.121,20 2.019,23

8.696,00 5.473,81
8

6.625,65 1.318,54

13.021,83 3.041,79

4.277,08 1.794,23
61.435,91 19.451,95
10 15.518,78 7.924,54
9.049,80 4.463,03

8.073,26 2.941,57




Tabela 2. Areas das artérias do grupo Controle (em pm?2).
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Paciente

2C

4C

Area Total do Vaso

29898,45
24795,34
20058,94
59227,84

37955,05

26682,97
37747,85
32684,22

23323,02
18799,99
16427,72
45659,25

23663,10
20780,07
21157,49
23104,92

Areado Lamen




Tabela 3A. Dados da ATV - AL (em pm?) e AL/ATV x 100 (em %)
do grupo ES.

Paciente ATV - AL AL/ATV x 100

14.095,46 7,58
11.957,39 21,81
? 13.796,96 33,28
14.018,50 22,04
11.781,62 22,70

6.548,38 59,36
4

28.497,03 55,40

33.314,46 18,39

6.837,50 58,61
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Tabela 3B. Dados da ATV - AL (em um?) e AL/ATV x 100 (em %)
do grupo ES.

Paciente ATV - AL AL/ATV x 100
9.483,80 37,31
6
9.384,12 53,31
6.101,97 24 .86

3.222,19 62,95
8

5.307,11 19,90

9.980,04 23,36

2.482,85 41,95

41.983,96 31,66
10

7.594,24 51,06

4.586,77 49,32

5.131,69 36,44
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Tabela 4. Dados da ATV - AL (em pum?) e AL/ATV x 100 (em %) do
grupo Controle.

Paciente ATV - AL AL/ATV x 100

6575,43 78,00
2C

5995,35 75,82

3631,22 81,89

13568,59 77,09

14291,95 62,34
4C

5902,90 77,87

16590,36 56,04

9579,30 70,69




o1

Tabela 5. Média, desvio-padrao, valor minimo e maximo das

areas e relacdes da ES e grupo Controle.

Média Desvio- Minimo Maximo
padréo
ATV (um?) 18082,45 + 14351,50 3453,65 63890,35
ES
AL (um?2) 6842,57 + 6836,88 1155,46 35393,32
ES
ATV — AL
(uUm?) 11239,88 + 9153,07 1631,61 41983,96
ES
AL/ATV x
100 (%) 38,51 + 14,77 7,58 62,95
ES
ATV (um?) 32970,22 + 11356,98 17689,50 59227.,84
Controle
AL (um?2) 24707,08 +8717,87 14294,97 45659,25
Controle
ATV - AL
(uUm?) 8263,14 + 3934,32 3394,53 16590,36
Controle
AL/ATV x
100 (%) 75,44 + 7,10 56,05 81,90

Controle
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Tabela 6. Dados das pacientes com ES submetidas a biépsia.

Paciente Idade da PFP PSAP Bidpsia
bidpsia (anos) (% do previsto) (mmHg)
1 41 CVF = 72% 41 NSIP
VEF1 =77%
CPT = 75%
DLCO =72%
2 48 CVF =53% 80 NSIP
VEF1 = 61%
CPT =70%
DLCO = 32%
3 37 CVF = 48% sem sinais de Fibrose
VEF1 = 58% HAP pulmonar
CPT =58%
DLCO =74%
4 38 CVF = 69% 47 NSIP
VEF1 = 75%
5 40 CVF = 75% FE 0,73 NSIP
VEF1 =82% sem sinais de
CPT = 76% HAP
DLCO = 70%
6 35 CVF = 70% 54 NSIP
VEF1 =78%
CPT =72%
DLCO=77%
7 50 CVF = 79% sem sinais de ulP
VEF1 = 84% HAP incipiente
8 45 CVF =61% FE 0,74 sem Fibrose
VEF1 =67% sinais de centro
CPT = 68% HAP. lobular
DLCO =34% Insuficiéncia
mitral leve
9 46 CVF 38% FE 0,67 ulIP
VEF1 42% alteracdo da
complacéncia
10 45 CVF 72% sem sinais de NSIP
VEF1 86% HAP
CPT 74%
DLCO 75%

(FE: fracdo de ejecdo, HAP: hipertenséao arterial pulmonar, NSIP: pneumonia intersticial ndo
especifica, UIP: pneumonia intersticial usual)
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Gréafico 1. Area Total do Vaso dos grupos ES e Controle (em um?)
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Gréfico 2. Area do Lamen dos grupos ES e Controle (em pm?2)
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Gréafico 3. ATV - AL dos grupos ES e Controle (em pm?2)
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Grafico 4. AL/ATV x 100 dos grupos ES e Controle (em %)
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POSITIVO | NEGATIVO

VASO

CAMPO

10

10

10

10

Tabela 7. Resultado das contagens da expressao de ICAM nos vasos

do grupo ES.

LAMINA

1-5906580B

2-5171644C

3-5580200B

4-4983700D




Continuacéo tabela 7

LAMINA CAMPO VASO POSITIVO [ NEGATIVO
5-5054133C 1 1 3 1
2 1 3 3
3 1 3 0
4 1 3 1
5 1 4 1
6 1 4 0
7 1 3 0
8 1 2 2
9 1 4 3
10 1 4 1
6-6131743B 1 1 3 2
2 1 3 1
3 1 3 1
2 1 0
4 1 1 1
2 3 0
5 1 3 0
6 1 3 0
2 1 1
7 1 1 2
8 1 4 0
2 2 0
9 1 3 0
2 1 1
3 1 0
10 1 0 2
7-5754666D 1 1 2 1
2 1 4 2
3 1 3 2
4 1 3 1
5 1 2 1
6 1 3 1
7 1 3 1
8 1 2 1
9 1 3 0
2 0 1
10 1 4 1
2 4 2
total 70 campos |83 vasos 196 80

Ppontos para ICAM dos vasos dos pacientes com ES:

(Pix 100) / PVASOS= 196 x 100/ 276= 71% de positividade
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Tabela 8. Resultado das contagens da expressao de ICAM nos vasos
do grupo controle.

LAMINA CAMPO VASO POSITIVO | NEGATIVO

Controle 1

© 0N (0|~ W|N |-

1

o

Controle 2

10

~N (o |gh|wN |k
N(RrNRWINRPWNRRPRIRPIRPIRIPIRPIRPIRPIRPR|RP|IPIRPIRP|R|RP|R
co|r|lor|lolorRr|FRIRP|IR|PR|IFP|OR|IkR|O|O|R|O|R|lO|jlO|O|O|O
WWkRkrwwwNdwNddw[DNDwww[d[Sw|d DN WS

=
N
(o]
=

total 20 campos |26 vasos

Ppontos para ICAM dos vasos do grupo controle:

(Pix 100) / PVASOS= 12 x 100/ 93= 12,9 % de positividade



Teste exato de Fisher para positividade de ICAM : ES x controles
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Positivos Negativos Total
Controle 12 81 93
ES 196 80 276
Total 208 161 369

P< 0,0001
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POSITIVO |[ NEGATIVO

VASO

CAMPO

10

10

10

Tabela 9. Resultado das contagens da expressao de VCAM nos vasos
LAMINA

do grupo ES.

1-4983700

2-5906580

3-5054133
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POSITIVO |[ NEGATIVO

VASO

CAMPO

10

10

10

Continuacéo Tabela 9

LAMINA

4-5171644

5-5580200

6-5754666




Continuacéo tabela 9
7-6131743 1

O |00 |N O (01>~ WD

RPlRrRPRIPRPRPR|N|P
N NP ook (NdIN NN
PR Nw Wk NP NN e

10

[0}
w

136

total 70 campos |91 vasos

Ppontos para VCAM dos vasos dos pacientes com ES:

(Pi x 100) / PVASOS= 83 x 100/ 219 = 37,89% de positividade
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Tabela 10. Resultado das contagens da expressdo de VCAM nos vasos
do grupo controle.

LAMINA CAMPO |VASO |POSITIVO |NEGATIVO
Controle 1 1 1 0 3
2 1 1 2
3 1 0 2
4 1 1 2
5 1 0 4
6 1 0 3
7 1 0 4
2 0 1
8 1 1 3
9 1 0 3
10 1 0 3
2 1 1
Controle 2 1 1 0 3
2 1 3 2
3 1 0 3
2 1 3
4 1 2 2
5 1 0 4
2 0 5
6 1 1 3
7 1 0 6
8 1 0 3
2 0 2
9 1 1 1
2 1 3
10 1 2 5
20 26
total campos vasos 15 76

Ppontos para VCAM dos vasos dos controles:

(Pi x 100) / PVASOS= 15 x 100/ 91= 16,48 % de positividade
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Teste exato de Fisher para positividade de VCAM : ES x controles

Positivos Negativos Total
Controle 15 76 91
ES 83 136 219
Total 98 212 310

P=0,0002




7. DISCUSSAO
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7.1 Analise da microscopia confocal das artérias pulmonares de

pequeno e médio calibre na Esclerose Sistémica.

Este estudo demonstrou, através da analise pela microscopia confocal
a laser das artérias de pequeno e médio calibre de pacientes portadores de
ES, que estas artérias sdo menores quando comparadas a controles
normais. Observamos também que a area do limen das artérias pulmonares
na ES é significativamente menor quando comparada ao controle, sugerindo
que estes vasos estdo menores, estreitados e com suas paredes
espessadas, fato ultimo comprovado pela diferenca entre as areas totais dos
vasos e as respectivas areas de seus liumens significativamente maiores nos
portadores de ES comparado aos controles normais.

Finalmente, a relacdo area do lumen do vaso dividida pela area total
do vaso x 100 foi significativamente menor no grupo ES em comparacéo ao
controle, reforcando a idéia de que as artérias pulmonares de pequeno e
meédio calibre estdo estreitadas e com seu lumen diminuido nos portadores
de ES. Outro achado importante e interessante deste nosso estudo foi a
grande variagdo observada na area do limen das artérias pulmonares do
grupo ES em relacdo ao observado no grupo controle, mostrando que estas
artérias estdo heterogeneamente afetadas nos portadores de ES , e que
provavelmente representam diferentes estadios de acometimento da doenca
na vasculatura pulmonar.

Esta analise da microestrutura das artérias pulmonares através da

microscopia confocal a laser é inédita na literatura médica, sendo
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encontradas somente referéncias de analise de vasos da pele em portadores
de ES (75,76).

A andlise da vasculatura pulmonar com o microscopio confocal ja foi
realizada em outro estudo em nosSso servico, porém com outra doenca
pulmonar: a Granulomatose de Wegener (77,78) que constatou
espessamento da parede das artérias de pequeno e médio calibre e
diminuicdo da area do lumen do vaso com maior prevaléncia de trombose
intraluminal que nos controles.

Na literatura médica encontramos apenas um estudo caso-controle
com analise histologica e morfométrica das artérias pulmonares de 58
pacientes portadores de ES submetidos a autdpsia. Foi constatado no grupo
ES aumento da area da camada intima e de vasos com ocluséo da luz, nos
vasos de grande e médio calibre essa diferenca teve significancia estatistica

(80).
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7.2 Anélise imunohistoquimica da expressao de I-CAM e V-CAM
das artérias pulmonares de pequeno e médio calibre na Esclerose

Sistémica.

Nossos achados como o aumento significante da expresséo de I-CAM
e V-CAM no endotélio de pacientes portadores de ES comparados aos
controles normais indicam a ocorréncia de ativacdo endotelial das artérias
pulmonares em pacientes com acometimento pulmonar pela doenca.

A ativacdo das células endoteliais leva a: disfuncao celular, expressao
de moléculas de adesdo, recrutamento leucocitario, adesdo e ativacéo
plaquetéria e infiltracdo perivascular com exsudato. A camada intima do
vaso se torna espessa, devido a proliferacdo local dos miofibroblastos, que
foram estimulados pelos fatores de crescimento tecidual, stress oxidativo e
imunomediadores. Normalmente o aumento da camada intima causa a
reducdo do lumen do vaso, o que diminui o fluxo sanguineo local. Outros
fatores que podem contribuir para o estreitamento da luz do vaso é o
desequilibrio entre a coagulacdo, que encontra-se hiperestimulada, e a
fibrindlise reduzida. A disfuncdo endotelial gera um aumento dos fatores
vasoconstritores, como a endotelina-1, e reducdo dos vasodilatadores: 6xido
nitrico (NO) e prostaciclina. Ha uma diminuigdo da sensibilidade dos nervos
sensoriais aos peptideos dilatadores, e os adrenoreceptores a2c (a2c — AR)
da musculatura lisa vascular ficam mais sensiveis ao estimulo vasoconstritor
do frio e do stress. Episodios consecutivos de vasoespasmo intenso levam a

oclusdo da microcirculacdo com lesdo tecidual pela isquemia-reperfuséo
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constante e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (67). Nosso
estudo corrobora com a hipotese de ativacdo endotelial das artérias
pulmonares de pequeno e meédio calibre nos portadores de ES com
acometimento pulmonar da doenca pela comprovacdo do aumento da
expressdo endotelial de ICAM e VCAM comparado aos controles normais.
Desde os primeiros experimentos observando a interacdo morfolégica do
endotélio com constituintes do sangue, muito se avangcou na compreensao
sobre a funcdo endotelial na comunicacdo entre 0 componente sanguineo e
tecidual durante o estimulo inflamatorio. O endotélio se modifica como
consequUéncia de lesdo ou situacdes patologicas através da expressao de
moléculas de adesado que por sua vez irdo modular a interacdo do endotélio
com células do sangue. A interacdo entre leucocitos e endotélio no local de
inflamacdo é chamada cascata de ativacdo leucocitaria e pode ser dividida
de maneira simplificada em: rolamento leucocitario sobre endotélio, adeséo
e migracdo através das células endoteliais para os tecidos. Na
microvasculatura sistémica, o estimulo inflamatdério leva a ativacao endotelial
com maior exposicdo de receptores de membrana responsaveis pela
marginacdo de leucdcitos e rolamento lento por sobre o endotélio. Esses
receptores de membrana sdo as E-Selectinas e P-Selectinas e sao
expressas em células endoteliais em situacdes de inflamagéo. Os leucdcitos
se ligam as selectinas do endotélio através de receptores de membrana
especificos nos leucocitos, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) e E-
selectin ligand-1 (ESL-1), e essa interacao determina um rolamento lento do

leucécito por sobre o endotélio, expondo-o ao microambiente e seus
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estimulos inflamatérios. Esses estimulos inflamatorios ativam as integrinas
nos leucécitos (B2,a4) aumentando sua afinidade e atividade. A ativagao das
integrinas permitira sua ligacdo com moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas (V-CAM-1, I-CAM-1, I-CAM-2) expressas nas células
endoteliais promovendo assim a firme adeséo dos leucdcitos ao endotélio . A
I-CAM-1 é expressa de maneira constitutiva nas células endoteliais, mas tem
sua expressao significativamente aumentada mediante estimulo inflamatorio.
Ja a V-CAM-1 sO se expressa na superficie endotelial mediante estimulos
como TNF, endotoxina e interleucina-1 (IL-1). O processo de migracéo
leucocitaria através do endotélio é o ultimo passo da cascata de ativacao
leucocitaria e ocorre primariamente nas juncdes entre células (transmigracao
paracelular) sem distorcdo da estrutura vascular. Caso o leucdcito tenha
aderido ao endotélio em uma regido distante do espaco paracelular de
migracdo, é necessario que ocorra o crawling — deslocamento lento aderido
ao endotélio mediado por ICAM-1 e MACL1 (CD11b) até o local adequado de
migracdo transcelular. Moléculas especificas como a PECAM-1 estéo
localizadas nas juncdes celulares e mediam ativamente a passagem dos
leucécitos para os tecidos Outra rota de transmigracdo menos comum é
diretamente através da célula endotelial, chamada de transmigracéo celular
de mecanismo menos extensamente estudado mas envolvendo as mesmas

moléculas como a ICAM-1 (71).
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7.3 Estudos prévios dos vasos na Esclerose Sistémica

Em estudos prévios sobre a ES foram feitas andlises histologicas de
orgdos alvo e observou-se uma vasculopatia caracteristica da doenga, com
espessamento da camada intima seguida por fibrose, camada média
discretamente anormal, e leve hipertrofia da musculatura lisa (67).

O mediador exato da ativacao celular € desconhecido, mas suspeita-
se de substancias liberadas pela ativacdo endotelial como a endotelina-1
(ET-1), e pelas plaguetas como tromboxane ou fator de crescimento
plaquetério.

O endotélio € um 6rgdo em atividade continua que regula fenbmenos
como coagulacao, fibrindlise, e migracao celular, através da producdo de
vasodilatadores (6xido nitrico e prostaciclina), vasoconstritores (ET-1 e fator
de ativacdo plaquetaria) e moléculas de adesdo celular (selectinas e
integrinas) (71). Ultimamente tem-se avaliado o endotélio vascular
principalmente das patologias auto-imunes, pois acredita-se que a alteragéo
endotelial possa ter papel fundamental na fisiopatologia dessas doencas.

Estudos que usaram a microscopia eletronica para analise de biopsia
de pele mostraram espessamento da camada basal dos capilares, células
endoteliais com nucleos redondos ou ovais, edema das mitocondrias, e
citoplasma preenchido com filamentos, todos achados que sugerem dano
celular (72). O lumen dos vasos estava reduzido devido a acumulo de
células endoteliais, plaquetas e granulos.

Outros trabalhos mostraram que na microscopia convencional nem

sempre € possivel observar lesdo das células endoteliais, mas naqueles que
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evidenciaram mudancas, alguns achados foram compativeis com apoptose
celular, como aumento do numero de filamentos citoplasmaticos, reducao da

quantidade de vesiculas e blebs na superficie luminal (73,74).
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7.4 Esclerose Sistémica e Hipertensao Arterial Pulmonar

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) € a causa isolada mais comum
de morte em pacientes com ES. Apesar dos avancos nos ultimos 20 anos
guanto ao esclarecimento da fisiopatologia e de novas terapias para a HAP,
guando ha a associacdo HAP e ES a resposta a terapia € pobre (66). Nao se
sabe ainda a razdo para essa diferenca na evolucdo clinica e no
progndéstico, mas alguns estudos sugerem que na ES ha uma resposta
inflamatoria e celular mais intensa devido ao fator da autoimunidade, além
da presenca de comorbidades como doenca intersticial ou venosa pulmonar
e cardiopatias.

Sera de grande valia o conhecimento maior sobre a fisiopatologia e
fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento da HAP nos portadores de
ES, pois a partir dai surgirdo meios mais precisos para avaliar a evolucao e
resposta da doenca a terapia, bem como novos tratamentos mais eficazes

(82).
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7.5 Estudos realizados na Faculdade de Medicina da USP

Alguns estudos em pacientes portadores de Esclerose Sistémica
realizados pelo departamento de patologia da Faculdade de Medicina da
USP, encontraram um indice de apoptose elevado nas células endoteliais de
pacientes com ES comparado ao controle, além de ruptura da membrana
basal do vaso pulmonar e aumento do colageno tipo V na parede do vaso
destes pacientes, reforcando a importancia da injaria vascular como
fisiopatologia da doenca (82).

Outro estudo comparou biopsias pulmonares com resultado de
pneumonia intersticial ndo especifica (NSIP) de etiologia idiopatica com as
secundarias a ES, e observou uma reducdo maior na densidade de células
epiteliais e de microvasos no grupo ES, além de maior atividade vascular
medido pela expressdo de VCAM. Esses achados sugeriram fisiopatologias
diferentes causando o mesmo padrdo patolégico pulmonar, além de

novamente ressaltar as alteracdes vasculares proeminentes na ES (83,84).



74

7.6 Consideracdes sobre o estudo atual

O estudo atual conseguiu obter através da microscopia confocal e da
imunohistoquimica a confirmacéo de alteracdo vascular importante presente
em todas as pacientes portadoras de ES submetidas a biopsia pulmonar. No
entanto, ainda ndo conseguimos definir causas para a evolucdo pior dos
pacientes com ES que desenvolvem HAP, 0 que sugere novas pesquisas

comparando histologicamente pacientes com ES e com HAP idiopatica.



8. CONCLUSAO
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O presente estudo demonstrou que as artérias dos pacientes com ES
apresentam reducédo do seu limen, o que nos leva a conclusao de que suas
paredes principalmente o endotélio encontram-se mais espessas,
favorecendo a hipGtese de lesdo e ativacdo endotelial das artérias
pulmonares de pequeno e médio calibre na ES.

Obtivemos a confirmacéo através da andlise estatistica dos dados, a
area do lumen no grupo ES é significativamente menor do que no grupo
controle, indicando um aumento da espessura das camadas, inclusive do
endotélio, diminuindo a luz do vaso. Além disso, a area total do vaso menos
a area do lumen também teve diferenca significativa entre os grupos.

A maior diferenca ocorreu na relacdo area do lumen/area total do
vaso x 100, mostrando que realmente ha espessamento da parede das
artérias pulmonares de pequeno e médio calibre na ES. Finalmente, ocorre
aumento da expressdo de I-CAM e V-CAM no endotélio das artérias
pulmonares de pequeno e médio calibre de pacientes portadores de ES

comparado aos controles.
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