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RESUMO

Dourado LBK. Ativagdo endotelial na granulomatose com poliangeite [Tese].
Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2015.

INTRODUCAO:

Eventos vasculares e imunolégicos sao centrais na patogénese da granulomatose
com poliangeite (GPA). Moléculas de adesdo celular tem papel fundamental no
recrutamento de células inflamatérias do sangue para os tecidos. Diferentes leitos
vasculares apresentam particularidades na expressdo de moléculas de adesdo celular
explicando talvez parte da especificidade da GPA por determinados 6rgdos. A elevacao
no nivel sérico de moléculas de adesdo celular e aumento da expressao destas em
amostras de biopsia renal ja foram demonstrados em pacientes com vasculite ANCA
associada. No entanto, o fendmeno ainda ndo foi estudado in situ no pulmao.

OBJETIVO:

O objetivo deste estudo foi analisar o padrdo de expressdao endotelial pulmonar
de trés moléculas de ades&o celular na GPA, in situ: molécula de adeséo intercelular 1
(ICAM-1), molécula e adesao vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina.

METODOS:

Examinou-se a expressdo endotelial de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina usando
marcagdo imuno-histoguimica em seccdes de pulméo fixadas e parafinadas de lesGes de
GPA (n = 8 casos, 90 secgdes transversais de vasos analisados). Foram também
analisados controles positivos: amostras de pulmao de doenca intersticial associada a
esclerodermia (SScl) (n = 8 casos, 96 secgdes transversais de vasos analisados) e

controles negativos (n = 9 casos, 90 seccdes transversais de vasos analisados). A



quantificagdo imuno-histoquimica foi realizada no aumento de 400x usando a técnica de
point-counting.

RESULTADOS:

ICAM-1: A expressdo endotelial mediana de ICAM-1 esteve aumentada de
forma semelhante na GPA e na SScl (81% and 73%, respectivamente; p = 0.97). A
comparagdo com o grupo controle (26.3%) revelou diferenga estatisticamente
significativa entre controle e GPA (p <0.001) quanto entre controle e SScl (p = 0.017).

VCAM-1: A expressio mediana de VCAM-1 esteve significativamente
aumentada na GPA se comparada a SScl (79.5% vs 41.4%; p = 0.012), no entanto, a
expressdo endotelial de VCAM-1 nos controles também esteve moderadamente
aumentada (49.8%) e ndo houve diferenca estatistica entre SScl e controles ( p = 0.549)
ou entre GPA e controles (p = 0.242).

E-selectina: A expressdo endotelial mediana de E-selectina esteve aumentada de
forma semelhante na GPA e SScl (100% e 88.2%, respectivamente; p = 0.272). A
comparagdo com o grupo controle (13.8%) revelou diferenca estatisticamente
significativa entre controle e GPA (p <0.001) e controle e SScl (p = 0.045).

CONCLUSAO:

Esses achados evidenciam o fenbmeno de ativacdo endotelial pulmonar in situ
em lesdes de GPA. O perfil de expressdéo de moléculas de adesdo parece ter
particularidades em diferentes doencgas a exemplo da maior expressdo de VCAM-1 na
GPA em relagdo a SScl. Essas observacBes contribuem para o conhecimento

fisiopatogénico na GPA.

Descritores: 1. Granulomatose de Wegener 2. Granulomatose com poliangeite 3.

Molécula 1 de adesdo intercelular (ICAM-1) 4. Molécula 1 de adesdo de célula



vascular (VCAM-1) 5.Selectina-E 6. Endotélio vascular 7. Moléculas de adesdo

celular



ABSTRACT

Dourado, LBK. Endothelial activation in granulomatosis with polyangiits.
[Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo™, 2015.

INTRODUCTION:

Vascular and immunologic processes are central to the pathogenesis of
granulomatosis with polyangiitis (GPA). Endothelial cellular adhesion molecules have a
central role in recruiting leukocytes to sites of inflammation. Moreover, different
vascular beds are phenotypically and functionally distinct with regard to expression of
cellular adhesion molecules. They have been shown to be elevated in sera and in renal
biopsies of patients with active ANCA-associated vasculitis. Despite of that, the
expression of cellular adhesion molecules has not been studied in situ in the lungs.

OBJECTIVE:

Within this context, the aim of this study was to analyze the in situ pulmonary
endothelial immunohistochemical pattern of expression of three cellular adhesion
molecules in GPA: intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) and E-selectin . METHODS: For such, we examined formalin-
fixed, paraffin-embedded sections of lung lesions of GPA (n = 8 cases, 90 transverse
sections of pulmonary vessels), negative controls which were obtained from autopsies (
n =9 cases, 90 transverse sections of pulmonary vessels analyzed) and positive controls
which were cases of interstitial lung disease associated with systemic sclerosis (SScl)
(n = 8 cases, 96 transverse sections of pulmonary vessels). The quantification of the
immunohistochemical staining was performed at x400 magnification using the
technique of point-counting, previously described.

RESULTS:



ICAM-1: Median endothelial expression of ICAM-1 was similarly enhanced in
GPA and SScl (81% and 73%, respectively; p = 0.97). When compared to controls
(26.3%), both GPA (p <0.001) and SScl (p = 0.017) had significantly higher endothelial
expression of ICAM-1.

VCAM-1: Median endothelial expression of VCAM-1 was significantly
enhanced in GPA when compared to SScl (79.5% vs 41.4%; p = 0.012), however the
endothelial expression of VCAM-1 in the controls was also moderately enhanced
(49.8%) and no statistically significant difference was found between SScl and controls
(p = 0.549) or between GPA and controls (p = 0.242).

E-selectin: Median endothelial expression of E-selectin was similarly enhanced
in GPA and SScl (100% and 88.2%), respectively; p = 0.272. When compared to
controls (13.8%), both GPA (p <0.001) and SScl (p = 0.045) had significantly higher
endothelial expression of E-selectin.

CONCLUSION:

These observations are evidence of in situ pulmonary endothelial activation in
lesions of GPA. The profile of expression of cellular adhesion molecules seems to be
particular for each disease state and timing as evidenced by the enhanced expression of
VCAM-1 in GPA when compared to SScl. These observations add information to the

pathogenetic knowledge of GPA.

Keywords (MESH Terms): 1. wegener granulomatosis; 2.granulomatosis with
polyangiitis; 3. ICAM-1; 4VCAM-1; 5. E-selectin; 6. endothelium, vascular 7. cell

adhesion molecules;



1. INTRODUCAO




1.1 Consideracdes iniciais

A granulomatose com poliangeite (GPA), antiga granulomatose de Wegener, foi
reconhecida como entidade clinico-patologica distinta em 1936 quando Dr Wegener
descreveu trés pacientes portadores de uma “granulomatose rinogénica peculiar”.1

Mais recentemente, houve um movimento no sentido de mudanca do nome da
granulomatose de Wegener por GPA.>® Dessa forma, acatando um movimento
internacional, usaremos “GPA” em lugar de granulomatose de Wegener. E na
verdade, a nomenclatura das vasculites associadas aos anticorpos anticitoplasma de
neutrofilos (ANCA) estd em processo de mudanca a medida que se avanca a
compreenséo fisiopatolégica da doenca e seu espectro de manifestagdes clinicas.*

A GPA faz parte do grupo de vasculites associadas ao ANCA e além da GPA,
fazem parte desse grupo: a poliangeite microscépica e a Sindrome de Churg-Strauss.

O complexo clinico-patolégico da GPA € caracterizado por inflamacéo
necrotizante e granulomatosa de vias aéreas superiores e inferiores, pulmdes,
glomerulonefrite, e vasculite sistémica — trato gastrointestinal, pele etc —.>°
Clinicamente, a apresentagdo tipica consiste em lesdes nodulares/massas cavitadas
em pulmdo, hemoptise, dispnéia, epistaxe sanguinolenta/purulenta e insuficiéncia
renal. Multiplos 6rgdos sdo envolvidos, havendo uma predilecdo pelo acometimento
de vias aéreas superiores e pulmdes, rins e acometimento ocular.’

Os achados radiograficos do térax mais comuns da doenga sdo nodulos ou
massas, vidro fosco e consolidagbes com cavitacdo. Menos frequentemente,
observam-se linfonodos mediastinais, derrame pleural e espessamento bronquico

(figura 1).°



Figura 1: Tomografia computadorizada do torax de alta resolucéo.
Granulomatose com poliangeite. Note a presenca de nodulos e discreta area de vidro
fosco proximo a alguns nddulos. Do ambulatorio de vasculites, pneumologia, InCor,
FMUSP.

Do ponto de vista soroldgico, observa-se na GPA a presenca do ANCA em dois
padrdes de acordo com a imunofluorescéncia: c-ANCA ou p-ANCA. Um resultado

positivo na imunofluorescéncia deve ser confirmado com ensaio imunoenzimatico



(ELISA): o padrdo c-ANCA da imunofluorescéncia corresponde ao padrdo ANCA-
PR3 pelo ELISA e o0 padréo p-ANCA corresponde ao padrdo ANCA-MPO .** 90%
a 95% dos pacientes com doencga generalizada apresentam ANCA positivo. Dos
pacientes com GPA ANCA positivos, 80 a 90% apresentam ANCA-PR3 e o0s
restantes ANCA-MPO.**2 Ainda do ponto de vista sorolégico, mais recentemente
foi identificado um novo autoanticorpo: anti-proteina-2 de membrana lisossomal
humana (hLAMP-2). Esse anticorpo é altamente prevalente nas vasculites associadas
ao ANCA sendo, em um estudo, detectdvel em 93% dos pacientes portadores de
glomerulonefrite necrotizante pauci-imune onde 0 ANCA-MPO e o ANCA-PR3
foram detectados em apenas 50% dos casos.*® Conhecendo o valor patogénico do
ANCA, a descoberta do hLAMP-2 provavelmente pode explicar os casos clinico-
histopatoldgicos de vasculite associada ao ANCA onde ANCA-PR3 e ANCA-MPO
s30 negativos.** O hLAMP-2 apresenta reacdo cruzada com epitopos de partes de
algumas bactérias gram-negativas. Tal achado pode significar que infec¢bes por
bactérias gram-negativas podem desencadear autoimunidade mediante mimetismo
molecular - in vivo.***°

Histologicamente, a GPA no pulméo é classicamente caracterizada por uma
vasculite necrotizante que usualmente é associada a inflamagdo granulomatosa e
necrose geografica do parénquima (figura 2) (6, 16-18). Em algumas situacdes pode
ter a apresentacdo de hemorragia alveolar e capilarite e nessa situagéo, a inflamacao

granulomatosa esta ausente (6).



Figura 2: Achados histopatolégicos classicos da granulomatose com poliangeite:
A. vasculite necrotizante (neutrofilica) com destruicdo arterial. B. Necrose
geografica do parénquima (estrelas). C. inflamacdo granulomatosa, presenca de
células gigantes (setas). Coloragdo: Hematoxilina & Eosina. Do arquivo de patologia
do HC-FMUSP

1.2 Patogénese da granulomatose com poliangeite

Os mecanismos patogénicos que geram todos esses achados clinicos e
patoldgicos acima mencionados sdo complexos e ndo completamente elucidados. A
lesdo tecidual na GPA resulta da interacdo entre um evento inflamatorio inicial e uma
resposta imune orquestrada. A presenca de inflamacdo granulomatosa sugere o
envolvimento da imunidade celular e, de fato, linfécitos T ativados CD4 e CD8 se
encontram presentes no soro de pacientes tanto na fase de atividade da doenca quanto
na fase de remissdo.”® No entanto, o grande efetor da lesdo tecidual da GPA parece
ser 0 neutrdfilo mediante interacdo com ANCA e endotélio ativado. Essa interacao

sera discutida a seguir:



1.2.1 Evento inflamatério inicial e fatores de risco

O ANCA é reconhecidamente patogénico e ndo s6 marcador de doenca.?%

A explicagdo sobre o que desencadeia a producdo do ANCA ainda nédo foi
satisfatoriamente esclarecida. Muitas hipdteses foram levantadas acerca do
estimulo a producdo do ANCA, dentre elas a teoria de complementariedade de
antigenos numa rede idiotipica/anti-idiotipica; a teoria de mimetismo molecular,
a exemplo do h-LAMP-2, anticorpo recentemente descoberto, presente na
maioria de pacientes com vasculite ANCA, que tem homologia com uma
proteina (FimH) expressa em algumas bactérias gram-negativas; e a teoria de que
neutréfilos liberam e assim ficam circundados por uma rede de cromatina
aglutinada (neutrophil nets) onde MPO e PR3 estdo disponiveis para iniciar e
perpetuar a lesdo autoimune.*** Além das teorias fisiopatogénicas, outras
associacOes, ou fatores de risco, foram encontrados em relacdo ao
desenvolvimento e manutencdo das vasculites ANCA: exposicdo a silica,
infeccd@o por Stafilococcus aureus, infeccdo viral (Parvovirus B19) deficiéncia de
alfa-1-anti-tripsina e algumas drogas num contexto de predisposicao geneética a

autoimunidade.®

1.2.2 Papel patogénico do ANCA

A luz do conhecimento atual, reconhece-se que o ANCA tem papel
patogénico nas lesdes vasculiticas da GPA e 0s mecanismos responsaveis pela
sua patogenicidade vem sendo extensamente avaliados desde a descoberta de
dois antigenos que o desencadeiam: a mieloperoxidase (MPO) e a proteinase 3

(PR3).®



Diversos niveis de evidéncia suportam o papel patogénico do ANCA
estimulando neutrofilos a se tornarem o0s principais efetores da lesdo
vasculitica:*"*®

- Neutrdfilos estimulados (“primed”) por citocinas pro-inflamatorias e fator
de necrose tumoral (TNF) expressam PR3 e MPO na sua superficie. Quando
neutrofilos ativados sdo incubados em soro que contem ANCA-PR3 ou ANCA-
MPO, a ativacao neutrofilica se completa e sdo liberados espécies reativas de
oxigénio e enzimas liticas capazes de causar lesdo tecidual.?

O primeiro modelo experimental que provou o papel patogénico do ANCA
foi descrito em 1993: o estudo envolveu ratos que foram imunizados contra
mieloperoxidase humana (desenvolveram anticorpos antimieloperoxidade
humana que apresentavam reacdo cruzada com a mieloperoxidase murina).
Quando o rim desses ratos foi perfundido com produtos de neutrdéfilos ativados,
ocorreu uma glomerulonefrite necrotizante crescéntica pauci-imune. Modelo
semelhante aplicado ao pulmao também levou a vasculite pulmonar.?” Apés esse
experimento, outros também confirmaram a patogenicidade do ANCA-MPO em
causar vasculite pauci-imune.?®

Em contraste com os varios modelos experimentais de vasculite associada ao
ANCA-MPO, um modelo animal que reproduz a vasculite associada ao ANCA-
PR3 n3o pode ser desenvolvido até agora. E possivel que a menor homologia
estrutural e funcional entre o PR3 murino e humano expliqgue em parte a
dificuldade de gerar um modelo experimental de vasculite ANCA-PR3

mediada.*>?



Apesar da auséncia de modelos experimentais documentando o papel
patogénico do ANCA-PR3, ha varias evidéncias a favor de seu papel central
como causador das vasculite associadas ao ANCA-PR3:

- Elevada especificidade do ANCA-PR3 para o diagnéstico de vasculite
associada a0 ANCA dentro de um contexto clinico suspeito de vasculite.*?

- Elevacdes nos titulos do ANCA-PR3 estdo relacionadas com episodios de
atividade da vasculite.”

- ANCA-PR3 € capaz, in vitro, de estimular neutréfilos ativados a produzir
espécies reativas de oxigénio e enzimas liticas.?

- Proteina complementar transcrita do antisense DNA do PR3 esta envolvida
na geracdo de anticorpos anti-PR3 (ANCA-PR3) numa rede idiotipica/anti-
idiotipica em modelo murino.*

- Durante a estimula¢do “priming” de neutréfilos o PR3 é expresso na
membrana de neutréfilos, tornando esse antigeno de localizacdo citoplasmatica
disponivel para interacdo com o0 ANCA-PR3.%

- Expressdo persistente do antigeno PR3 na membrana de neutrofilos durante
periodos de remisséo da vasculite esta associada a um maior risco de recaida.”®

- Na fase inicial da apoptose de neutréfilos, ocorre a expressdao na membrana
de antigeno citoplasmatico PR3 que por sua vez reduz a atividade fagocitica de
macrofagos dessas células apoptoticas, além de estimular a producdo do ANCA-
PR3, provavelmente perpetuando o estimulo inflamatério e favorecendo a

autoimunidade. 2%%



Portanto, apesar da auséncia de modelo animal de vasculite induzida por
ANCA-PR3, ha varias evidéncias indicando seu papel patogénico na leséo

vasculitica ANCA relacionada.

1.2.3 Papel do endotélio na granulomatose com poliangeite

Para ocorrer lesdo histologica nas vasculites ANCA mediadas, é preciso que
leucécitos ativados na presenca do ANCA interajam com o endotélio local,
mostrando predilecdo por determinados leitos vasculares em detrimento de
outros. Para efetuar a lesdo, o neutrdfilo precisa aderir ao endotélio, lesando as
células endoteliais, migrando através delas para os tecidos e causando lesdo
tecidual por meio da degranulacdo, liberacdo de citocinas e espécies reativas de
oxigénio.®

O inicio do reconhecimento da interacdo entre leucécitos e endotélio na
inflamacdo veio junto com o desenvolvimento da técnica de microscopia
intravital e data de 1839. Nesses primeiros experimentos em sapos, notou-se a
presenca de leucdcitos (chamados na época de corpusculos de linfa) movendo-se
mais lentamente que outros constituintes do sangue e em contato direto com o
endotélio.®*

Desde os primeiros experimentos observando a interacdo do endotélio com
constituintes do sangue, muito se avangou na compreensdo sobre a funcéo
endotelial na comunicacdo entre 0 componente sanguineo e tecidual durante o
estimulo inflamatério. O endotélio se modifica (é ativado) como consequéncia de

leséo ou situagOes patoldgicas que induzem a producdo de citocinas, entre outros
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fatores pro-inflamatorios, que levam por sua vez a expressdao de moléculas de
adesdo que irdo modular a interacdo do endotélio com leucdcitos.

A interacdo entre leucocitos e endotélio no local de inflamacdo é chamada
cascata de ativacdo leucocitaria. O endotélio precisa estar ativado, o que significa
estar expressando ou aumentando a expressdo basal de moléculas de adesdo
celular. A cascata de ativacdo leucocitaria pode ser dividida de maneira
simplificada em: rolamento leucocitario sobre endotélio, adesdo e migracao
através das células endoteliais para os tecidos detalhados simplificadamente a
sequir:*

- Rolamento leucocitario: Na microvasculatura sisttémica, o estimulo
inflamatorio leva a ativacdo 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 sdo expressas em células endoteliais em situacdes de inflamacao.>*

- Os leucdcitos se ligam as selectinas do endotélio por meio de receptores de
membrana especificos nos leucdécitos, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)
e E-selectin ligand-1 (ESL-1), e essa interacdo determina um rolamento lento do
leucécito por sobre o endotélio, expondo-o0 ao microambiente e seus estimulos
inflamatérios.*

- Adesdo Leucocitaria: Esses estimulos inflamatdrios ativam as integrinas
nos leucocitos (B2,04) aumentando sua afinidade e atividade. A ativagdo das
integrinas permitira sua ligacgio com moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas (VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2) expressas nas células endoteliais

promovendo assim a firme adesdo dos leucécitos ao endotélio.* A ICAM-1 é
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expressa de maneira constitutiva nas células endoteliais, mas tem sua expressao
significativamente aumentada mediante estimulo inflamatorio. J& a VCAM-1 s6
se expressa na superficie endotelial mediante estimulos como TNF, endotoxina e
interleucina-1 (1L-1).*

- Migracéo leucocitaria: O processo de migracdo leucocitaria através do
endotélio ¢ o ultimo passo da cascata de ativacdo leucocitaria e ocorre
primariamente nas jungdes entre células (transmigracdo paracelular) sem
distorcdo da estrutura vascular. Caso o leucécito tenha aderido ao endotélio em
uma regido distante do espaco paracelular de migracédo, € necessario que ocorra o
crawling — deslocamento lento aderido ao endotélio mediado por ICAM-1 e
MAC1 (CD11b) até o local adequado de migracdo transcelular. Moléculas
especificas como a PECAM-1 estdo localizadas nas juncdes celulares e medeiam
ativamente a passagem dos leucdcitos para os tecidos.’ Outra rota de
transmigracdo menos comum é diretamente através da célula endotelial, chamada
de transmigracdo celular de mecanismo menos extensamente estudado, mas

envolvendo as mesmas moléculas como a ICAM-1.%°

1.3 Moléculas de adesao celular

Portanto, o aumento da expressdo de moléculas de adesdo celular (ex. ICAM-1,
VCAM-1, E-selectina) acima descrito é parte da cascata de ativacdo leucocitéria e é
fator necessario — mas ndo exclusivo — para que ocorra o fenémeno de ativagdo
endotelial. Outras proteinas de membrana e de transducdo de sinal, fenémenos
intracitoplasmaticos sdo também parte desse fendmeno denominado “ativagao

endotelial”.
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1.3.1 Méleculas de adesdo celular na granulomatose com poliangeite

Em especifico na GPA, existem evidéncias mostrando elevacdo sérica de
moléculas de adesdo solaveis (ICAMs, VCAMs), indicando uma ativacdo
endotelial na doenca ativa, assim como em bidpsias renais na GPA.**° Ha
também evidéncia de que os niveis séricos dessas proteinas variam de acordo
com a atividade da doenca.** No entanto, a deteccdo de elevacdo dos niveis
séricos dessas moléculas de adesdo nao informa a respeito do comportamento
local de cada 6rgdo envolvido. O perfil de ativacdo endotelial no pulméo
acometido pela GPA ainda nédo foi estudado in situ. Sabe-se que diferentes leitos
endoteliais tém diferentes comportamentos em relacdo a expressdo de moléculas
de adesdo mediante um mesmo estimulo. Essas diferencas fenotipicas podem em

parte explicar a predilecdo por determinados 6rgaos na GPA.*



2. HIPOTESE DO ESTUDO
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A hipétese principal do estudo é:
- Deve haver ativacdo do endotélio vascular pulmonar nas lesdes da GPA
Secundariamente:

- O perfil de ativacdo endotelial vascular na GPA deve ter caracteristicas

fenotipicas proprias



3. OBJETIVOS
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Obijetivo primario:

- Demonstrar a ativacdo endotelial vascular mediante analise da expressdao de
moléculas de adesdo celular em amostras de pulméo acometidos pela GPA obtidos
por meio de biopsia cirurgica.

Obijetivo secundario:

- Comparar o perfil de ativacdo endotelial (o perfil de expressdo de moléculas de
adesdo) em amostras de pulmdo na GPA com o perfil de ativacdo endotelial em
amostras de pulmdo de pacientes com esclerodermia, doenca que sabidamente
apresenta aumento de expressdo de moléculas de adesdo em pele e em amostras

pulmonares acometidas por doenca intersticial.***’



4. METODOS
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4.1 Desenho do estudo

Estudo transversal: analise semiquantitativa utilizando técnicas imuno-
histoquimicas para aferir a expressdo no endotélio vascular pulmonar de moléculas
de adesdo celular (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) - que sdo marcadores de
ativagdo endotelial - em amostras pulmonares de GPA, de esclerodermia e em

controles normais.
4.2 Amostras estudadas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Instituto do Coragéo (Incor)
namero n. 303/11. O termo de consentimento livre e esclarecido ndo foi exigido ja
que analisamos amostras pulmonares, produto de bidpsias cirdrgicas, arquivadas no
departamento de patologia HC-FMUSP. As amostras dos controles normais foram

obtidas no momento da realizacdo da autopsia.
4.2.1 Amostra de casos de granulomatose com poliangeite

Foram selecionadas para andlise todas as bidpsias pulmonares (n = 30)
realizadas entre 1992-2010 em pacientes rigorosamente diagnosticados como
GPA e que preenchiam os critérios de classificacdo da ACR*® do ambulatério de
vasculites da disciplina de pneumologia-FMUSP, disponiveis no arquivo de

patologia do HC-FMUSP.
4.2.2 Amostra de casos de esclerodermia

Selecionadas aleatoriamente bidpsias pulmonares (n = 8) de pacientes

rigorosamente diagnosticados como esclerodermia,*® disponiveis no arquivo de
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patologia do HC-FMUSP. Bidpsias pulmonares realizadas entre 2001-2004 para

avaliacdo de doenca intersticial relacionada a esclerodermia.
4.2.3 Amostra de controles normais

Coletadas amostras pulmonares consecutivas (n = 9), produto de autdpsias
realizadas no Instituto Médico Legal de Sdo Paulo no ano de 2014, onde o pulmao
encontrava-se normal na macroscopia e na microscopia pela coloracdo de

hematoxilina e eosina (HE).

4.3 Analise das amostras

4.3.1 Caracterizacao morfoldgica

Todas as amostras de bidpsias pulmonares de pacientes com GPA e
esclerodermia foram revistas ao HE para fins de descricdo morfoldgica e
checagem diagndstica. As amostras de GPA foram classificadas de acordo com

Katzenstein em:®
- forma cléssica
- variante BOOP-like
- hemorragia alveolar/capilarite

As amostras pulmonares de pacientes com esclerodermia foram classificadas

de acordo com descrigdes morfolégicas de pneumonias intersticiais.*
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A seqguir, as amostras de GPA, esclerodermia e controle foram submetidas a
coloragdo imuno-histoquimica para quantificacdo da expressdo dos marcadores de

ativacdo endotelial ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, técnica descrita a seguir:

4.3.2 Preparo das amostras e técnica imuno-histoquimica

Os trés grupos (GPA, esclerodermia e controle) tiveram blocos de
parafina submetidos a cortes histologicos de 4um de espessura com o uso de um

micrétomo e montados sobre laminas de microscopia silanizadas.

A preparacdo das laminas foi realizada no laboratdrio do departamento

de patologia FMUSP.

As laminas silanizadas foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica:
primeiramente foram desparafinadas. Em seguida, o tecido foi hidratado. O
proximo passo foi a recuperacdo antigénica. Na sequéncia, procedeu-se ao
blogueio das peroxidases enddgenas, em seguida, o bloqueio de sitios
inespecificos e finalmente a adicdo de anticorpos primarios nas seguintes
diluicbes cada um em uma lamina pré-processada e incubada over-night a
temperatura de 4° a 8°C:

1. ICAM-1 (NCL-CD54-307): monoclonal de camundongo, clone 23G12,
Laboratério Leica Biosystems - Divisdo Novocastra, New Castle, Inglaterra.
Diluigéo 1:50.

2. VCAM-1 (E-10): sc-13160, monoclonal de camundongo, Laboratério Santa

Cruz biotechnology, California, USA. Diluicdo 1:100.
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3. E- selectina (NCL-CD62E-382-CD62E): monoclonal de camundongo, clone
16G4, Laboratério Leica Biosystems - Divisdo Novocastra, New Castle,
Inglaterra. Diluicdo 1:20.

Utilizou-se sistema de amplificacdo e revelagdo dos anticorpos. Para cada

marcador, utilizou-se um controle interno positivo e negativo.

4.3.3 Determinacéo dos indices imuno-histoquimicos

Para determinar os indices de expressdo imuno-histoquimicos dos
antigenos expressos pelo endotélio vascular pulmonar, foi usada a técnica de
point-counting, brevemente descrita a seguir, utilizando reticulo contendo 100

pontos e 50 retas (figura 3).>

Figura 3: Exemplo de reticulo semelhante ao utilizado neste estudo. Nesta figura,
consta um reticulo de 21 retas e 42 pontos. O reticulo utilizado neste trabalho era
composto por 50 retas e 100 pontos.
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Foi confeccionada uma lamina para cada marcador para cada caso/paciente.
Foram analisados 10 campos microscépicos por lamina ao aumento de 400X, com
reticulo montado, percorrendo a ld&mina com movimentos centrifugos, partindo de
um ponto central da lamina. A busca por um campo analisavel se concretizava
quando um vaso era identificado. Cada campo, portanto, conteve uma sec¢édo
transversal de um vaso ou mais.

Com 0 vaso no campo de visdo, sob o reticulo de 50 retas e 100 pontos,
contabilizaram-se apenas 0s pontos (positivos e negativos) que incidiam no
endotélio vascular. Pontos recaindo sobre qualquer outra regido do parénquima
pulmonar que ndo o endotélio foram desconsiderados (mesmo que apresentando
positividade ao marcador imuno-histoquimico). Os valores de positividade de
cada marcador no endotélio vascular pulmonar foram expressos em porcentagem
de pontos positivos sobre o endotélio pelo total de pontos que incidiram no
endotélio, segundo a formula:

indice imuno-histoquimico de um determinado marcador (ex. ICAM-1):

1. (PposiTivos /PenpoTeLio) X 100

Onde:

ProsiTivos: NUmero de pontos no endotélio vascular que incidem sobre a
positividade do marcador imuno-histoquimico.

PenpoTeLio: total de pontos (positivos e negativos) que incidem sobre o
endotélio vascular.

O indice de expressdo imuno-histoquimico de um determinado
marcador em um determinado caso foi a média dos resultados Ppositivos €

PenpoTeLio de todos os 10 campos analisados em cada caso.
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A leitura semi-quantitativa das marca¢Ges imuno-histoquimicas foram feitas
por Leticia Kawano Dourado, Dra Vera Capelozzi e Dr Alexandre Ab’saber com
indice de discordancia interobservador maximo de 10%. Divergéncias foram

revisadas conjuntamente e resolvidas em consenso.

4.4 Analise estatistica

Para comparar as distribuicdes da porcentagem de positividade nos trés grupos
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. A localizacdo das diferengas entre os grupos
foi feita por meio do procedimento proposto por Dunn e os p-valores obtidos foram
corrigidos pelo método de Bonferroni.

Nos testes de hipdtese foi fixado nivel de significancia de 0,05.

A andlise foi realizada com o auxilio do aplicativo SPSS (versédo 18).



5. RESULTADOS
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5.1 Casos de granulomatose com poliangeite incluidos na anélise

Foram apenas considerados para inclusdo no estudo aqueles casos de
pacientes com amostra histologica arquivada e preenchimento dos critérios da ACR
para GPA (48). Pacientes com vasculite associada ao ANCA mas que nao
preenchiam critérios para o subtipo GPA ndo foram incluidos. A figura 4 ilustra o

numero final de amostras de GPA analisadas (n = 8).

Figura 4: Diagrama de inclusdo e exclusdo de amostras pulmonares de pacientes
com GPA do ambulatério de vasculites da disciplina de pneumologia - InCor —
FMUSP arquivadas no departamento de patologia HC-FMUSP.

30 amostras biopsias pulmonares
de pctes com Dx definitivo de
GPA no ambulatorio Vasculites

10 pctes: material

02 pctes: mudanga > escasso / outro hospital

de Dx (vasculite
reumatdide e

histoplasmose) 10 pctes: material ndao

localizado

A4

8 pctes com GPA e amostra histolégica pulmonar disponivel

Abreviagdes: GPA: granulomatose com poliangeite; Dx: diagndstico; pctes: pacientes.

5.2 Caracteristicas clinicas das amostras estudadas
Todas as amostras histologicas de GPA foram produto de resseccdo de
nodulos ou massas durante a investigacdo diagndstica que definiu o diagndstico

(figura 5; tabela 8 - anexo). As amostras de esclerodermia randomicamente
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selecionadas (n = 8) foram realizadas entre 2001-2004, periodo em que havia a
pratica de biopsiar a doenca intersticial relacionada a esclerodermia antes de se
iniciar tratamento especifico para a doenga pulmonar, conforme rotina no servico.
Nenhuma das pacientes portadoras de esclerodermia apresentava hipertensdo
pulmonar clinica conforme revisdo de

prontuério; no entanto, todas as amostras do grupo esclerodermia apresentavam
artérias com hipertrofia da camada média e proliferacdo intimal, indicando

acometimento vascular subclinico. Vide tabela 1.

Figura 5: Granulomatose com poliangeite. Produto de ressecc¢éo cirargica: Nodulo
necrotico, necrose geografica perinodular (setas). Vista panoramica. Coloracdo HE.
Do arquivo do departamento de Patologia HC-FMSUP.
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Tabela 1: Dados clinicos e morfoldgicos das amostras de GPA e esclerodermia

Caracteristica * GPA (n=8) SScl (n=8)
Idade em anos 42 £9.6 44 +5.7
Género feminino 2 (25%) 8 (100%)
Tabagista ativo 0 (0%) 0 (0%)
;itz(reir;larzlséo pulmonar 0 (0%) 0 (0%)
Duracéo da doenca em 1(0.75) 4.(4.75)

anos

Aspecto radiol6gico

nédulo / massa

VF / reticulado

8 (100%) 8 (100%)
Diagnostico GPA classica 7 (87%) | PINE fibrética 7 (87%)
histopatoldgico * Boop-like 1 (13%) | Broncocéntrica® 1 (13%)

NOTA: Dados apresentados como média e desvio padrdo, ou mediana e intervalo
interquartil, ou nimero absoluto de pacientes e porcentagem.

1 No momento da bidpsia.

2 Nenhum dos pacientes apresentaram pressao sistdlica estimada da artéria pulmonar maior
gue 40mmHg em ecodopplercardiograma de rotina anual ( revisdo de prontuério).

¥ De acordo com Katzenstein and Askin’s Surgical Lung Pathology of Non-Neoplastic Lung
Disease. 4th edition ed. Philadelphia, USA: Saunders Elsevier; 2006.

* Pneumonia intersticial fibrotica de distribuicdo broncocéntrica

Abreviacdes: GPA: granulomatose com poliangeite; SScl: esclerodermia; VF: opacidades
em vidro fosco; Boop: bronquiolite obliterante com pneumonia em organizagéo; PINE:
pneumonia intersticial ndo especifica;
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5.3 Expressao de marcadores de ativacdo endotelial

Nas tabelas 2 a 4 e nas figuras 6 a 8 sdo encontrados 0s resumos descritivos da
porcentagem de positividade nos grupos controle, GPA e esclerodermia com o0s
marcadores de ativacdo endotelial: ICAM-1, VCAM-1, e E-selectina,
respectivamente. As médias e medianas observadas no GPA e esclerodermia sdo
maiores que no controle nos marcadores ICAM-1 e E-selectina. Destaca-se a
homogeneidade dos valores observados no grupo GPA no marcador E-selectina. Na
tabela 3 (VCAM-1), nota-se que as maiores media e mediana foram observadas no
GPA em relacdo a esclerodermia com diferenca estatisticamente significativa. No
entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no VCAM-1 entre GPA e
controles ou no VCAM-1 entre esclerodermia e controles. O paciente que
apresentou a forma BOOP-like da GPA néo diferiu dos demais pacientes portadores
da forma classica de GPA em relacéo a positividade dos marcadores.

As médias individuais de cada paciente e as medianas da porcentagem de
positividade nos trés grupos podem ser visualizados nas figuras 6 a 8, para 0s
marcadores ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, respectivamente. As figuras 9 a 11
ilustram o aspecto de positividade dos marcadores ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina
nos trés grupos: GPA, esclerodermia e controles. As tabelas onde constam as médias
individuais dos indices imuno-histoquimicos de cada paciente/caso encontram-se no
ANEXO. Houve homogeneidade nos achados dos vasos analisados
intraindividualmente. Portanto a média dos campos analisados em cada individuo

traduziu o fendmeno observado e ndo apenas a tendéncia central intraindividual.
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Tabela 2- ICAM-1 Resumo descritivo da porcentagem de positividade nos grupos
controle, GPA e esclerodermia no marcador ICAM-1

Grupo N Média Desvio padrdo Minimo Mediana Maximo IQR
Controle 9 295 9,6 17 26,3 50 11,4
GPA 8 769 17,4 46 81,0 96 29,3
Esclerodermia 7 71,3 51 61 73,3 76 4,2
Total 24 57,5 25,0 17 65,4 96 47,4

Abreviacgdes: N: nimero de pacientes. IQR: intervalo interquartil

Figura 6- ICAM-1: Valores individuais e medianos da porcentagem de positividade
nos grupos Controle, GPA e Esclerodermia com o marcador ICAM-1
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NOTA: Cada ponto representa um paciente, que é a média da analise de 10 campos
microscépicos deste paciente. A mediana de cada grupo de pacientes/casos esta representada

por: ®




Tabela 3- VCAM-
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1: Resumo descritivo da porcentagem de positividade nos grupos

Controle, GPA e Esclerodermia com o marcador VCAM-1

Grupo N  Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo IQR
Controle 9 51,9 13,8 31 49,8 73 23,4
GPA 8 75,1 23,3 36 79,5 100 36,5
Esclerodermia 7 35,8 22,4 0 41,4 63 41,7
Total 25 54,8 24,5 0 55,0 100 26,6

Abreviacgdes: N: nimero de pacientes. IQR: intervalo interquartil

Figura 7- VCAM-1: Valores individuais e medianos da porcentagem de
positividade nos grupos Controle, GPA e Esclerodermia com o marcador VCAM-1
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NOTA: Cada ponto representa um paciente, que é a média da analise de 10 campos
microscopicos deste paciente. A mediana de cada grupo de pacientes/casos esta representada

por: ®
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Tabela 4- E-Selectina: Resumo descritivo da porcentagem de positividade nos
grupos Controle, GPA e Esclerodermia com o marcador E-selectina

Grupo N  Média Desvio padrdo Minimo Mediana Maximo IQR
Controle 9 20,7 28,2 0 13,8 92 20,8
GPA 8 98,8 2,3 95 100,0 100 3,8
Esclerodermia 8 85,9 13,7 60 88,2 100 22,7
Total 25 66,5 39,7 0 88,9 100 79,8

Abreviacgdes: N: nimero de pacientes. IQR: intervalo interquartil

Figura 8- E-selectina: Valores individuais e medianos da porcentagem de
positividade nos grupos Controle, GPA e Esclerodermia com o marcador E-selectina
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NOTA: Cada ponto representa um paciente/caso, que é a média da analise de 10 campos
microscopicos deste paciente/caso. A mediana de cada grupo de pacientes/casos esta

graficamente representada por: ®
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Figura 9: Granulomatose com poliangeite: positividade do endotélio vascular
pulmonar aos marcadores imuno-histoquimicos de ativacdo endotelial: ICAM-1 (A),
VCAM-1 (B), e E-selectina (C), Magnificacdo de 400x.
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Figura 10: Esclerodermia: Positividade do endotélio vascular pulmonar aos
marcadores imuno-histoquimicos de ativacao endotelial: ICAM-1 (A), VCAM-1 (B),
e E-selectina (C), Magnificacdo de 400x. Note a hipertrofia arterial da camada
média.
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Figura 11: Controles: Positividade do endotélio vascular pulmonar aos marcadores
imuno-histoquimicos de ativacéo endotelial aos marcadores: ICAM-1 (A), VCAM-1
(B), e E-selectina (C), Magnificacdo de 400x.
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33




34

6.1 Caracterizacéo do material utilizado

Neste estudo, optamos por analisar amostras rigorosamente diagnosticadas
como GPA segundo critérios da ACR e ndo de vasculites ANCA sensu lato. Essa
tentativa de homogeneizar as amostras estudadas visou remover 0 viés que poderia
haver em incluir diferentes formas de vasculites ANCA e estas apresentarem
diferentes perfis de expressdo de moléculas de adesdo apenas pelo fato das diferencas
fenotipicas de apresentacdo clinica. O fato de termos rigorosamente selecionado
amostras de GPA foi o principal determinante da homogeneidade da caracteristica
das amostras de pulmado selecionadas: 100% eram constituidos por nddulos ou
massas, ja que nédulos e massas s&o a manifestacdo pulmonar mais comum na GPA.2
Boa parte desses nddulos e massas era constituida por extensas areas de necrose. A
anélise de vasos viaveis se deu na periferia dessas lesdes, mostrando ativacéo
endotelial perilesional. De fato, em estudo anterior com cintilografia com leucdcitos
marcados em vasculites ANCA associadas, observou-se extensa captacdo do
marcador difusamente pelos pulmdes aparentemente normais de pacientes em
avaliacdo de atividade da doenca em outros sitios, mostrando haver recrutamento
leucocitario mesmo em areas aparentemente normais.*?

A existéncia do grupo esclerodermia permitiu a verificagdo da hipotese
secundaria que foi averiguar se havia diferencas no perfil de expressdo fenotipica de
marcadores de ativacdo endotelial em doencas com caracteristicas diferentes, uma
vez que ja era conhecido o aumento da expressdo de moléculas de adesdo celular na
esclerodermia.** *> ¥/

O fato de a maioria das amostras de esclerodermia ser constituida por amostras

com mais de um ano de duracdo da doenca e a expressdo fenotipica ser constituida
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por intersticiopatia fibrotica (ndo-inflamatdria) podem justificar a menor expresséo
de VCAM-1 conforme resultados de estudos realizados em pele de pacientes com
esclerodermia, nos quais se observou uma menor expressdo de VCAM-1 em lesbes
cutaneas tardias (> 1 ano) se comparada a lesdes precoces.*> Além disso, a presenca
de vasculopatia subclinica, detectada na avaliacdo morfoldgica das amostras de
esclerodermia, também pode ter contribuido para a expressao de moléculas de adesdo
conforme evidenciado previamente em estudos com hipertensdo pulmonar na
esclerodermia.”® O papel isolado das alteracdes intersticiais e da vasculopatia ndo foi
aferido neste estudo, abrindo espaco para futuras investigacdes.

Houve dificuldade em encontrar verdadeiros controles negativos. Os casos
resultantes de autdpsias apresentaram expressdo inesperadamente aumentada de
moléculas de adesdo (ex. mais expressivo: VCAM-1) o que indica que apesar do
aspecto morfologico normal, algum nivel de ativacdo endotelial deva ter ocorrido
pré-morte. Além disso, as amostras dos controles eram mais novas (obtidas em 2014)
que as amostras arquivadas dos grupos GPA e esclerodermia. Isto determina uma
melhor recuperacgdo antigénica nos controles negativos. Apesar do controle negativo
ndo apresentar caracteristicas ideais, as caracteristicas acima descritas do grupo
controle fortalecem ainda mais a significancia encontrada na diferenca de expresséo
dos marcadores ICAM-1 e E-selectina entre controles e GPA e controles e

esclerodermia.

6.2 Consideracdes sobre a técnica imuno-histoquimica

Muitos fatores podem ocorrer como vieses num estudo envolvendo analises

imuno-histoquimicas. A recuperacao antigénica, por exemplo, é uma das etapas do
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processo que pode gerar vieses: apesar de haver evidéncias de que proteinas
permanecem estaveis em blocos de parafina, ha evidéncia de deterioracdo proteica
uma vez que esses blocos sdo cortados.>*> Dessa forma, analises imuno-
histoquimicas realizadas em sec¢des de blocos cortados e logo a seguir corados néo
enfrentam o0 viés mencionado acima, no entanto sec¢des (em vez de blocos)
arquivadas podem apresentar deterioracdo proteica induzindo resultados falso-
negativos em estudos imuno-histoquimicos. Outras fontes potenciais de viés sdo: a
qualidade da fixacdo do tecido, que em um estudo retrospectivo ndo se tem controle
sobre esta etapa; a especificidade do anticorpo, a diluicdo usada e sistemas de
deteccdo. Como meios de reduzir a0 maximo esses vieses, procuramos aplicar
técnica idéntica para casos e controles, como por exemplo, usamos a mesma diluigcdo
de anticorpo e processamento de amostras seguindo uma mesma técnica.

Outra questdo significativa em estudos imuno-histoquimicos é a defini¢do de
cut-offs no espectro de uma onda de luz (cor) entre o que € “positivo” e “negativo”.
Esta questdo em esséncia diz respeito a avaliacao de intensidade da coloracdo. Neste
estudo, ndo avaliamos a intensidade do positivo, procedemos apenas a avaliacdo
binaria: “positivo, sim ou ndo” de acordo com avaliagdo do observador. O “positivo”
foi determinado por observadores experientes com verificagbes de concordancia
interobservador, e a extensdo deste “positivo” foi realizada usando uma teécnica semi-
quantitativa. N&o analisar a intensidade da coloragdo foi uma medida intencional
com intuito de reduzir a subjetividade inerente ao método semi-quantitativo, ja que
ndo foi utilizada uma analise automatizada (computer aid image analysis). Analises
automatizadas tém progressivamente sido utilizadas numa tentativa de aumentar a

56,57

acuracia das analises imuno-histoquimicas. Problemas com as analises
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automatizadas sdo 0s custos, necessidade de treinamento especial e no caso do
presente estudo, em especifico, a dificuldade de definicdo com preciséo da area de
interesse no software: o endotélio.

A anélise da intensidade da coloracdo agregaria informacdo a analise semi-
quantitativa, mas sem chance de contradizé-la ja que extensdo e intensidade sdo
variaveis diretamente proporcionais no que se refere a anélise de marcadores imuno-

histoquimicos.

6.3 Diferencas no perfil de expressdo de moléculas de adeséo celular

entre granulomatose com poliangeite e esclerodermia

ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina tem sua transcricdo regulada por citocinas
pré-inflamatérias, lipopolissacarides e outros mediadores inflamatérios.”® Estudos
mostram que diferentes combinacOes de citocinas podem modular de maneira
diferente a expressdo dessas moléculas de adesdo celular. Essa caracteristica
contribui para o recrutamento seletivo de subtipos leucocitarios durante uma resposta
imune/auto-imune.® Essas moléculas de ades&o s&o componentes centrais na cascata
de ativacdo leucocitaria de doengas com diferentes perfis fenotipicos: desde aquelas
onde a célula efetora é o neutréfilo ou macréfago ativado, até aquelas em que a
célula efetora principal é o fibroblasto. ICAM-1 e E-selectina estavam igualmente
aumentadas na GPA e na esclerodermia em relagdo aos controles, no entanto, houve
uma maior expressdo de VCAM-1 na GPA se comparado a esclerodermia que pode
estar relacionada a uma diferenca no perfil de citocinas que medeia a leséo em cada
uma das doencas analisadas. Alguns estudos mostram que IL-4 estimula a expressédo

de VCAM-1 e ndo E-selectina ou ICAM-1, demonstrando que diferencas na
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expressao de moléculas de adesdo possam se dever a particularidades do perfil de

citocinas envolvido.*>*®

A partir dessas observacdes pode-se inferir que ha vias
comuns e vias especificas de ativacdo endotelial. Sepse por gram-negativos, por
exemplo, esta associada a endotoxinas circulantes levando a geracao de IL-1 e TNF-
alfa que por sua vez induzem a expressio de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina.”

A expressdo induzida de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina é altamente
dependente da sintese de novo RNAmM e apresenta cinética prépria (pico em horas,
duracdo 24h, em média, in vitro). Outros estudos mostram haver minimo RNAm de
ICAM-1 ou VCAM-1 em células endoteliais ndo estimuladas.®

Essa variedade de vias de ativacdo endotelial promove regulacdo em multiplos

niveis da expressao de moléculas de adesao celular, em Gltima analise envolvidas no

recrutamento de leucdcitos par sitios inflamatdrios ou reagdes imunes.

6.4 Considerac0es finais

O fendmeno de ativacdo endotelial na vasculite da GPA pode ser apreendido
por meio de varios métodos. Por exemplo, sdo evidéncias indiretas de ativagdo
endotelial: a demonstracdo de elevagdo nivel sérico de particulas do ectodomain
shedding de moléculas de adesdo celular durante a atividade e da GPA; também
demonstra de forma indireta ativacdo endotelial: a observacdo histoldgica de
infiltracdo vascular celular, a evidéncia de fragmentagdo da lamina elastica, a
apoptose de celulas endoteliais, e a trombose in situ de vasos pulmonares observados
em estudos anteriores em vasculites ANCA.**%%% Neste presente trabalho, o

fendbmeno de ativacdo endotelial pulmonar na GPA foi estudado de maneira direta:
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demonstramos que moléculas de adesdo celular (marcadores de ativacdo endotelial)
tem sua expressdo aumentada no endotélio vascular pulmonar em lesdes pulmonares
da GPA. A necessidade de se estudar a expressao das moléculas de adeséo (ativacédo
endotelial) in situ e ndo apenas 0s seus niveis séricos se justifica pelo fato de que
estudos in vitro com culturas de diferentes leitos vasculares (pulmao, rim, pele)
mostraram que, sob mesmo estimulo pré-inflamatorio, ha diferencas locais na
expressao de moléculas de adesdo e, portanto, a analise de niveis seéricos das
moléculas de adesdo representa a resultante de varios leitos endoteliais, nao
necessariamente traduzindo com precisdo as caracteristicas do fenbmeno em um
determinado leito vascular especifico, por exemplo, o pulmao.** Seguindo o mesmo
raciocinio, estudos in vitro sobre o assunto usando culturas de células da veia do
cordao umbilical (HUVECs) também ndo traduzirdo o que ocorre no leito endotelial
especifico, ex pulméo.

A demonstracdo direta do aumento da expressdo de moléculas de adesdo
celular tem relevancia em si (autossuficiente) acrescentando compreensdo ao
mecanismo fisiopatologico da GPA. O componente fisiopatogénico de ativacdo
endotelial vascular pulmonar — mediante 0 aumento da expressdo de moléculas de
adesdo celular — que se especulava ocorrer, por meio de evidéncias indiretas, foi aqui

demonstrado. Esta ativacdo endotelial tem particularidades fenotipicas proprias.
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Este estudo demonstrou o aumento da expressdo de moléculas de adeséo,
ICAM-1 e E-selectina, em endotélio vascular de lesdes pulmonares da GPA. O perfil
de expressdo de moléculas de adesdo tem caracteristicas particulares, conforme
observamos o0 maior de expressdao do VCAM-1 na GPA em relagéo a esclerodermia.

Os achados deste estudo apreendem o fenémeno vasculitico da GPA por meio da
evidéncia de ativacdo endotelial pulmonar observada in situ ampliando e
demonstrando fenémeno fisiopatogénico da doenca. Estudos de entendimento

fisiopatogénico abrem caminho para estudos com orientacdo terapéutica.
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Tabela 5: Grupo controle: indice de positividade imuno-histoquimico individual
para o grupo controle (n = 9) referente ao ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina:

Casos ICAM-1 VCAM-1 E-selectina
1 0,25 0,43 0,25
2 0,17 0,31 0,18
3 0,26 0,73 0,04
4 0,37 0,67 0,14
5 0,33 0,58 0,10
6 0,23 0,65 0,22
7 0,50 0,39 0,02
8 0,28 0,55 0,92
9 0,26 0,45 0,00

NOTA: O indice de positividade imuno-histoquimico para cada caso em um marcador

especifico é a soma do total do nimero de pontos positivos divididos pela soma do total de

pontos gue incidiram no endotélio vascular nos 10 campos analisados.
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Tabela 6: Grupo granulomatose com poliangeite: indice de positividade imuno-
histoquimico individual para o grupo GPA (n = 8) referente ao ICAM-1, VCAM-1 e

E-selectina:
Pacientes ICAM-1 VCAM-1 E-selectina
1 0,46 0,57 0,95
2 0,77 0,36 1
3 0,86 1 1
4 0,92 0,95 0,95
5 0,96 0,93 1
6 0,79 0,66 1
7 0,56 0,61 1
8 0,83 0,93 1

NOTA: O indice de positividade imuno-histoquimico para cada paciente em um marcador

especifico é a soma do total do nimero de pontos positivos divididos pela soma do total de

pontos gue incidiram no endotélio vascular nos 10 campos analisados.




45

Tabela 7: Grupo Esclerodermia: Indice de positividade imuno-histoquimico
individual para o grupo esclerodermia (n = 8) referente ao ICAM-1, VCAM-1 e E-
selectina:

Pacientes ICAM-1 VCAM-1 E-selectina

1 0,61 0,34 0,89
2 0,74 0,55 1

3 0,70 0,63 0,60
4 0,76 0,41 0,83
5 0,74 0,44 0,73
6 0,73 0,13 0,88
7 0,71 0 1

8 - - 0,94

NOTA: O indice de positividade imuno-histoquimico para cada paciente em um marcador
especifico é a soma do total do nimero de pontos positivos divididos pela soma do total de

pontos gue incidiram no endotélio vascular nos 10 campos analisados.
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Tabela 8: Granulomatose com poliangeite: detalhamento individual dos casos em

relacdo aos achados histologicos:

PEOEIES 1 2 3 4 5 6 7 8
n==8
Granulo_ma 1 0 3 ) 0 2 0 4
supurativo
Necrose 3 3 0 2 4 0 4 3
geograéfica
Vasculite 2 3 0 0 4 4 0 2
necrotizante
BOOP 2 0 4 0 0 0 0 1
Hemorragia 1 0 0 0 1 0 1 4
alveolar
Eosindfilos 2 2 1 0 1 1 4 3
Hlstlo_cnos 3 3 0 0 0 0 3 1
em palicada
Acha_dos_ na ndn PINE ndn ndn ndn trombo | PINE | edema
periferia
Diagnostico | GPA | GPA | BOOP | GPA | GPA | GPA | GPA | GPA
classica classica like classica classica classica classica classica

NOTA: Legenda utilizada: quantificacdo subjetiva da porcentagem da lamina apresentando o
determinado achado:

1: < 25%
2: 25-50%
3: 50-75%
4:>75%

Abreviacdes: BOOP: bronquiolite obliterante com pneumonia em organizacdo; ndn: nada
digno de nota; PINE: pneumonia intersticial ndo especifica;
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