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RESUMO

Introducio: A esclerose sistémica (ES) ¢ uma enfermidade do tecido conjuntivo de
carater autoimune caracterizada pela triade de injaria vascular, autoimunidade (celular e
humoral) e fibrose tecidual. A observagdao de que o colageno V (COLV) ¢ uma
molécula oculta entre as fibras heterotipicas e que ocorre deposi¢do deste coldgeno com
morfologia anomala no tecido cutaneo de pacientes com ES, sugere fortemente que o
COLV seja um personagem importante no desencadeamento de autoimunidade, j& que
poderia suscitar uma resposta especifica (COLV e anti COLV), com formagao de
imunocomplexos e deposi¢do dos mesmos no endotélio vascular, acarretando dano
vascular o que permitiria o influxo de células da imunidade inata, ocasionando liberagao
de enzimas proteoliticas que degradariam as fibras heterotipicas de colageno, com
exposicado de mais COLV e perpetuacdo da enfermidade. Objetivos: Avaliar as
caracteristicas socio demograficas, clinicas e laboratoriais de 60 pacientes com ES do
Servigo de Reumatologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
FMUFMS e correlacionar a presenga do anti COL V com aspectos clinicos e
laboratoriais da enfermidade. Meétodos: Foram selecionados 60 pacientes com
diagnodstico de ES que concordaram em participar da pesquisa durante o periodo de
Janeiro a Dezembro de 2013. Durante a entrevista inicial foram coletados dados s6cio
demograficos e exame clinico, além da dosagem sérica de anti COL V e anticorpos
especificos para ES, correlacionando o tipo de autoanticorpo com as manifestacoes
clinicas e laboratoriais encontradas. Resultados: Todos os pacientes com ES avaliados
preenchiam os novos critérios do ACR/EULAR para diagndstico da patologia, eram
principalmente do sexo feminino (98,3%) e da forma limitada da doenga (43,3%), com
idade média de 51 anos, cor branca seguida pela parda, com manifestacdo inicial de
fenomeno de Raynaud antes do diagnostico, tempo de duragdo da doenga médio de 9
anos ¢ escore cutdnco modificado de Rodnan médio de 13,08. Em relacdo aos
antecedentes pessoais, a maioria declarou ndo ser tabagista (76,7%) e observou-se
diabetes mellitus em 15% e cancer em 1,7% dos pacientes com ES. As principais
manifestagdes clinicas observadas em cada sistema organico dos pacientes foram:
espessamento cutaneo nas maos (78,3%), fendmeno de Raynaud (100%), artrite
(33,3%), acometimento de esdfago (71,7%), doenca intersticial pulmonar (45%),
hipertensdo arterial pulmonar (19,4%) e crise renal esclerodérmica (1,7%). As
alteracdes laboratoriais mais significativas foram: eleva¢ao de provas inflamatorias em
41,7% dos pacientes (VHS e PCR), elevagdo de CPK (15%), queda dos fatores do
complemento C3 e C4 (3,3%), anticorpo antinuclear (95%), anti centromero (41,7%),
anticorpo anti DNA topoisomerase I (26,7%), anti RNA polimerase III (11,7%), anti U1
RNP (16,7%) e anti Ro (SSA) em 11,7% dos pacientes. O anti COLV foi detectado em
8,3% dos pacientes com ES e apresentou importante correlagdo estatistica com a
atividade da doenga e com crise renal esclerodérmica, além de tendéncia a associagdo
com hipertensdo arterial pulmonar; no entanto, ndo se correlacionou com o indice de
gravidade da doenga ou qualquer outra manifestagdo clinica, nem com qualquer um dos
trés anticorpos especificos da ES estudados. Conclusdes: O anti COLV se
correlacionou de forma significativa com a atividade da doenca e esta provavelmente
relacionado com a lesdo precoce do complexo endotélio-membrana basal, sendo um
bom indicador de necessidade de tratamento naqueles pacientes com positividade para o
mesmo.



Palavras-chave: anticorpo anti coldgeno V, esclerose sistémica, anti topoisomerase I,
anti centromero, anti RNA polimerase 3.
ABSTRACT

Introduction: Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease of the connective
tissue characterized by the triad of vascular injury, autoimmunity (cellular and humoral)
and tissue fibrosis. The observation that type V collagen (COLV) is a hidden molecule
between heterotypic fibers and deposition occurs with abnormal morphology of this
collagen in the skin of SSc patients, strongly suggests that the COLV is an important
character in triggering autoimmunity, since could elicit a specific response (COLV and
anti COLV) with immune complex formation and deposition in the vascular
endothelium, leading to vascular damage which would allow the influx of cells from
innate immunity, causing release of proteolytic enzymes that degrade heterotypical
collagen fibers with exposure of more COLV and perpetuation of the disease.
Objectives: To evaluate the socio demographic, clinical and laboratory characteristics
of 60 SSc patients from de Department of Rheumatology of the University Hospital
Maria Aparecida Pedrossian of FMUFMS and correlate the presence of anti COL V
with clinical and laboratory aspects of the disease. Methods: We selected 60 patients
with ES who agreed to participate in the study during the period from January to
December 2013. During the initial interview were collected socio demographic data and
clinical examination, in addition to serum anti COL V and specific antibodies ES,
correlating the type of autoantibody with the clinical and laboratory manifestations
found. Results: All patients evaluated ES met the new criteria of the 2013 ACR /
EULAR diagnostic pathology, were mostly female (98.3%) and the limited form of the
disease (43.3%) with a mean age of 51 years-old white followed by brown, with initial
manifestation of Raynaud's phenomenon before diagnosis, the mean disease duration of
9 years and skin score modified Rodnan average of 13.08. Regarding personal history,
most stated that being a smoker (76.7%), diabetes mellitus was observed in 15% and
cancer in 1.7% of patients with SSc. The main clinical manifestations observed in each
organ system of the patients were: skin thickening in the hands (78.3%), Raynaud's
phenomenon (100%), arthritis (33.3%), esophageal involvement (71.7%), interstitial
lung disease (45%), pulmonary hypertension (19.4%) and scleroderma renal crisis
(1.7%). The most significant laboratory abnormalities were: elevation of inflammatory
markers in 41.7% of patients (ESR and CRP), elevation of CPK (15%), decrease in
complement factors C3 and C4 (3.3%), antinuclear antibody (95% ) anti centromere
(41.7%), antibody against DNA topoisomerase 1 (26.7%), anti RNA polymerase III
(11.7%), anti U1 RNP (16.7%) and anti Ro (SSA) in 11.7% of patients. The anti COLV
was detected in 8.3% of patients with SSc and showed a significant statistical
correlation with disease activity and with scleroderma renal crisis, and tendency to
association with pulmonary arterial hypertension; however, did not correlate with the
severity index of disease or any other clinical manifestations, nor with any of the three
specific antibodies ES studied. Conclusions: The anti COLV correlated significantly
with disease activity and is probably related to the early injury of endothelium-basal
membrane complex, being a good indicator of need for treatment in patients with
positivity for the same.



Keywords: Antibody anti collagen V, systemic sclerosis, anti topoisomerase I, anti
centromere, anti RNA polymerase 3.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais da esclerose sistémica

A esclerose sistémica (ES) ¢ uma enfermidade do tecido conjuntivo de carater
autoimune, extremamente heterogénea na sua apresentagao clinica, com acometimento de
vérios sistemas e segue um curso variavel e imprevisivel V. Sua etiologia permanece
desconhecida, sendo sugerida uma causa multifatorial, possivelmente desencadeada por

fatores ambientais em um individuo geneticamente predisposto .

Um dos aspectos distintivos da ES ¢ a microvasculopatia, acompanhada de

@) Trata-se de patologia tinica ao

ativagao de fibroblastos e excessiva producao de colageno
exibir caracteristicas de trés processos fisiopatoldgicos distintos: consiste na triade de injtria
vascular, autoimunidade (celular e humoral) e fibrose tecidual, levando a acometimento
cutaneo além de diversos 6rgaos internos como pulmao, coragdo, trato gastrintestinal entre

outros S8 4).

A ES ¢ observada predominantemente em mulheres negras com pico de incidéncia
entre 45 a 64 anos de idade . Esta bem documentada a preponderancia feminina na ES, com
taxas que variam de 3:1 a 8:1 ), no entanto, quando estudados pacientes com ES que tinham

histérico de exposigdo a silica, observou-se alta prevaléncia entre homens .

Nos Estados Unidos, a taxa de prevaléncia reportada para a ES foi de 1 a 5 por
1000 habitantes. Dois estudos de prevaléncia realizados na Inglaterra encontraram uma taxa
similar, de cerca de 1 paciente para cada 1000 habitantes > . Com relagdo a incidéncia da
ES, estima-se uma taxa anual de 0,6 a 19 casos novos para cada milhdo de habitantes .
Outros autores encontraram taxa de incidéncia da ES de 3,8 a 13,9 novos casos por milhao de

habitantes ao ano ®. Nio dispomos de dados de prevaléncia e incidéncia da doenca no Brasil.

A classificag@o dos pacientes com ES leva em conta a extensdo de envolvimento
da pele e a presenca de sobreposi¢do com determinadas caracteristicas de outras doengas

reumatoldgicas autoimunes " *?). Consideram-se 4 subtipos da doenca:

- Esclerose sistémica difusa: endurecimento cutaneo grave e difuso. Tipicamente
associada a presenca do anticorpo anti topoisomerase I ou do anticorpo anti RNA polimerase

111;



- Esclerose sistémica limitada: envolvimento cutdneo limitado as extremidades

distais e a face. Mais comumente associada a presenca do anticorpo anticentromero;

- Esclerose sistémica sine scleroderma: pacientes com caracteristicas vasculares,
fibroticas ou autoimunes soroldgicas da doenga, mas que nao apresentam esclerose cutanea

estabelecida;

- Esclerose sistémica em sindromes de superposi¢do: caracteristicas encontradas
em pacientes com ES forma limitada ou difusa em associagdo com uma ou mais doengas
reumaticas autoimunes distintas. Frequentemente associada a presenca de anticorpo anti Ul
ribonucleoproteina (U1-RNP), anticorpo anti U3 ribonucleoproteina (U3-RNP) ou

polimiosite-escleroderma (Pm/Scl).

Ademais, descrevem-se formas de esclerodermia cutanea, em que a lesdo localiza-
se em regiodes restritas da pele e nao ocorre envolvimento sistémico ou visceral. A forma mais
comum de esclerodermia ¢ em placas ou morféia, com a presenca de lesdes mais comumente
circulares e em tamanho e niimero variado. Observam-se ainda, entre outras formas, as
lineares ou em golpe de sabre, que acometem a face ou membros. No entanto, ndo sao

classificadas dentro do espectro da ES .

1.2 Etiologia da esclerose sistémica

1.2.1 Genética da esclerose sistémica

O componente genético das doengas autoimunes € revelado pelo risco aumentado
do desenvolvimento de uma doenga autoimune observado em gémeos e irmaos do individuo
afetado 'Y, A ES néo é primariamente uma desordem genética, mas geralmente considera-
se que a enfermidade realmente tenha uma propensdo genética através de relatos de gémeos
homozigdticos que tinham concorddncia para a doenca '?. Em 1953 Rees ¢ Bennett
descreveram esclerodermia localizada em pai e filha, seguindo-se varias publicacdes de
esclerodermia familiar em diferentes populagdes e relagdes intrafamiliares ' ). Uma historia
familiar positiva representa o maior fator de risco ja identificado para o desenvolvimento da
ES %19 No entanto, a baixa frequéncia na taxa de concordancia das doencas autoimunes
entre irmaos quando comparada aquela entre gémeos monozigdticos, suporta a presenca de

multiplos genes contribuindo para a predisposicdo genética, incluindo a ES 9.



Além disso, tém sido relatadas associagdes entre HLA e a ES %> 1718 A regido
dos genes do HLA ¢ um exemplo claro de polimorfismo genético no desenvolvimento de ES
(13 Estudos de associacdo do HLA classe Il com ES foram muito inconsistentes quando
agrupados por raca ou etnia >'®. Contudo, quando os pacientes com ES foram agrupados de
acordo com o perfil de autoanticorpos de cada paciente, os achados foram consistentes entre
grupos étnicos diferentes . Por exemplo, haplétipos HLA-DRB1*01 — DQB1*0501 sio
mais comuns em pacientes com ES positivos para anticorpo anticentrdmero enquanto
haplétipos HLA-DRB1#11 — DQB1*0301 tém sido associados com a positividade dos

anticorpos anti-topoisomerase I '®.

Mais recentemente uma revisao a respeito de estudos de fatores genéticos que
promovam o desenvolvimento da ES encontrou evidéncias para a contribui¢do de diversos
genes ou /oci na patogénese da ES, com base em um fundo genético de autoimunidade
compartilhado com outras doengas autoimunes '*'?. Os genes relacionados com
autoimunidade e associados com susceptibilidade a ES, bem como ao desenvolvimento de
certos fenotipos especificos da doenga, quando acometidos por alteragcdes ou mutagdes,
seriam: STAT4, IRF5, TBX21, PTPN22, BANKI1, BLK, CD247, TNFAIP3, CD226,
TNFSF4 e FAS Y.

Verificou-se ainda que genes relacionados com a deficiéncia de complemento,
particularmente dos alotipos de C4, estdo associados ao desenvolvimento de ES forma

limitada, bem como na forma difusa com e sem anticorpos anti-topoisomerase I °.

Os genes relacionados com o desencadeamento de autoimunidade parecem
desempenhar um papel principal na patogénese da ES, enquanto pouco se sabe sobre os
fatores genéticos envolvidos com a vasculopatia e fibrose '®. Polimorfismos genéticos
variados estdo envolvidos com a predisposicao ao desenvolvimento de fibrose na ES,
alterando diversos fatores, tais como fator de crescimento e transformacao beta, fator de
necrose tumoral alfa, fibrilina I, fibronectina, coldgeno tipo I, interleucina 1 e 8 @D bem como
fator de crescimento do tecido conjuntivo e receptor de serotonina 5-HT2A . Por outro
lado, os fatores genéticos que predispde ao desencadeamento da vasculopatia observada na
ES, ocasionariam mudancas nos seguintes fatores: enzima conversora de angiotensina, oxido

@n

nitrico sintetase de origem endotelial ", endoglina, fator 1 derivado de células do estroma,

fator 1A induzivel por hipdxia, receptor do ativador do plasminogénio uroquinase, fator de

crescimento vascular endotelial, fibrinogénio, endotelina 1 e seus receptores '¥.

Existem evidéncias que corroboram a ideia de que a complexidade da ES parece



representar mais uma colegdo de fenotipos do que uma entidade tinica de doencga. Deste
modo, estas associagdes genéticas podem na realidade estarem relacionadas com distintos

fenotipos na ES baseado em um padréo de autoanticorpos .

Hudson e colaboradores utilizaram o termo caleidoscopio de autoimunidade em
pacientes com ES para descrever o fato de que mais de uma doenga autoimune diferente pode
coexistir em um unico paciente (poliautoimunidade) ou no mesmo nucleo familiar
(autoimunidade familiar) ®®. A alta prevaléncia de poliautoimunidade (38%) e também de
autoimunidade familiar (36%) em pacientes com ES, reforca a ideia de que fendtipos

. .. .. T . ey eq- 22
autoimunes clinicamente distintos podem dividir variantes comuns de susceptibilidade 2.

Contrariamente, Maddison e cols encontraram a prevaléncia de anticorpos
antinucleares (ANA) em 27% dos parentes dos pacientes com ES, mas também em 24% dos
conjuges dos pacientes *>. A pesquisa de ANA em pacientes com ES, seus parentes e
conjuges, foi repetida por outros autores com resultados distintos, sugerindo que ambos os

L. . . . . . 14.1
fatores, genético e ambiental, influenciam a autoimunidade na ES %17,

1.2.2 Fatores Ambientais e Infecciosos

Aparentemente, o desenvolvimento de uma doenga autoimune ¢ altamente
dependente de um antecedente genético favoravel e permissivo, mas outros fatores
desencadeantes tais como virus, bactérias e substancias quimicas levam a uma alteragdo na
auto reatividade e perda da tolerancia imunologica ®?. As infecgdes virais sdo as principais
candidatas a fatores ambientais na promog¢ao de doengas autoimunes, devido a sua capacidade
de desencadear uma vigorosa ativagao imune e induzir doengas autoimunes em modelos

animais @,

Maul e cols clonaram e sequenciaram o principal epitopo do antigeno marcador de
esclerose sistémica difusa (topoisomerase 1) e encontraram na proteina uma seqiiéncia de
aminoacidos que ¢ similar a proteina retroviral p30%®, sugerindo que um agente retroviral
poderia estar envolvido na patogénese da ES 9. Posteriormente, observou-se igualmente uma
homologia de estrutura entre uma proteina do citomegalovirus (UL 70) e 0o DNA

. i - 2
topoisomerase I humano, alvo classico da resposta imune na ES *7.

Adicionalmente, sugere-se ainda a infec¢ao de células endoteliais e fibroblastos



por parvovirus B19 como possivel papel patogénico no desencadeamento de ES, através do
encontro de sorologia especifica viral em 9 de 12 pacientes com ES, bem como de DNA de

parvovirus B19 em pele e medula 6ssea de 3 pacientes e nenhum controle .

De forma semelhante, Gavanescu e cols sugerem a forte ligagdo entre infeccao e
autoimunidade, a0 demonstrarem que a infec¢do experimental por Mycoplasma induziu uma
resposta semelhante a esclerodermia em camundongos, com formagao de autoanticorpo
anticentromero e o tratamento dos camundongos com antibidticos preveniu o

desenvolvimento de autoanticorpos .

O desenvolvimento de esclerodermia ou condigdes semelhantes a esclerodermia
(escleroderma-like) em associacdo com varios agentes toxicos incluindo silica, silicone,
cloreto de vinil, solventes industriais e 6leo de couza, corrobora a possibilidade de fatores

ambientais como causa da patologia & "7,

Desde a década de 80 diversos relatos de casos e séries de casos descrevem uma
associacdo entre implante mamarios de silicone e o surgimento de doencas autoimunes,
particularmente a ES ©®”. Uma revisdo de 1992 demonstrou que o teste de imunofluorescéncia
para identificar anticorpos antinucleares foi positivo em ampla proporcao (7 a 68%) de
pacientes com implantes de silicone e nestes pacientes escleroderma-like, encontrou-se a
presenca dos anticorpos anticentrdmero e anti Pm/Scl ©". Muito recentemente foi descrita a
sindrome de incompatibilidade de implante de silicone e de outros materiais como uma causa
frequente de sindrome de Shoenfeld ou ASIA (sindrome autoimune/inflamatoria induzida por
adjuvantes) e postula-se que os silicones ao migrarem por micro rupturas de sua capsula, sao
capturados por macréfagos, resultando na ativagio destas células “**¥. Outro mecanismo
proposto seria a ocorréncia de oxidagdo dos silicones, com formagao local de silica, os quais
sao transportados aos linfonodos regionais, resultando em pronunciado efeito adjuvante e

desencadeando doencas autoimunes e imunodeficiéncias ®* 3.

Finalmente, o microquimerismo ¢ um terceiro mecanismo proposto para explicar a
patogénese da ES, no qual células alogénicas fetais ou maternas cruzam a placenta durante a
gestacdo em um trafego bidirecional e persistem na circulacao e em tecidos da mae e feto,

. (34, 35) : NS . .
respectivamente . Estas cé€lulas nao proprias enxertadas poderiam tornar-se ativadas por
um segundo evento, mesmo apds varias décadas, desencadeando uma reagdo semelhante a de

. . 4.35 .
enxerto versus hospedeiro, que se manifesta como ES *3%. Os estudos que apoiam esta
teoria se baseiam no encontro de células fetais na circulacdo de mulheres normais muitos anos

apos a gestacao e DNA fetal foi encontrado em amostras de pele de mulheres com ES que



. . . 4 . . , .
haviam estado previamente gestantes de um feto masculino ®*. Ademais, existem varias
caracteristicas da ES que sdo compartilhadas por pacientes com doenca enxerto versus
hospedeiro cronica, como endurecimento progressivo da pele, bem como acometimento de

intestino e pulmdes ©”.

1.3 Etiopatogenia da esclerose sistémica

1.3.1 Vasculopatia inicial

A etiopatogenia da ES pode ser iniciada na vasculatura, com evidéncias sugerindo
que algumas alteracdes morfoldgicas e desregulacao do controle do tonus vascular podem
estar aparentes antes do desenvolvimento da doenga, sendo o fendmeno de Raynaud a
manifestagdo clinica mais precoce da doenga ©**"). Os eventos patologicos subsequentes na
ES podem incluir comunicacdo prejudicada entre células endoteliais, células epiteliais e
fibroblastos, ativagao de linfocitos, producdo de autoanticorpos, inflamacao e fibrose do
tecido conjuntivo %, Estes eventos resultam em um actimulo de constituintes da matriz
extracelular (MEC), que substitui a arquitetura tecidual habitual ®®. A producio excessiva de
diversos componentes do tecido conjuntivo normalmente presentes na derme ¢ um achado
caracteristico na pele de pacientes com ES ©¥. Os principais componentes da MEC que se
depositam excessivamente na pele sdo os colagenos tipo L, III e V ©*3%, mas também os

colagenos tipo VI e VII ®* bem como proteoglicanos e fibronectina ¥,

Os acontecimentos mais precoces observados na patogénese da ES sdo o dano as

37 ‘40 muito antes de

células endoteliais e apoptose, demonstrados na pele "’ e pulmdes
qualquer evidéncia de fibrose tecidual. A presenga de células endoteliais circulantes
observadas em pacientes com ES poderia representar evidéncia direta de injuria endotelial e a
detec¢do de progenitores endoteliais circulantes poderia representar uma resposta a isquemia
vascular que ocorre na ES precoce, numa tentativa de revascularizagio “". O endotélio é um
tecido dinamico atuando em multiplas fungdes bioldgicas através da produgao de diversos
reguladores, tais como vasodilatadores (6xido nitrico e prostaciclina), vasoconstritores
(endotelina 1 e fator ativador de plaquetas), e moléculas de adesdo (selectinas, integrinas) ¢,

Num estagio precoce de ES, as células endoteliais ativadas expressam grande numero de
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moléculas de adesio ©”*?. Ademais, foi observado apés ativagdo endotelial na ES, um
desbalan¢o na secrecao de vasodilatadores e vasoconstritores, bem como ativag¢ao cronica de

plaquetas e de vias fibrinoliticas 7% %%,

O oxido nitrico (ON) atenua a sintese de colageno tipo I em fibroblastos da derme
humana de individuos saudaveis, mas esta regulagdo ¢ perdida em fibroblastos de pacientes
com ES “?. Outros estudos sugerem que o ON pode atuar diretamente na inibi¢io da sintese
do colageno pela hidroxilagao da prolina, estimula¢ao das metaloproteinases, redugao na
producao de TGF-B, indugao da apoptose de fibroblastos e neutralizagao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) com atividade pro-fibroticas “**”. Foi encontrada uma associagio entre
aumento dos niveis séricos de ON com elevacdo da pressdo estimada na artéria pulmonar,
com aumento na gravidade da doenca *®. Por outro lado, a endotelina 1 (ET-1) desempenha
um papel principal na vasoconstricdo, além de ativar a expressao da molécula de adesao
ICAM-1 em fibroblastos normais e de pacientes com ES, bem como contribuir com a
fibrilogénese por contribuir com a agio pro-fibrotica de TGF-p “?. Estudo clinico
demonstrou aumento plasmatico e ainda nos fluidos obtidos em lavado broncoalveolar de ET-
1 em pacientes com ES, sendo os maiores niveis de ET-1 correlacionados com a gravidade da
doenga e fibrose pulmonar “?. Mais ainda, autoanticorpos funcionais contra receptores
vasculares, como anti receptor tipo A de ET-1 e anti receptor tipo 1 de angiotensina II, foram
descritos em pacientes com ES e houve associacdo positiva entre os maiores niveis de ambos
autoanticorpos ¢ manifestagdes mais graves da doenga, incluindo hipertensao pulmonar e
tlceras digitais “”. Adicionalmente, os maiores niveis destes autoanticorpos estiveram
associados com aumento na mortalidade . Experimentos in vifro demonstraram que ambos
anticorpos estimularam diretamente a fosforilagdo de quinase extracelular ERK1/2 e
aumentaram a expressio da citocina pro-fibrotica TGF- %,

Varios estudos suportam evidéncias de ativacdo plaquetaria na ES 3 #-3%-31:5)

dano ao endotélio vascular ocasiona exposi¢ao do subendotélio, o que propiciaria adesdo e
agregacao plaquetaria, que parece preceder o aparecimento das lesdes vasculares
proliferativas. As plaquetas desempenham um papel fundamental no controle da hemostasia
principalmente por se ligarem ao coldgeno subendotelial através da integrina e glicoproteina
IV, logo apos lesdo vascular, desse modo iniciando a formagao do trombo e contribuindo para
a microangiopatia observada na ES ®”. A integridade da fungdo endotelial é necessaria para
inibir a agregagao plaquetaria, sobretudo através da produgdo de prostaciclina, bem como a

heparina e trombomodulina presentes na superficie endotelial, auxiliam na inibi¢ao da



trombina plaquetaria . Uma das caracteristicas da vasculopatia associada com ambas
formas da ES ¢ a ativacdo plaquetaria, o qual contribui para a ocorréncia de doenga arterial
oclusiva pela liberagdo de fatores de crescimento ****¥, dentre eles os fatores de crescimento
de fosfolipidios (4cido lisofosfatidico e fosfato I esfingosina) “* e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) ©!*?. Diversas citocinas e seus receptores estio expressos nas
lesdes observadas na ES e podem contribuir com a ativacdo de fibroblastos, como a
endotelina 1 derivada do endotelio disfuncional e o PDGF derivado da ativagio plaquetaria ©"
>2)_ Recentes estudos sugerem que a fibrose tecidual na ES é impulsionada por autoanticorpos
estimulatérios contra receptores do PDGF, que estimulam a producgdo de espécies reativas de

(51

oxigeénio e colageno pelos fibroblastos ", embora essa estimulagdo possa acontecer

independentemente da presenca destes autoanticorpos 2.

Deste modo, evidéncia acumulada sugere que a microangiopatia, com perda
progressiva de capilares, levaria a uma diminuicao do fluxo sanguineo, seguindo-se uma falta
de nutrientes e hipoxia tecidual ©*. Na doenca avancada, a fibrose da pele e maltiplos 6rgdos
internos ¢ a caracteristica histopatologica mais marcante da ES, e resulta de produgao
exacerbada de MEC por fibroblastos ativados. Como o acumulo de MEC aumenta a distancia
da difusdo dos vasos sanguineos para as células, ocorre ma nutri¢do tecidual e hipdxia,

O . .. 4
contribuindo num ciclo vicioso para fibrose .

Com a progressao da doenca, vasos perdem sua elasticidade, ocorre fibrose das
camadas media e adventicia, além de oclusdao de pequenas artérias que, juntamente com
ativacdo e agregacao plaquetaria, favorecem os eventos tromboticos com complicagdes
organicas importantes, representadas por ulceragdo digital, hipertensdo pulmonar e crise renal
esclerodérmica ©”. A morfologia capilar anormal, observada in vivo através da
capilaroscopia, ¢ seguida pela perda ou delecao de capilares, numa clara evidéncia de que um
desequilibrio no processo de angiogénese nao permite a regeneragdo de microvasos funcionais
@37 Pparadoxalmente, existe uma expressdo aumentada de grande numero de fatores pro-
angiogénicos, tais como VCAM-1, PDGF, TGF-B, selectinas, ET-1, molécula de adesao
intercelular 1 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) *7->33% No entanto,
comprometimento da angiogénese, da vasculogénese e apoptose de células endoteliais
maduras s30 0s mecanismos responsaveis pelas anormalidades microvasculares na ES ¢7%.
Ademais, a tortuosidade e formacao de arbustos capilares identificados na capilaroscopia

podem ser interpretados como uma tentativa inttil de construir novos vasos apos estimulagao

com fatores angiogénicos, uma vez que a prolongada expressao de VEGF, entre outros



fatores, ¢ deletéria e ocasiona a fusao descontrolada de vasos com formagao de uma rede
vascular cadtica ©7>®. A partir de hipoxia cronica gerada por rede capilar deficitaria, observa-
se a secrecdo de fator 1 indutor de hipdxia (HIF-1), o qual ativa a transcricao de genes que
codificam fatores de crescimento angiogénicos, perpetuando o ciclo de hipoxia tecidual

cronica 43,

Manalo e cols detectaram em modelos experimentais um grande numero de genes
codificadores de colageno ou de enzimas modificadoras de colageno que foram induzidas
pelas células endoteliais pulmonares ap6s 24 horas de hipoxia. Estes genes incluiam colageno
(COL)1A2, COL 4A1, COL 4A2, COL 5A1, COL 9A1 e COL 18A1, além de procolageno
prolil hidroxilase 1 e 2 (P4HA1 e P4HA2), lisil oxidase e lisil hidroxilase ®¥. Estes achados
poderiam indicar que a hipoxia poderia promover produ¢cdo de MEC e estaria ativamente

envolvida na patogénese de desordens pro-fibroticas como a ES .

Com relagdo a hipertensdo pulmonar na ES, pode ocorrer também uma sequéncia
de eventos a partir da disfun¢ao endotelial inicial, que culmina com vasoespasmo,
remodelagdo vascular e predisposicao a trombose em pequenos vasos pulmonares, associado a

um aumento nos niveis circulantes de endotelina 1 ¢,

Estudos de necropsia demonstraram que o comprometimento cardiaco ocorreu em
até 81% dos pacientes com ES ©. Nos pacientes sem lesdes coronarias significantes,
observou-se frequentemente uma fibrose miocardica desigual em ambos os ventriculos,
resultante de deposi¢do excessiva de coldgeno em areas de necrose dos miocitos. A presenca
de bandas de necrose sugere a ocorréncia de disturbios na microcirculagdo, sendo atribuidos
ao fendmeno de Raynaud intramiocardico “®>”). O principal envolvimento cardiaco na ES,
caracterizado por arritmias, distirbios de condug¢ao e disfun¢do ventricular esquerda, poderia

. ~ . 57,58
ser explicado pelas alteracdes microvasculares ©7°%.

Embora a caracteristica principal da ES seja o comprometimento microvascular,
tem sido descrito um aumento na prevaléncia de doenca macrovascular, a partir de relatos de
doenga arterial periférica distal com alta frequéncia de estenose e oclusdes das artérias digitais
dos pacientes com ES. Além dos fatores de risco cardiovascular tradicionais observados na
populagdo geral, outros fatores de risco sao observados na ES, tais como o aumento da
lipoproteina (a) em ambas as formas da doenca, anticorpos anti colesterol LDL oxidado,
particularmente na ES difusa, anticorpos anti-células endoteliais em 22 a 85% dos pacientes
com ES, bem como a prevaléncia de anticorpos anticardiolipina e anti beta 2 glicoproteina I

em 0 a 40% destes pacientes ©°). Finalmente, trabalho recente demonstrou o0 COL V como um
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autoantigeno na doenca arterial coronariana em humanos e ponderou que a autoimunidade ao
COLV poderia ser uma caracteristica consistente na aterosclerose em humanos e
camundongos, dependente de IL-17 “*. Em estrias lipidicas, camadas paralelas de colagenos
intersticiais condensados separavam células endoteliais dos depositos de lipidos extracelulares
e o COLYV foi encontrado no espaco intercelular da camada intima dos vasos, além da

membrana basal de células endoteliais e de células muculares lisas da intima e média ©,

1.3.2 Autoimunidade

O elo entre o envolvimento vascular inicial e a consequéncia final da doenca
(fibrose tecidual) poderia ser representado pela autoimunidade. Anticorpos circulantes,
alteracdo de mediadores imunologicos e infiltragdo de células mononucleares em 6rgaos
afetados representam um argumento positivo na hipdtese em que a disfungao do sistema

. : 62
imune conduz a patologia % 2.

Ambos os sistemas imunoldgicos inato e adaptativo tem um papel na patogénese
da ES ). Na resposta imune inata contra agentes infecciosos, em individuos normais, as
células imunoldgicas reconhecem os patogenos através dos receptores padrao de
reconhecimento (RPR) “?. Os principais RPR sdo denominados oll-like receptors (TLRs) e
controlam a resposta imune através da detecgio de antigenos moleculares comuns ©?. A
associacdo de certas exposig¢des quimicas com doengas semelhantes a ES fornece apoio para a
noc¢ao de que uma resposta imune inata contra antigenos nao especificos poderia causar a ES
(-2 A ativacdo dos TLRs em células dendriticas, mondcitos/macrofagos e células B
estimulam a producado de citocinas inflamatdrias, apresentacao de antigenos e

desenvolvimento da resposta imune adaptativa 2.

Os interferons sao citocinas fundamentais envolvidas na resposta imune inata e
adaptativa, além de sua conhecida fun¢do imunomoduladora, eles inibem a produgado de
colageno . Os interferons produzidos ap6s estimulagio de TLRs nas doengas autoimunes,
poderiam auxiliar na diferenciacdo e ativagdo de imaturas células dendriticas a maduras, que

sdo responsaveis pela ativacio de células T e células B produtoras de autoanticorpos .

Corroborando a hipétese da participacao da imunidade inata no desenvolvimento

da ES, observou-se uma funcdo anormal nas células natural killer de pacientes com ES,
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caracterizadas por atividade de citotoxicidade reduzida por diminui¢do da liberacao de
granzima B e producdo alterada de citocinas, como elevagdo de IL5, IL6 e IL10 em pacientes

com a forma difusa da doenga ¥,

Por outro lado, linfocitos T ativados sdo detectados na circulagdo e nos 6rgaos
acometidos (pele e pulmdes) de pacientes com ES. Na circulacdo, niveis de receptores
soluveis para IL-2 correlacionam com a extensao da fibrose cutanea e existe evidéncia para a
expansdo clonal de linfocitos T ©°. Outro estudo demonstrou que a migracio transendotelial
de linfocitos T CD4+ esta aumentada na ES, estas células migratérias exibem um fenotipo
ativado e podem contribuir para a formacao de um tipico infiltrado perivascular linfocitico
cutaneo . Observou-se ainda que um grupo substancial de pacientes com esclerodermia
exibe um desequilibrio numérico das células supressoras, caracterizado por redugao dos

linfocitos T regulatorios .

A ativacdo dos linfécitos T e sua secregdo de citocinas participam de forma
marcante na génese do dano vascular e da desregulacio da sintese do colageno . Na
circulacao sanguinea de pacientes com ES, a propor¢ao dos linfocitos T ativados esta
aumentada e o impacto tissular desta ativagdo linfocitaria, em particular sobre as células

endoteliais, se traduz por uma toxicidade direta in vitro e in vivo ©®.

Sabe-se que os linfocitos T regulatorios (Tregs) desempenham um papel
importante na modulagdo de respostas alérgicas e autoimunidade. Estudo recente demonstrou
uma reducao quantitativa das células T regulatérias, além de reducao dos niveis séricos de
TGF-B e IL-10 em pacientes com ES e morféia. A diminui¢do dos Tregs e citocinas
imunoregulatorias poderiam levar a indugdo de autoimunidade e, consequentemente, o
desenvolvimento de lesdes cutaneas *”. Embora o papel das Tregs em suprimir a produgéo de
autoanticorpos ainda nao esteja claro, observou-se que deficiéncia na funcao das Tregs
poderia explicar a presenca de células T reativas ao colageno tipo V e também autoanticorpos

observados em fibrose pulmonar 7%,

Posteriormente, descrevem-se defeitos seletivos na frequéncia e secrecdo de
citocinas pelas células NKT (um subtipo especializado de células T CD4"), em varias doengas
autoimunes incluindo ES 7V, Sugere-se que, como outras células T regulatorias, as células
NKT poderiam desempenhar uma funcao geral de supressdo da autoimunidade, uma vez que a

reducio acentuada da freqiiéncia destas células foram observadas em humanos com ES 7V,

Recentemente, Ueda-Hayakawa e cols descreveram a importante participagao de
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um subtipo de célula T, caracterizado por expressar o receptor y/6 de célula T, no
desencadeamento da fibrose através de um aumento na expressao das cadeias alfa 2 do
colageno I em fibroblastos, sem contato celular direto . Camundongos deficientes do
subtipo /6 de célula T, apresentaram aumento da fibrose pulmonar induzida por bleomicina
) Qutros artigos sugeriram que as células T /8 sio a principal fonte de IL-17, citocina

envolvida diretamente no desenvolvimento de fibrose em ES ©% 7,

Em adi¢do a sua funcao bem conhecida de sintese de anticorpos, os linfocitos B
podem atuar como apresentadores de antigenos aos linfocitos T ?. Linfocitos T e B sio
responsaveis pelo estabelecimento e manutencao de tolerancia, como ilustrado pela
observagao que alteragdes na sinalizacao de células B resultam em autoimunidade 7 0
importante papel dos linfécitos B na patogénese da ES pode ser imputado a achados de
sinaliza¢do anormal de células B em modelos experimentais, onde se observou que defeitos
funcionais nos linfécitos B causados pela perda de CD19 (uma molécula de superficie
especifica de células B) acarretaram em diminuigdo significante da fibrose cutanea em
camundongos '*7”. Os mesmos autores demonstraram que a deplecdo de linfocitos B durante
o estagio inicial da doenga suprimiu a fibrose tecidual, indicando que as células B contribuem
para a inicia¢do da patogénese da ES em camundongos, mas ndo foram exigidos para a
manutengdo da doenga ®. Tanto pacientes com ES quanto camundongos fight-skin, um
modelo genético de ES, apresentam anormalidades intrinsecas em células B caracterizadas

TP . 78,79
por ativacdo cronica destas células "7,

A presenca de linfocitos B também tem sido observada na biopsia de pele de

pacientes com ES '

, além disso, grupos de genes caracteristicamente encontrados em
linfocitos B, alguns dos quais associados com sintese de MEC, foram altamente expressos no
tecido de pacientes com ES quando comparado aos controles saudaveis 7> *”. Recentemente
foi relatado que os linfocitos B sdo proeminentes nos infiltrados linfociticos observados na
doenga intersticial pulmonar de pacientes com ES ®V. A ativacio das células T com
consequente producdo de IL-4 e ativacao das células B, poderia contribuir para as
manifestagdes clinicas da ES através de duas vias principais: o aumento na producao de I1L-6
pelos linfocitos B, que poderia estimular a produgdo de MEC e a producao de IL-4 resultante
de uma resposta imune predominante Th2, que induziria a expressao de TGF-f§ em células B,
sendo um potente fator de crescimento pro-fibrotico ®. Portanto a fungio alterada das células

B na ES poderia explicar ndo somente a produgdo de autoanticorpos, mas também a fibrose,

uma vez que os linfocitos B ativados produzem IL-6, que diretamente estimula fibroblastos ).
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Considerados os dados expostos acima e em conjunto com analises de genomas ¢
proteomas, sugere-se uma participacao igualmente importante de fibroblastos, linfocitos B,

linfocitos T, células endoteliais e o sistema de coagulagdo na patogénese da ES 7).

1.3.3 Fibrose tecidual

Uma hipdtese para a patogénese das desordens fibroticas implica em um balango
alterado entre citocinas Th1 e Th2. As células T polarizadas para um fenotipo de células Th2
secretam abundante 1L4, IL-5 e IL13. Em modelos experimentais, a transferéncia passiva in
vivo de células polarizadas Th2 pode induzir fibrose ". Na ES sdo detectados elevados niveis
de fatores de crescimento (incluindo TGF-B, CTGF, VEGF e FGF), interleucinas (incluindo
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13), quimiocinas e citocinas (incluindo MCP-1 e TNF-q) G889
Ademais, uma série de moléculas de sinalizagao intracelular estdo envolvidas com o processo
de fibrose na ES, tais como BMPs, Smads, FAK (85), JAK-2 (86), CB2 ®7 ¢ fatores de
transcri¢do Fli-1, Ets-1, p53 e RAS @4,

Embora o TGF-B e o CTGF sejam considerados como fundamentais na
patogénese da ES, outras moléculas podem ser cruciais para o desenvolvimento de fibrose na
ES ®%89) A TL-15 foi associada a fibrose, bem como a doenga vascular pulmonar e
vasculopatia digital observada pela capilaroscopia na ES precoce. Podemos explicar estes
efeitos da IL-15 através de sua capacidade de inducdo de sobrevida de linfocitos T e B, além
de prevenir a apoptose de miofibroblastos produtores de colageno “?. Okamoto e cols
demonstraram que a IL-17A contribuiu para a fibrose cutdnea em dois modelos murinos de
ES, uma vez que a perda de IL-17A atenuou a fibrose cutidnea induzida por bleomicina e

também o endurecimento cutineo de camundongos TSK-1 Y.

O papel do TNF na ES parece ser pro-fibrético, uma vez que os linfécitos T
expressam grandes quantidades de receptor tipo 2 de TNF e sua coestimulagao via receptores
desencadeia ainda mais a produgdo de colageno “?. Outra molécula regulatoria hiperexpressa
em linfécitos B de pacientes com ES é o CD19, tendo importante papel na fibrose cutanea
possivelmente através do aumento na producdo de IL-6 e autoanticorpos . Em
camundongos, a bleomicina induz fibrose através da produg¢dao aumentada de hialuronano, o
qual ativa as células B a produzir citocinas fibrogénicas principalmente via toll-like receptor 4

e induz produgdo de autoanticorpos, no entanto, a deficiéncia de linfécitos CD19 suprime a
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fibrose e produgdo de anticorpos pela inibi¢io dos sinais toll-like receptor 4 ©%.

Descobriu-se ainda a participagdo de reguladores pds-transcripcionais de genes
pro-fibréticos na ES, através da observagao de que o microRNA-29 (miR-29) reduz
diretamente a produ¢ao de colageno, no entanto a secre¢ao de TGF-B, PDGF ou IL-4 reduziu

a expressdo de miR-29 ©%.

Mais recentemente, descreve-se a elevagao sérica dos niveis de IL-27 em
pacientes com ES, que esta relacionada com a ativagao de fibroblastos, linfocitos T e B,
incluindo correlagdo positiva com a extensao da fibrose cutanea e pulmonar além de

anormalidades imunolégicas como a indugdo da producio de IL-17 ©9

No ultimo ano, foram propostas trés novas abordagens para complementar o
entendimento da fisiopatogenia da fibrose na ES. A serotonina (5-HT), uma substancia
vasoativa que pode mediar a fase inicial de vasoconstricao do fenomeno de Raynaud, foi
implicada na ES, uma vez que 5-HT armazenada em plaquetas induz a sintese de MEC e
camundongos deficientes para o receptor da 5-HT foram protegidos da fibrose induzida
experimentalmente . O segundo estudo descreve que a sinalizacdo a partir de vias
morfogénicas, tais como Wnt, Hedgehog e Notch, tem emergido como pecas chave na
patogénese de doengas fibrdticas como a ES, por estimularem fibroblastos de forma vigorosa
a se diferenciarem em miofibroblastos e liberar colageno e outros componentes da MEC,

induzindo fibrose ®®.

Por fim, Aida-Yasuoka e cols implicam o estrogénio no desenvolvimento de
doencas autoimunes, baseado em sua habilidade de promover a sobrevivéncia e ativacao de
linfocitos B, facilitando a auto reatividade. O estradiol foi identificado como um indutor de
expressao de fibronectina em fibroblastos cutaneos de pacientes com ES e os efeitos pro-
fibroticos do estradiol, bem como o aumento nos niveis circulantes de estradiol e estrona
explicam, pelo menos em parte, a maior frequéncia de ES em mulheres. Em modelo murino
de fibrose pulmonar induzido por bleomicina, o papel pro-fibrotico do estradiol foi
confirmado, visto que as animais fémeas apresentavam uma resposta fibrdotica mais
pronunciada do que os machos, que foi atenuada ap6s ooforectomia e acentuada com a terapia

de reposicio hormonal ©?

Os mecanismos de fibrose cutanea na ES sao atribuidos ao desbalango das
citocinas que regulam o metabolismo da MEC, desregulagdo das moléculas envolvidas na

degradacao do colageno e anormalidades no processo de fibrilogénese, principalmente a nivel
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de transcricdo '°”. Mais ainda, cultura de fibroblastos derivados da pele de pacientes com ES,
que estdo isentos de fatores ambientais, continuam a produzir excessivas quantidades de
proteinas da MEC, sugerindo que uma vez ativadas, estas células estabelecem um sistema de
auto ativacdo constitutivo ' '°Y. O TGF-B ¢ a principal molécula autdcrina sinalizada pelos
fibroblastos na ES e capaz de induzir a produgdo de CTGF. Esta, por sua vez, pode modular a
via Smad de forma independente da interagdo com TGF-f3, desta forma aumentando os
receptores de ligacdo e prolongando a sinaliza¢do de TGF-p °* %% In vivo, a injecdo
subcutanea apenas de TGF-B1 ocasiona indugao transitoria de fibrose cutanea, enquanto a

adi¢io de CTGF apos TGF-B1 causa persistente fibrose dérmica %1%,

No pulmao de pacientes com ES, o processo de fibrose se inicia com uma doenga
intersticial, caracterizada pela ativagao de fibroblastos, associada a produgdo excessiva de
proteinas da MEC e mediadores bioldgicos que sdo responsaveis por causar inflamagao e
posterior fibrose (103, 104) Contudo, os fibroblastos ndo sdo a tnica fonte de fibrose na ES, os
miofibroblastos sdo ativados por sinais paracrinos e autocrinos, além dos TLRs em
fibroblastos e constituem a maior fonte de TGF-p ®*. A fibrose também ¢é conduzida por
multiplos mediadores, como PDGF, VEGF, ET-1, IL-13, IL-21, MCP-1, caspases entre outros
(84.199) ' Conjuntamente, um balango anormal entre metaloproteinases e seus inibidores resulta

em sintese excessiva de MEC e acarreta acimulo de colageno e fibrose 2.

O processo de remodelamento pulmonar envolve uma complexa interagdo entre
constituintes do parénquima e intersticiais, dentre os quais se destacam o epitélio, a
microvasculatura e MEC. Em pacientes com ES com pneumonia intersticial usual (PIU) ou
idiopatica, existem evidéncias que sugerem que os componentes da MEC ndo somente
participam do processo de remodelamento e deste modo permitem mudangas na
vasculariza¢cdo, mas também regulam a proliferacao endotelial. No pulmao, fibroblastos
intraluminais apresentam um fendtipo contratil e representam importante fonte de produgao
de colageno, sendo demonstrado pelos pesquisadores do LIM-17 do HCFMUSP um aumento
do colageno tipo V na PIU %9,

1.4 Auto anticorpos em esclerose sistémica

Anticorpos altamente especificos podem ser detectados no soro de virtualmente

todos os pacientes com ES " ™. Os mecanismos postulados para o desenvolvimento de
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autoanticorpos em pacientes com ES incluem mimetismo molecular, hiperreatividade cronica
de linfécitos B decorrente de ativacdo via citocinas produzidas pela ativagao do sistema Th2 e
expressao aumentada ou localiza¢ao subcelular alterada de peptideos potencialmente
autoantigénicos V. Alguns anticorpos nio parecem ser simplesmente epifendmenos, mas sim
estarem envolvidos na patogénese da doenca "”. Autoanticorpos poderiam estar envolvidos
da patogénese da ES tanto por amplificarem a resposta imune quanto por ativar os tipos

celulares que sdo relevantes na fisiopatologia da doenca 2.

A importancia do estudo de autoanticorpos na ES reside no fato de que alguns
deles apresentam associacao restrita com a doenca e participam dos critérios propostos por
LeRoy e Medsger para o diagndstico precoce da patologia, o que lhes confere consideravel
valor diagnostico ® ' 1%) Além disso, estdo associados a determinados tracos fenotipicos da
doenca e sdo utilizados para auxiliar na classificacao e caracterizacdo das duas formas clinicas
principais: forma difusa e forma limitada '** ', Foi observada ainda uma estreita relagio
entre niveis de anticorpos anti-topoisomerase I e a gravidade do envolvimento cutaneo e
atividade global da doenca na ES, revelando um possivel papel prognostico ‘%' Relatam-
se ainda significantes correlacdes entre o padrao de anticorpo apresentado com a resposta

terapéutica 'Y,

Os autoanticorpos especificos encontrados na ES apresentam caracteristicas
fundamentais de uma resposta desencadeada por antigeno, sendo representados
principalmente por: anticorpos anticentrdmero (ACA), anticorpos anti DNA topoisomerase I

(anti Scl70) e anticorpos anti RNA polimerase III (anti POL 3) (¢7-107- 108 112)

ACA foram observados em cerca de 20 a 30% dos pacientes com ES "% ''? ¢ em

(107)

55 a 80% dos pacientes com a forma limitada * "/, embora possa variar entre populagdes

étnicas diferentes 1% 2. Os

ACA reconhecem trés proteinas diferentes no centromero:
CENP-A, CENP-B e CENP-C "' 119 entretanto foi identificado em 2004 um novo
constituinte centromérico denominado CENP-O, ao qual foi alvo de anticorpos em pacientes
com ES ""¥_ Os ACA tem valor preditivo para futuro desenvolvimento de ES em pacientes
avaliados com fenomeno de Raynaud e estdo associados com envolvimento cutaneo limitado,
dano vascular periférico e calcinose '** "%, A presenca de ACA geralmente traz um melhor
prognostico do que observado com outros autoanticorpos, uma vez que estao associados com

(108, 112)

menor frequéncia de fibrose intersticial pulmonar , além de que os titulos de anti

CENP-B demonstraram uma relevancia clinica ao exibir correlagdo inversa com a extensao de

envolvimento cutaneo ¥,
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Anticorpos anti DNA topoisomerase I (anti Scl70) s@o descritos em 40% dos

pacientes com ES (12) g (107, 108,

112)

, em cerca de 28 a 70% dos pacientes com a forma difusa da E
e em menos de 10% dos pacientes com a forma limitada 7' 1% Neste caso, também se
observa que diferengas étnicas consideravelmente afetam a prevaléncia do anti Scl70, sendo
observado em menor propor¢ao em brancos caucasianos. O anti Scl70, quando determinado
por imunodifusdo, virtualmente nunca € visto em individuos saudaveis, em outras doengas do
conjuntivo ou em pacientes com FRy primario ' ''?. Contudo, sua presenca esta
relacionada com pior prognostico, atividade global da doenga, gravidade do envolvimento

A . .. . r 107,108, 112, 115, 116, 11
cutdneo, doenga intersticial pulmonar e acometimento cardiaco (7 105 112 113. 116.117)

Anticorpos anti RNA polimerase III (anti POL 3) foram observados em diferentes
frequéncias provavelmente relacionadas a alteragdes genéticas e raciais. Em diversas coortes
com ES variou de 4 a 9,4% em pacientes franceses, 12% em ingleses, 6% em japoneses,
19,4% em canadenses e 25% em americanos '°"''®. Autoanticorpos contra RNA polimerase
I e III habitualmente coexistem em uma prevaléncia de 20% e este padrio ¢ altamente
especifico de ES 10 1%:112) 3 anti POL 3 também apresenta papel prognéstico, uma vez que
foi relacionado ao acometimento difuso da pele, crepita¢io tendinea e acometimento renal "
138, 119) Ademais, importantes associagdes incluem hipertensao sistémica, sinovite, miosite e

’ ~ . . . A foo~ r1: 118,119
possivel relacio com malignidades, predominantemente cancer de 6rgdos sélidos !'® 119,

No Brasil, recentemente um grupo de pesquisadores da regido sul descreveu em
85 pacientes com ES a ocorréncia dos principais autoanticorpos especificos: anti POL 3, anti
Scl70 e ACA, respectivamente em 41,18%, 31,76% e 30,59% dos pacientes. Os autores
ratificam o papel relevante dos autoanticorpos na avaliagdo dos pacientes com ES, sendo
possivel correlacionar o perfil autoimune dessa populacdo nacional com manifestagdes

especificas da doenga 127,

Outros anticorpos observados na ES e em outras enfermidades associadas ao
espectro da esclerose sistémica sdo: anticorpos antifibrilarina (U3 RNP), anticorpos anti RNA
polimerase I, anticorpos anti Th/To, anticorpos anti Pm/Scl, anticorpos anti regido
organizadora de nucléolo (anti NOR 90), anticorpos anti Ku (710112

U11/U12 RNP 12,

e anticorpos anti

Anticorpos antifibrilarina (U3 RNP) foram encontrados na ES em 4% dos

(107, 108, 112)

) ucasi . ’ i
acientes caucasianos e 16 a 23% dos afrodescendentes sendo descritos em

pacientes com LES, Sjogren, doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC) e FRy primario ©”

108.112) " Considerados altamente especificos para a forma difusa da doenca, principalmente
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quando encontrados em afroamericanos '°®. Anticorpos antifibrilarina sdo mutuamente
excludentes com ACA, anti Scl70 e anti POL 3 ©7 19112 Aptj U3 RNP foram associados

com miosite, hipertensao pulmonar (HAP) e doenga renal, embora ndo tenha sido relacionado
com uma maior taxa de mortalidade '°®.
Os anticorpos anti RNA polimerase I estdo presentes em 4 a 11% dos pacientes

g (107,108)

. < . 10 , oy .
com E , associados as formas difusas e graves '°”. Também ja foram relacionados

com maior envolvimento cardiovascular e renal, conferindo associagdo importante com baixa

sobrevida ©7- 197,

Anticorpos anti Th/To sdo descritos em 2 a 10% dos pacientes com ES ©¢7-107- 10%:

112) (108)

, sendo provavelmente mais frequentes em japoneses =, quase nunca sao vistos em
individuos saudaveis, porem ja foram observados em pacientes com LES, polimiosite ¢ FRy
primario "%, Sio indicativos de forma limitada de ES e relacionados com envolvimento
organico importante, crise renal esclerodérmica sem doenga intersticial pulmonar e HAP,

conferindo pior prognostico ©¢7107- 108 112)

Anticorpos anti Pm/Scl estdo associados a sobreposi¢ao entre ES forma limitada e
polimiosite, sendo encontrados em 4 a 11% dos pacientes com ES ''?, sendo menor a
prevaléncia no Japdo "'°”. Até 80% dos pacientes portadores de anti Pm/Scl vio desenvolver
sindromes de sobreposicio '°®). Estes anticorpos estdo relacionados com miosite, artrite, FRy

e envolvimento cutineo limitado, conferindo bom prognéstico 717,

Anticorpos anti regido organizadora de nucléolo (anti NOR 90) nao sao
especificos de ES, sendo descritos em AR, LES, Sjogren, FRy, doenca indeterminada do
tecido conjuntivo (DITC) e malignidades '°” ''?). Relata-se que cerca de 50% dos pacientes

com anti NOR 90 apresentam FRy {aon,

Anticorpos anti Ku foram originalmente relacionados especificamente com ES,

todavia foram descritos posteriormente em pacientes com LES, miosite e sindromes de
.~ (108,112
sobreposicdo (%% 112,

Por fim, anticorpos anti U11/U12 RNP foram relatados em 33 pacientes com ES.

Todos os pacientes com este anticorpo apresentavam FRy, 82% tinham envolvimento
gastrintestinal e 79% fibrose pulmonar, embora nenhum paciente tivesse HAP !'?.

Outros autoanticorpos geralmente relacionados a outras doengas do tecido

conjuntivo igualmente sdo observados na ES, embora em baixa frequéncia, tais como: Fator

reumatoide em 30 a 40% dos pacientes '°”; anticorpo anti citoplasma de neutréfilos (ANCA)
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em 3% dos pacientes '; anti Sm em 2% dos pacientes, mais frequentes na sobreposi¢do

com LES e conferindo mau prognéstico '°7'®; anti U1 RNP em até 35% dos pacientes, mas
geralmente associado 8 DMTC %7 1% 112 anti Ro (SSA) em até 10% dos pacientes com ES,
embora 35% dos pacientes com ES positivos para anti Ro (SSA) apresentem associagao a
sindrome de Sjogren 1°7'%); anti B2 glicoproteina I em até 10% dos pacientes e anticorpos
anticardiolipina em média observados em 20 a 25% dos pacientes (variando amplamente entre
0 a 63%), embora a sindrome antifosfolipide seja raramente associada a ES (menos de 1%)
(107.108. 112). anticorpos anti mitocondria encontrados em 7% dos pacientes com ES 1?7
anticorpos marcadores de miosite e sobreposi¢do tais como anti histidil tRNA sintetase (anti
Jo 1) e anti treonil tRNA sintetase (anti PL 7) sdo descritos em pequeno grupo de pacientes

S (107),

com E anticorpos anti histonas observado em um estudo com pacientes com a forma

limitada 1%,

Diferentemente de LES, observa-se em pacientes com ES que a produgdo de um
autoanticorpo especifico ¢ exclusiva, portanto a ocorréncia de mais de um tipo de anticorpo
em um paciente ¢ rara, exce¢do feita aos anticorpos contra as RNA polimerases (7 1% 112 A
coexisténcia entre anti Scl70 e ACA na ES ¢ pouco frequente (0,5 a 5,5%), embora
anteriormente alguns autores os consideravam mutuamente exclusivos '*". Embora a
correlacdo entre anticorpos que definem os subtipos da ES seja incomum, ja foram descritos a
coexisténcia de ACA ou anti Scl70 com anticorpos anti histona, ACA com anticorpos anti
mitocondrial, anti Scl70 com anticorpos anticardiolipina, ACA ou anti Scl70 com anticorpos

anti Ro (SSA) ou anti RNPs com anticorpos anti Th/To "#?.

Alguns autoanticorpos podem ser inespecificos, como a descri¢do da ocorréncia
de anticorpos antipeptideo citrulinado ciclico (anti CCP) em seis pacientes com ES % ¢
anticorpos antinucleossoma em dois pacientes com ES ¥, embora este ultimo tenha sido
detectado com alta prevaléncia (82%) em pacientes com esclerodermia localizada '*>. Na ES,
ainda sdo descritos anticorpos anti receptor de proteina 2 relacionado com lipoproteina de

baixa densidade (LRP2), bem como na AR e tireoidite autoimune *%,

Entretanto, a maioria dos pacientes com ES exibem niveis circulantes de
autoanticorpos altamente especificos: um grupo de autoanticorpos ¢ dirigido contra antigenos
nucleares (topoisomerase, RNA polimerase) enquanto outros podem desempenhar um papel
patogénico “®. Com relagio a especificidade dos autoanticorpos, sabe-se que o anti DNA

topoisomerase I & o principal anticorpo da forma difusa da doenga !> 116117

(127)

, enquanto o anti

DNA topoisomerase Il nao foi detectado em pacientes com ES



20

Estudos ressaltam o potencial patogénico de autoanticorpos em pacientes com ES,
sugerindo que anticorpos especificos contra fibroblastos, células endoteliais e receptores para
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) podem diretamente causar ativagao de
fibroblastos e células endoteliais e contribuir para o dano tecidual !¢ 3 128),

Estima-se uma ocorréncia de 44 a 84% de anticorpos anti células endoteliais

6 . ,
(36,75 & existe também

(ACEs) em pacientes com ES, tal anticorpo pode induzir a apoptose
uma tendéncia significativa entre positividade do anticorpo ACEs com o aumento da
gravidade da doenca '*¥. Anticorpos anti fibrilina 1 (AAF1) sdo detectados em mais de 50%
dos pacientes com ES e podem ativar fibroblastos, resultando na produ¢do aumentada de
componentes da MEC e estimular a secrecdo de TGFE-B ©*7>'%_ Anticorpos estimulatorios
anti receptor PDGF sao detectados em pacientes com ES e sdo potencialmente patogénicos,
pois induzem a produgdo de colageno tipo 1 através da cascata de espécies reativas de
oxigénio e convertem fibroblastos em repouso a miofibroblastos ativados % "2 Anticorpos
anti metaloproteinase (MMP) 1 e 3 também sao observados em grande propor¢ao de pacientes

e agem prevenindo a degradagdo de colageno excessivo ©% %2,

Mais recentemente foi descrita a ocorréncia de anticorpos anti anexina V em 75%
dos pacientes com ES, os quais demonstraram ser um preditor sensivel de dano vascular
nestes pacientes e poderiam servir como um util parametro discriminador de quais pacientes

. . 12
teriam alto risco de dano vascular 2.

Outro grupo de pesquisadores observou a presenca de autoanticorpos contra a
proteina do choque térmico 47 (HSP47) no soro de pacientes com ES e em um modelo animal
para ES. Como a HSP47 estd expressa na superficie de fibroblastos de pacientes com ES,
entdo o anticorpo anti-HSP47 poderia bloquear as fungdes da HSP47, que resultaria em
deposicao de colageno. A expressdao aumentada da HSP47 tem sido demonstrada em modelos
experimentais, com desenvolvimento de fibrose de pulméo, rim e figado *?. Posteriormente
foram identificados anticorpos anti fibroblastos (AFA) em pacientes com HAP primaria e em
um grupo de pacientes com ES associada a HAP ®?. Os AFA foram capazes de se ligar a
superficie celular dos fibroblastos e induzir um fenotipo pro-adesivo e pro-inflamatorio,
aumentando a expressio de ICAM-1 e IL-6 em mais de 40% dos pacientes com ES *!. O
mesmo grupo posteriormente destacou que os AFA aumentaram a atividade fibroblastica de
quebra do colageno por favorecer a transcricao dos genes MMP-1 e MMP-9, bem como a

producio aumentada de MMP-1 3V,

Demonstrou-se ainda a ocorréncia de anticorpos IgG reativos contra moléculas
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nativas e desnaturadas de coldgeno em um ter¢o de pacientes com ES. Postula-se que tais
anticorpos anticoldgeno poderiam representar o subproduto de uma resposta imune celular na

ES, através da liberagdo de interleucinas, na deposicao anormal que caracteriza a patologia
(132)

1.5 Modelos experimentais de esclerose sistémica

Os modelos experimentais sdo ferramentas muito importantes para o
entendimento da fisiopatologia da ES. Estes modelos reproduzem diversos aspectos
histolégicos e imunolédgicos da ES observados em humanos e possibilitam analisar os eventos
mais precoces envolvidos no desencadeamento e perpetuacao da ES, tais como o dano

e . 1 134
vascular inicial e a resposta imune subsequente !> 1*%.

Os modelos animais de ES podem ocorrer naturalmente, como os camundongos
com deficiéncia de relaxina e o TSK-1, além da galinha UCD-200; podem ser induzidos por
administracao de substancias como a bleomicina e o cloreto de vinila, bem como induzida nos
camundongos TSK-2 ; podem se desenvolver apos transplantes como os camundongos GvHD
I e 0 GVHD II; ou ainda através de modificacdo genética como o camundongo transgénico
deficiente em receptor quinase tipo II do TGF-8 ou condicional expressao do receptor tipo I

do TGF-P e camundongo MRL deficiente em receptores do IFN-y 3% 139,

Recentemente, Yamamoto demonstrou que camundongos com deficiéncia de
relaxina se apresentam com fibrose cutanea caracterizada por endurecimento da pele e
aumento no conteudo de colageno. Fibroblastos derivados da pele destes camundongos

deficientes produzem altos niveis de colageno *?).

Os animais TSK-1, conhecidos como camundongos de pele espessa, apresentam
mutacdo em heterozigose para o gene 1 da fibrilina. A fibrilina ¢ uma proteina estrutural da
MEC e o maior componente das microfibrilas. A caracteristica mais marcante neste modelo ¢
a presenc¢a de uma pele fibroticas espessa que ¢ aderida firmemente ao subcutaneo e tecido
muscular profundo, além da positividade para anti-topoisomerase I '**'** 139 Curiosamente,
os camundongos pN/pN, que sdo deficientes para o gene da cadeia alfa 2 do COLV e
apresentam fragilidade cutanea associada a alteracao na organizacao das fibras do colageno,

quando reproduziram com o camundongo TSK-1, ocorreu a geragao de descendentes que nao
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. . A . . . 1
apresentam nem hiperplasia cutanea e nem produzem anticorpos anti-topoisomerase I ">,

As UCD-200 s3o uma linhagem pura de galinhas que desenvolvem
espontaneamente dano vascular, infiltrado de células mononucleares, fibrose da pele e 6rgaos
internos e poliartrite. Ademais, observa-se a presenca de anticorpos anti células endoteliais,

que induzem a apoptose destas células por meio de citotoxicidade mediada por anticorpos via
Fag (133 134)

O camundongo TSK-2 ¢ resultado da administragao de um agente mutagénico
chamado etil-nitroso-uréia (ENU) que induz uma mutagao no cromossomo 1 e apenas os
animais heterozigotos sobrevivem *¥. O animal desenvolve um fenétipo semelhante ao
TSK-1 de endurecimento da pele, com acumulo de colageno ***%. Alta frequéncia de
anticorpos anti-topoisomerase I e anticentromero foram observados nestes camundongos,
embora tenha sido observado ainda multiplas especificidades de anticorpos, como por

exemplo anticorpo anti DNAds e anticorpo anti CENP-B "7,

Injecdes repetidas do antibidtico antitumoral bleomicina por via intradérmica ou
subcutanea na pele raspada do dorso de camundongos induzem a esclerose cutanea.
Interessantemente, as mudangas escleroticas ndo foram induzidas em regides remotas do
animal, mas a transferéncia de células T CD4 " dos camundongos tratados induziu as mesmas

alteragdes patologicas em camundongos BALB/c néo tratados ** 1%,

A ativacdo de microquimerismo induzida pelo solvente cloreto de vinila esta
associada com o aparecimento de inflamacao cutanea e fibrose, similar ao que ocorre na

doenca enxerto versus hospedeiro *%.

No modelo de doenga enxerto-versus-hospedeiro I (GvHD 1), o transplante de
células esplénicas de camundongos B10.D2 em camundongos BALB/c irradiados ocasionou
fibrose pulmonar e cutinea, além de infiltrados de células T CD3", monoécitos e macrofagos
(133. 139 "por outro lado, na GvHD 11, a transferéncia de células esplénicas de camundongos
B10.D2 em camundongos com deficiéncia de RAG-2, resultou em fibrose sistémica,

. ~ . . 134
inflamacdo e surgimento de autoanticorpos (139)

A geracao de camundongos transgénicos que expressam deficiéncia em receptor
quinase tipo II do TGF-f acarretou o desenvolvimento de fibrose pulmonar e cutanea. Por
outro lado, a expressao condicional do receptor tipo I do TGF-f induziu em camundongos

: : (134
uma fibrose generalizada e inflamagao .

Por fim, a linhagem de camundongos MRL-Ipr com deficiéncia de receptores de
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IFN-y também desenvolveu inflamagdo e fibrose sistémica .

1.6 Modelo de esclerose sistémica induzido por meio da imunizacio com

colageno tipo V

O modelo experimental inédito de esclerodermia em coelhos foi descrito pela
primeira vez por um grupo nacional liderado por Yoshinari e cols em 2002, apds imunizagao
, . (138) . - , . n .
com colageno tipo V 7. Neste modelo, a introducdo de um fator exdgeno imunogénico
promoveu o aparecimento de lesdes patologicas em multiplos 6rgao de um animal sadio da

raca Nova Zelandia, muito semelhantes as observadas em pacientes com ES (38139140,

Do mesmo modo, comprovou-se a relevancia deste modelo experimental através
da demonstragdo de disfuncdo do sistema humoral, caracterizada pela presenca de anticorpos
antinucleares (ANA) com especificidade citoplasmatica contra o complexo de Golgi, mas

principalmente pela positividade para anticorpos anti-topoisomerase I, que € especifico para
ES (139, 140)

Ademais, alteracdes patoldgicas em diversos 6rgios deste modelo animal
guardam correlacao com aquelas encontradas em pacientes com ES. Por exemplo, no trato
gastrintestinal observou-se na imunohistoquimica um actimulo de fibras colagenas na
submucosa e camada muscular esofagica, com caracteristico remodelamento da MEC, com

aumento de alguns tipos de colageno e reducio de outros 4% 14V,

Sabe-se que o endurecimento cutaneo ¢ a marca registrada da ES e ocorre em
quase todos os pacientes " *?. Em relacio as manifesta¢des cutineas deste modelo em
coelhos, observou-se que o aumento no colageno ocorreu a partir do sétimo dia apos a
primeira imuniza¢ao com COLV e que mesmo apds o término da série de imunizagdes, o

remodelamento cutdneo ocasionado pelo depésito de colageno foi progressivo ©% 1%,

Observou-se ainda nos pulmoes a presencga de vasculopatia, especialmente nos
lobos basais, caracterizados pelo espessamento da intima vascular, infiltrado celular e
deposito de coldgeno na regido subendotelial, perivascular, peribronquica e intersticio
pulmonar ** 9 Estudos neste mesmo modelo em coelhos demonstraram que a remodelagéo
do eixo broncovascular na bronquiolite obliterante pode ser revertida através da inducao de

tolerancia nasal ao coldgeno V, sugerindo-se como possivel mecanismo a supressao dos
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. 140, 142 . - 5
linfocitos T 4 1*% Também demonstrou-se que a excessiva produgio de TGF-p no modelo
animal, que ¢ uma das principais citocinas pro fibroticas, foi revertida a normalidade apds a

inducdo de tolerancia nasal com o colageno V 4149,

Finalmente, diversas outras alteragdes encontradas no modelo induzido por meio
da imunizagdo do COLYV foram idénticas as observadas em pacientes com ES, tais como o
deposito de coldgeno entre as fibras cardiacas no corag¢do. Nos rins, observou-se alteracdes
nos glomérulos renais com discreta proliferacdo mesangial, espessamento da membrana basal
e moderado deposito de colageno intersticial. Na sinovia, ocorreu proliferagao das células
epiteliais e deposito de colageno subepitelial, bem como a demonstragdo do aumento da
celularidade e remodelamento da matriz extracelular em estudo histologico da cartilagem

articular (1°% 140

Importantemente, ao compararmos estes 12 modelos experimentais de estudo da
ES citados anteriormente, observamos multiplas diferencas entre eles, sendo alguns mais
completos no sentido de reproduzirem a maioria das manifestagdes clinicas e laboratoriais
encontradas em pacientes com ES. O modelo experimental induzido por meio da imunizagao
do COLYV ¢ o unico que preenche todos os seguintes parametros observados nos pacientes:
fibrose cutanea, esclerose cutanea, fibrose pulmonar, fibrose renal, lesdo vascular, aumento na
deposicao de colageno, aumento de TGF-f e presenga de autoanticorpos, inclusive especificos

de ES.

1.7 Colageno V

A matriz extracelular (MEC) compde o tecido conjuntivo e representa o ambiente
de todas as células fora da circulagdo, sendo reconhecida como uma grande estrutura
reguladora ou instrutiva no comportamento celular, através da sinalizagao via receptores e

moléculas de adesdo da matriz, bem como através da ativacdo de fatores de crescimento *%.

A MEC pode ser subdividida em dois tipos principais: o fibrilar e o fundamental.
As variadas fibras de coldgenos, reticulina e elastina formam a MEC fibrilar. Enquanto os
proteoglicanos, glicoproteinas e glucosaminoglicanos representam a MEC fundamental ("%,

Entre as diversas substancias que formam a MEC, apenas as fibras de colagenos e

os proteoglicanos sdo onipresentes, encontrados em todos os tecidos conjuntivos !+,
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Atualmente s3o descritos mais de 30 coldgenos e proteinas relacionadas aos
colagenos, sendo os mais abundantes os tipos I e III '*®. Os tipos de colagenos podem ser
divididos em familias com base na formacao de certas estruturas poliméricas ou outras
caracteristicas '*”. O colageno tipo V (COLV) faz parte da familia dos colagenos fibrilares,

junto com os tipos I a I e XTI 47,

Os colagenos fibrilares formam a base estrutural de 6rgdos e tecidos, incluindo
vasos, 0ssos ¢ tendoes. Também formam esqueletos dinamicos com sitios de reconhecimento

e ligacdo para ligantes, células e plaquetas Y.

Todas as moléculas de colagenos consistem de 3 cadeias polipeptidicas,
denominadas cadeias alfa (o)), que estdo entrelagadas entre si em uma estrutura de tripla
hélice. Em alguns tipos de colagenos, as trés cadeias a sao idénticas, enquanto que em outros
tipos existem duas ou mesmo trés diferentes cadeias o '*”. O COLV em geral é caracterizado
por uma molécula de tripla hélice composta de duas cadeias alfa 1 (al) e uma cadeia alfa 2
(02) "7, No entanto, em alguns tecidos como o 0sso recém sintetizado e o corddo umbilical,
encontramos na composi¢ao da tripla hélice do COLV, uma pequena parcela de cadeia alfa 3
(03) 1159 Interessantemente, encontrou-se pro cadeia alfa 3 de COL V na matriz
extracelular de um modelo murino de cicatrizag@o de feridas, sugerindo-se sua importancia no

inicio do processo de recuperagdo tecidual, bem como no desenvolvimento normal dos tecidos
(150)

A biossintese dos colagenos fibrilares se inicia a partir da sintese das cadeias pro-
alfa no reticulo endoplasmatico, seguindo-se da hidroxila¢ao de alguns residuos de prolina e
lisina nestas cadeias. Posteriormente as hidroxilisinas sofrem glicolisagdo e as trés cadeias
pré-alfa entrelagam-se formando a tripla hélice da molécula de pro-coldgeno, que sao
empacotadas no complexo de Golgi e secretadas. Imediatamente no espago extracelular, os
pro-peptideos amino e carboxi-terminal dos colagenos I e III sdo clivados, mas isso nao
ocorre com o colageno V. As moléculas recém formadas de coldgeno agregam-se formando
fibrilas. Por sua vez, a unido de diversas fibrilas da origem as fibras colagenas '*>'°Y. Essas
etapas da biossintese dos colagenos podem ser observadas resumidamente na Figura 1 ©°V a

seguir:
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As fibras de colageno nos diferentes tecidos sao frequentemente heterotipicas,
contendo mais que um tipo de colageno. O COLV frequentemente encontra-se associado com
os colagenos I e III, formando fibrilas heterotipicas encontradas principalmente no intersticio
pulmonar e pele. Embora o COLV seja o menos frequente componente encontrado na
formacao destas fibrilas heterotipicas, uma mutagdo em suas cadeias alfa 1 ou 2 leva ao
desenvolvimento da sindrome de Ehlers-Danlos, caracterizada por hiperextensibilidade da
pele, hipermobilidade articular e fragilidade cutdnea ('>* 5% 133134159 Através desta
associacdo, o COLV desempenha papel fundamental no controle da fibrilogénese, de modo
que ao se aumentar a propor¢ao do COLV, progressivamente ocorre redugao do didmetro das

(156), como observado na cornea *”. O COLV atua como um

(150)

fibras heterotipicas produzidas

importante regulador do tamanho e da forma das fibrilas de colageno

O COLYV foi isolado pela primeira vez do tecido placentario humano por
Burgeson e colaboradores em 1976 '*”. Em camundongos, a decidualiza¢io compreende um

profundo remodelamento dos componentes da MEC do endométrio, sendo encontrado o

COLV em grande quantidade nas areas decidualizadas durante o sétimo dia de gravidez *Y.

Observou-se uma diminui¢do da expressdo de COLV em tecidos de decidua humanos durante

(159)

aborto espontaneo precoce e aumento do nivel relativo de COLV durante o

desenvolvimento e envelhecimento da placenta .

O COLYV representa a menor quantidade de colageno fibrilar na maioria dos
tecidos conjuntivos (2 a 5%) e ¢ encontrado principalmente na cornea, onde representa 15 a

20% dos colagenos fibrilares neste tecido '°"*'°?. Também j4 foi identificado em muitos
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outros tecidos, como vaso sanguineo, 0sso, cartilagem, musculo esquelético, pele, sindvia,

rim, pulméo e tenddo "*.

Interessantemente, o COLV apresenta caracteristicas distintas dos outros
colagenos fibrilares, como uma susceptibilidade diferente a clivagem pelas metaloproteinases
(MMP) e uma forte afinidade com outras macromoléculas tais como heparina,

1 : . 1 ’ . ~ IS
159 ¢ insulina ", Uma possivel explicagdo para esta caracteristica

trombospondina
funcional diferente do resto dos colagenos fibrilares refere-se ao fato do COLV conservar os
telopeptideos NH2 e COOH terminais, durante sua biossintese, os quais também tornam a
molécula mais imunogénica que as demais '°*. A interagdo entre algumas fibrilas de

colagenos pode ser observada na Figura 2 abaixo !*:

IS TSI IS

SEBIBRIISB BT

Fonte: Dawson, DG, Watsky MA, Geroski DH, Edelhauser HF. 2006

A imagem anterior representa uma visao transversal obliqua de fibrilas
heterotipicas de colageno corneano estromal (inferior) composta de moléculas de coldgeno
tipo I (branca), III (preto), e V (azul). Os dominios amino-terminais nas moléculas de
colageno tipo V parecem ser importantes na regulagao do diametro de fibrilas de colageno,
que se projetam para a superficie externa da fibrila e presumivelmente bloqueiam maior
acréscimo de moléculas de colageno através de efeitos de impedimento estéricos e/ou
eletrostaticos. Observe que as moléculas de colageno em vista longitudinal (meio) estao
alinhados em paralelo, com lacunas entre as moléculas. Além disso, observe que a visao
longitudinal (superior) mostra claramente que as extremidades das cadeias alfa em cada
moléculas de colageno formam ligacdes cruzadas intermoleculares com as moléculas de

colageno adjacentes 1.
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A principal manifestacdo patologica da ES ¢ o acimulo excessivo de compostos
da MEC, especialmente os colagenos I e III '°°. Fibroblastos da pele de pacientes com ES

166, 167, 168) - .
(166,167, 168) 1 cluindo

cultivados in vitro produzem quantidades excessivas de varios colagenos
o colageno V ¥, ¢ apresentam aumento da transcricdo dos genes do colageno '°”). Estes
achados refletem o desbalango entre a produgao e a degradagdo do colageno. Em relacdo a
isso, as metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo as principais enzimas responsaveis pela
degradacao dos compostos da MEC e recentemente tem sido demonstrada uma expressao
anormal de MMPs na patogénese da ES %% ') Descreve-se redugio da atividade da MMP-9
e dos niveis séricos de MMP-13, sugerindo-se uma contribuicao para o estabelecimento de
fibrose através da redugdo da degradagdo de proteinas da MEC "°?. Niveis elevados de
MMP-7 foram associados com um estagio avancado de fibrose pulmonar na ES, sugerindo
que a metaloproteinase poderia estar envolvida no processo de remodelagao do tecido
fibrotico ’?. Conjuntamente, sio relatados anticorpos anti MMP-1 em pacientes com

a7 o gg (172)

esclerodermia localizada , que poderiam bloquear a atividade de colagenase da

MMP-1 ¢ induzir a deposico de colageno em ambas subtipos da doenca """, Ademais,
sabe-se que a relacdo entre as MMPs e seus inibidores teciduais na ES podem influenciar a

gravidade da doenga, contribuindo para diferentes expressoes clinicas da ES de acordo com o

padrio de autoanticorpo %

1.8 Autoimunidade e Colageno V

Colagenos representam uma série de proteinas que estdo amplamente relacionadas

em termos de propriedades quimicas, estrutura e funcdo 7*. O colageno V funciona como

(174)

um componente do citoesqueleto para as células do tecido conjuntivo e desempenha papel

importante nos processos de proliferacio e reparagdo dos tecidos '*”. A importancia da sua

1 . . L.
17 implica em assegurar um sitio comum para a

(161)

localiza¢do na membrana basal de vasos

(146)

montagem de outras fibrilas de colageno e regular o estagio inicial da fibrilogénese

O grande interesse no estudo do colageno V provém da sua peculiar estrutura
molecular, que o torna distinto e mais imunogénico do que todos os outros colagenos
fibrilares, uma vez que durante a sua sintese, ele conserva seus dominios terminais globulares

e telopeptideos (NH2 e COOH), porgdes sabidamente imunogénicas !4 1%,

Ja se conhece de longa data a relacdo entre os colagenos e a autoimunidade, em
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1974 foram identificados anticorpos contra colageno humano desnaturado no soro de
pacientes com artrite reumatoide (AR) /7%, Em 1983 foram observados anticorpos anti
colageno circulantes no soro de pacientes com ES, demonstrando resultados positivos para os
colagenos tipo I, Il e IV quando comparado com controles normais '’”. Mais recentemente,
descreve-se a ocorréncia de anticorpos anti coldgeno no soro de pacientes com lipus
eritematoso sistémico (LES) principalmente contra o colageno V (70%) e contra o colageno
IV (85%), além de menor propor¢io em vasculites ' ®. Os mesmos autores destacam que os
colagenos de membrana basal ou associados a ela podem se tornar imunogénicos em
pacientes com LES e vasculites, apds dano endotelial secundario ao processo inflamatorio
inicial da doenga de base, e mais ainda, poderiam perpetuar o dano vascular adicional ™.

Mais recentemente tem sido descrita a ocorréncia de anticorpos anti COLV em pacientes com

ES (179).

A descoberta de um modelo de esclerose sistémica no Laboratorio de Investigacao
em Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (LIM-17 do
HCFMUSP) em coelhos sadios imunizados com COL V tem sido de grande importancia na
compreensao da autoimunidade nesta grave enfermidade. No estudo de Callado e cols,
observou-se em 26 coelhos imunizados, a formag¢ao de anti COL V em todos os animais a
partir do trigésimo dia de imunizagdo, positividade de anticorpos antinucleares (ANA) com
especificidade contra o complexo de Golgi em titulagdo superior a 1/320 em todos os animais
apods o septuagésimo quinto dia de imunizagdo, bem como o surgimento de anti Scl70 em

o, o . . o~ (139
todos os animais apos os primeiros 30 dias da imunizagio "),

Em consoante, os autores do modelo experimental de ES induzido por meio da
imunizacdo do COLV, postulam que o coldgeno tipo V, uma molécula oculta e altamente
imunogénica, ao ser exposto ¢ fragmentado, poderia gerar um neo-antigeno, sendo este um
dos antigenos responsabilizados por desencadear uma resposta T dependente tipo Th2. Tais
neo-antigenos poderiam ativar o sistema imune a produzir anticorpos anti coldgeno tipo V

. , ~ ’ . 1 141
que, por sua vez perpetuariam a continua agressdo vascular e sintese de colageno @ 3% 14

143)

Trad e cols consideram igualmente a hipdtese de que a proliferagao celular T in
situ resulta de uma ativagdo antigénica especifica (MHC/peptideo), iniciada a partir de um

neo-antigeno, sendo este secundario a lesdo endotelial precoce observada na ES ©¥.

Outra linha de pesquisa importante a respeito da imunogenicidade do COLV e sua

capacidade de induzir autoimunidade diz respeito a um modelo murino de transplante de



30

pulmao, no qual observou-se que o colageno tipo V € o centro da resposta imune para

aloantigenos e causa de rejeigéo (180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188)

Os estudos em modelo de esclerose sistémica em coelhos sadios imunizados com
COL V do grupo brasileiro LIM-17 do HCFMUSP, bem como as pesquisas com COL V em
modelos murinos e pacientes com transplantes pulmonares descritos pelo grupo de Wilkes 7%

entre outros pesquisadores, ocorreram de modo independente.

Considera-se que o COLV ¢ o que tem menor propor¢ao dentre os colagenos
encontrados nos diferentes tecidos e encontra-se geralmente intercalado com o tipo I, o mais
prevalente (80 181 184 185.186) "Eryhora em menor quantidade, o COLV ¢é considerado como
uma molécula oculta entre os colagenos dos tipos I e III, e usualmente se localiza nos tecidos
conjuntivos perivasculares e peribronquiolares, que sdo os mesmos sitios de atividade de
rejeicdo pulmonar apés transplantes ‘% '* 189 Contudo, em resposta a uma injuria, como a
que ocorre na isquemia de reperfusdo durante o procedimento de transplante, possivelmente
fragmentos antigénicos de COLV poderiam ser liberados localmente ** 219 Apos
capturados por células apresentadoras de antigenos, esses fragmentos funcionariam como neo-
antigenos e ativariam as cé€lulas T, induzindo uma resposta celular especifica, responsavel

pela rejeicdo de pulmdes transplantados !*”),

Durante o processo de rejeicao ao enxerto, a resposta inflamatoria a uma lesao
pode induzir a atividade das metaloproteinases (MMPs), que sdo capazes de degradar o
COLYV, resultando na liberacao potencial de fragmentos antigénicos de colageno V. De fato,
foi demonstrada em modelos murinos de rejei¢ao a transplante pulmonar uma expressao
aumentada de MMP2 ¢ MMP9 "*”. Também j4 foi demonstrada a expressdo de uma
metaloproteinases que degrada o colageno nativo tipo V e coldgenos desnaturados em cultura
de macrofagos alveolares humanos '*%. Devido sua localizagdo pericelular, o COLV é
importante na comunicagao da matriz celular e sua deple¢ao pode acarretar processos

. ~ ’ . o] 180, 1
anormais de reparagdo apos eventos inflamatérios ** '*%),

A causa mais comum de insucesso no transplante pulmonar advém de um
processo de oclusao fibro-obliterativo das pequenas vias aéreas, denominado sindrome de
bronquiolite obliterante (BO). Estudo prospectivo de 7 anos demonstrou que uma resposta
vigorosa e especifica contra o COLV foi associada com substancial aumento na incidéncia e
gravidade da BO. As respostas especificas ao COLV foram dependentes igualmente de
células T CD4" e mondcitos, bem como da presencga de IL-17, TNF-a e IL-1B (181), mas nao de

IFN-y "®_ Estudo recente revelou que 2 anos antes do desenvolvimento de BO, os pacientes
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futuros candidatos a transplante pulmonar j& apresentavam anticorpos contra ambas cadeias
alfa 1 e 2 do COLV, além de imunodominancia de 5 peptideos de COLV (6, 7,9, 11 e 14) que
se ligavam ao HLA-DR4 e DR7, induzindo producao de IL-10. Porém, durante o diagndstico
clinico de BO ap0s o transplante, observou-se uma resposta de anticorpos restrita a cadeia alfa
1 e houve uma mudancga dos determinantes antigénicos do COLV (peptideos 1, 4 ¢ 5), que
induziram a resposta através de IL-17 ¢ IFN-y, mas ndo de IL-10 "*”. A introdugdo local de

IL-10 parece prevenir a rejei¢io de transplantes em camundongos *%.

Com a finalidade de esclarecer a ocorréncia de rejei¢ao muito precoce do pulmao
no periodo pos-transplante, estudou-se a imunidade celular especifica ao COLV em pacientes
que estavam aguardando o transplante pulmonar e descobriu-se notavelmente que quase 60%
dos pacientes com fibrose pulmonar idiopatica ja apresentavam uma resposta de
hipersensibilidade tardia a0 COLV antes de receber o transplante '*. Acredita-se ainda que a
rejei¢do precoce poderia ocorrer através da interacao de células T derivadas do receptor com
células apresentadoras de antigeno (APCs) do pulmio do doador '** %% De fato, o pulméo é
rico em APCs como mondcitos/macrofagos e a deplecao destas células no pulmao doado
antes do transplante foi associado com redugao da producao local de citocinas pro-

inflamatorias, tais como TNF-a 139,

A transferéncia passiva de anticorpos anti coldgeno V em modelos murinos
acarretou lesdo pulmonar, embora ndo se tenha evidenciado depdsito de complemento C4d no
endotélio vascular. Haque e colaboradores, bem como outros autores ja haviam relatado que a
rejei¢do aguda e cronica ao enxerto pulmonar pode ser prevenida por meio da inducao de

tolerancia oral a0 COLV em modelos murinos (133 184 185, 186)

Variadas linhas de pesquisa vém demonstrando a importante participagdo do
COLYV no desencadeamento de processos autoimunes e de indugdo a fibrose. Descreve-se a
associacdo direta entre a diminui¢ao da quantidade de COLV e a reducdo da apoptose celular
em um modelo murino de carcinogénese pulmonar *”. Se por um lado o decréscimo na
apoptose favorece o aumento de células cancerigenas, por outro, igualmente beneficia o
surgimento de doengas autoimunes. Ademais, foi relatado um aumento na expressao de
COLYV na pancreatocolangite autoimune que poderia refletir um distinto mecanismo

subjacente para o desenvolvimento de fibrose *"

€ encontrou-se a associagao positiva entre a
elevagdo sérica de fragmentos de COLV e a extensao da deposicdo de colageno em dois
modelos diferentes de fibrose do figado '*?. Anticorpos reagindo com proteinas da MEC tém

sido extensivamente estudados recentemente em diversas doencgas autoimunes do tecido
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conjuntivo, na oftalmopatia associada a tireoidopatia foram descritos anticorpos anti colageno
V com reatividade antigeno especifica, dentre outros, os quais poderiam representar um papel

na inflamacéo do tecido conjuntivo da 6rbita .

1.9 Justificativa do estudo e Hipotese do COLYV na etiopatogénese da ES

A descoberta de um modelo de esclerose sistémica no Laboratorio de Investigacao
em Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (LIM-17 do
HCFMUSP) em coelhos sadios imunizados com COL V ¢ de grande importancia na
compreensdo da patogénese desta grave enfermidade. O modelo reproduz de forma inédita

todos os aspectos fundamentais da ES como fibrose, vasculopatia ¢ autoimunidade *%.

De forma surpreendente, verificou-se que aspectos histopatologicos encontrados
no modelo eram também vistos na enfermidade humana. Neste sentido, demonstrou-se a
presenca de fibras de colagenos de morfologias anomalas, encontradas engrossadas,
distorcidas e em quantidade aumentada em todos os tecidos habitualmente acometidos na ES.
Estudos imunohistoquimicos e de microscopia eletronica demonstraram que o responsavel

pela modificacdo da estrutura fibrilar era o colageno tipo V ©% 7.

Habitualmente, o COL V ¢ encontrado em pequenas quantidades na forma de
fibrilas delgadas, que em conjunto com os colagenos tipos I e III compdem as fibras
heterotipicas, responsaveis pela sustentacdo e propriedades fisicas da matriz extra celular. A
presenca de fibras heterotipicas anomalas pode originar tecido conjuntivo com propriedades
fisicas diferentes do habitual, como por exemplo, tecido com caracteristicas rigidas, devido a
mudanga da histoarquitetura dos colagenos. Este aspecto tissular ¢ encontrado na ES

especialmente na fase aguda e proliferativa da enfermidade ©% %17,

Extraordinariamente, verificou-se que fibroblastos teciduais e os cultivados in
vitro, obtidos do modelo experimental em coelhos ou humanos, por razdes ainda
desconhecidas, perdem a capacidade autoregulatdria de inibir a sintese de colagenos cessado
os estimulos, mantendo a sintese desordenada e aumentada de COL V andémalo (194
Recentemente, foi descoberto que a sintese exacerbada de COL V em tecidos ocorria
especialmente na fase precoce da ES e esteve relacionada com a atividade clinica da

esclerodermia 7%,

Pesquisadores do LIM-17 do HCFMUSP, tem procurado entender como a



33

imunizacao de coelhos saudéaveis com COL V teriam originado um modelo de esclerodermia.
E curioso que ap6s 7 dias do inicio da imunizago ja era possivel identificar aumento do
colageno na derme do animal ©?. Este fendmeno precoce certamente independe da resposta
imune adquirida e s6 poderia ser justificado pela acao direta de fragmentos do COL V
provenientes da imunizacao, sobre células endoteliais ou em decorréncia da imunidade
adaptativa. Interessante reportar que, estudos de Marangoni mostraram que aos 7 dias ja era

possivel identificar apoptose de células endoteliais ).

Contudo, este aumento precoce da sintese de colageno matricial ocorrida
precocemente ndo poderia ser explicada apenas pela agdo direta do COL V inoculado, uma
vez que houve perpetuagdo da sintese aumentada de colagenos, mesmo apds o término das
imunizagdes. Mais ainda, demonstrou-se que os coelhos apresentavam hipocomplementemia e
presenca de imunocomplexos apos término das imunizagdes *?). Este curioso comportamento
sugere que o COL V seria um agente indutor de autoimunidade, contribuindo na manutencao
dos danos matriciais. Neste modelo, a emergéncia da autoimunidade ja havia sido constatada
pelo surgimento de autoanticorpos como anti Scl 70 e anticorpos contra componentes do

aparelho de Golgi ).

Assim, foi sugerido que a imunizagdo com COL V originaria a formagao de
complexos imunes constituidos de COL V-anti COL V, que ao se depositarem na camada
endotelial, lesariam as células endoteliais e a membrana basal subjacente, possivelmente com
a participagao do sistema complemento. A seguir, este dano do complexo endotélio-
membrana basal promoveria a invasao matricial pelas células inflamatorias circulantes, que
por sua vez, causariam a destrui¢do de componentes matriciais como as fibrilas e a substancia
fundamental, através de digestdo enzimatica. Neste ponto, convém salientar que
habitualmente, o COL V encontra-se oculto, entre as fibras de colagenos dos tipos I e III,
compondo as fibras heterotipicas. A exposi¢ao por acdo enzimatica dos sitios antigénicos
ocultos do COL V, originaria a emergéncia de neoantigenos (antigenos self), que seriam os
responsaveis pela perpetuagdo da resposta imunoldgica. Assim, o processo inflamatorio
imunologico inicialmente induzido por COL V exdgeno, poderia estar perpetuada pela

exposicdo do COL V enddgeno inicialmente oculto .

Fragmentos do COL V endo6geno, continuamente expostos pelo processo
inflamatorio, ativariam células Th2, induzindo sintese de citocinas pro-fibréticas e
estimulando os linfocitos B a produzirem autoanticorpos, originando deste modo um modelo

de autoimunidade compativel com esclerose sistémica 7% 1.
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Adicionalmente, epitopos emergentes de COL V exogenos (estagio inicial) ou
endogenos (estagio tardio), poderiam atuar diretamente sobre as células endoteliais
promovendo apoptose celular. A camada de células endoteliais e a membrana basal, podem
ser igualmente agredidas, pelo surgimento de imunocomplexos, formados por fragmentos de
COL V enddgeno e anti COL V, com afluxo constante de células inflamatorias e ativacdo de
metaloproteases '*. Este conjunto de eventos contribuiria na manuten¢io do dano matricial e

agressio continua do complexo endotélio-membrana basal 7).

Pesquisas conduzidas no LIM-17 do HCFMUSP, mostraram que esta agao danosa
dos imunocomplexos e/ou agdo direta do COL V sobre as células endoteliais, determinam a
sintese aumentada de mediadores inflamatorios pro-fibréticos como endotelina-1, TGF beta,
CTGF e diferentes agentes vasoativos. Estes mediadores sao os principais responsaveis pelas
alteragdes morfologicas e bioquimicas encontradas na ES, como a sintese exacerbada de

r roogt ~ 1 1
colagenos e espessamento da camada intima e oclusdo vascular 7',

A autoimunidade presente no modelo experimental de ES induzido por
imuniza¢ao com COL V, pode ser justificada, uma vez que fragmentos endégenos do COL V
expostos ao sistema imunologico, em especial o sistema Th2, promoveria sintese de citocinas
como IL-4, mediador responsavel pela ativacao de fibroblastos e sintese de autoanticorpos.
Para demonstrar que epitopos expostos do COL V, atuam como antigenos especificos
desencadeadores da ES em coelhos, foi proposto pesquisa objetivando a promover a indugdo
da tolerancia nasal ao COL V nos coelhos imunizados. Demonstrou-se que animais com ES
experimental, tiveram as alteragdes histoldgicas e as citocinas inflamatorias normalizadas

apos o tratamento de tolerancia nasal com COL V 42149,

Estudos conduzidos no LIM-17 HCFMUSP sugerem de forma inédita a
participagdo de antigenos proprios na patogénese da ES animal e humana. Admite-se que,
diferentes formas de agressdes, desde que prolongadas e suficientes para promover danos na
camada endotélio-membrana basal, com exposicao dos componentes da matriz extracelular ao
sistema imunologico, poderiam originar autoimunidade com caracteristicas histologicas,
clinicas e laboratoriais compativeis com esclerose sistémica. O COL V enddgeno,

habitualmente encontrado oculto seria o antigeno proprio mais promissor no

desencadeamento da ES (39, 40, 138, 139, 141, 142, 143, 179)

Neste sentido, esta teoria serve de embasamento para justificar o porqué de
diferentes substancias toxicas como bleomicina, silica, cloreto de vinil, solventes industriais,

oleo de couza e infecgdes prolongadas poderem desencadear quadros clinicos compativeis
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17,2 . e LA
com ES 17?7 Estes agentes podem atuar sobre o endotélio ou epitélio bronquico, levando
N . .. . , . . , . (195)
ao dano vascular ou bronquico, originando o processo inflamatério e imunolégico * .
Interessante observar que os pesquisadores do LIM-17 admitem que o processo inicial da ES

pode se iniciar tanto em vasos, como no sistema respiratério 7% 1%,

Desde que fatores ambientais sejam considerados como fundamentais na
patogénese da ES, é possivel admitir que possam ocorrer variagdes fenotipicas na
apresentacdo da ES conforme as diferentes regides geograficas !> '®. Outro aspecto
importante, mas pouco abordado, ¢ o de conhecer a real relevancia da presenga do anti COL
V nos pacientes com ES. Sabe-se que, animais do modelo de ES induzido por COL V,
desenvolvem anticorpos contra COL V desnaturado, mas nio contra o nativo **. E
desconhecida a importancia do anti COL V em pacientes com ES.

O objetivo da tese € o de conhecer as caracteristicas clinicas e laboratoriais da
populacao de ES na regido de Campo Grande, MS e a de analisar a eventual relevancia da

presenga de anti COL V neste grupo de pacientes, correlacionando com a gravidade e

atividade da doenca, bem como a qualidade de vida dos pacientes.

O mecanismo patogenético da ES proposto pelo LIM-17 do HCFMUSP se

encontra resumido na Figura 3 abaixo "
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Fonte: Martin P. 2012
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as caracteristicas socio demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com
ES do Servigo de Reumatologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
FMUFMS, Campo Grande - Mato Grosso do Sul e correlacionar a presenca do anticorpo anti

coldgeno tipo V (anti COL V) com aspectos clinicos e laboratoriais da enfermidade.

2.2 Especificos

- correlacionar a positividade do anti COL V com a de outros autoanticorpos especificos
presentes na ES;
- correlacionar a positividade do anti COL V com os indices de atividade da ES;

- correlacionar a positividade do anti COL V com os indices de gravidade da ES.
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3. METODOLOGIA

3.1- Descriciao do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, do tipo analitico e de delineamento

transversal, com analise prospectiva dos dados dos pacientes.

3.2- Seleciao dos Pacientes

a- A pré-selecao que foi constituida por 72 pacientes com diagnoéstico de ES, foi feita a partir
do levantamento dos Prontuarios Médicos, do Servigo de Reumatologia do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Faculdade de Medicina da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul (FMUFMS).

b- A partir dos critérios de inclusdo (descritos abaixo), os pacientes foram selecionados
aleatoriamente no ambulatorio de esclerose sistémica/esclerodermia e outras doengas do

coldgeno do Servi¢o de Reumatologia da FMUFMS.

¢- Foram selecionados todos os pacientes que concordaram em participar da pesquisa durante
o periodo de Janeiro a Dezembro de 2013, totalizando 60 individuos com diagnostico de
esclerose sistémica, segundo critérios expostos abaixo.

O tipo de amostragem de conveniéncia foi utilizado por ndo existir nenhum dado publicado
sobre incidéncia e prevaléncia da patologia na populagdo brasileira, uma vez que se trata de
doenga rara. Considerando os dados demograficos mais recentemente publicados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) "*®, cuja populacio estimada no
municipio foi de 786.797 habitantes, e a despeito de diversos vieses, poderia se considerar
apenas para calculo de sele¢dao, uma taxa de prevaléncia dos pacientes com ES procedentes de
Campo Grande - MS de 5,71 casos por 100.000 habitantes, semelhante ao observado nos
Estados Unidos " (5,6 por 100.000 habitantes) e Inglaterra '*® (8.8 por 100.000
habitantes).

d- Do total de 60 pacientes, os grupos foram divididos em 4 grupos, constituidos

respectivamente por 26 pacientes com a forma limitada da doenga, 20 pacientes com a forma
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difusa, 7 pacientes com a forma precoce e 7 individuos com sindromes de sobreposi¢do com

outras doengas do colageno.

e- O grupo controle foi constituido de individuos saudéaveis, doadores de sangue, sendo 21

mulheres e 5 homens, com idade média de 40,34 anos.

f- Os pacientes para serem selecionados, deveriam obedecer aos seguintes critérios:

Critérios de Inclusao dos pacientes:

0 199 ¢/ou os critérios de

- Preencher os Critérios diagnosticos para ES do ACR de 198
classificacdo de 2013 para ES “°” (Quadros 1 e 2 localizados nos itens 3.7.1 e 3.7.2);

- No caso de ndo apresentarem endurecimento cutaneo, deveriam preencher os critérios de ES
precoce de LeRoy e Medsger de 2001 ?°V (Quadro 3 - item 3.7.3);

- Terem assinado o termo de consentimento previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da UFMS (Apéndice 1).

Critérios de exclusao:

- Pacientes analfabetos ou com dificuldade intensa em compreender os questionarios
que foram aplicados;

- Pacientes gestantes ou indigenas;

- Pacientes que apresentavam outras doencas infecciosas associadas ou neoplasias

malignas.

3.3- Coleta dos dados

Na primeira consulta foram colhidos dados demograficos e clinicos, incluindo

tempo de doenca, ano de diagnéstico, escore cutdneo de Rodnan modificado ?*%

, pesquisa de
autoanticorpos, exame clinico completo e tratamento atual (Apéndice B).
As informagdes necessarias para a caracterizagdo so6cio demografica e clinica da

doenga, foram obtidas a partir dos registros médicos contidos nos prontudrios de cada
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paciente e complementadas com duas entrevistas do paciente, sendo o tempo entre as
entrevistas de 6 meses.

O escore cutaneo de Rodnan modificado ¢ realizado através da palpacao de 17
areas do corpo, incluindo dedos das maos, maos, antebragos, bragos, pés, pernas e coxas de
forma bilateral, além de face, torax anterior e abdomen. O endurecimento cutaneo ¢ graduado
em uma escala que varia de 0 (normal) a 3 (grave), obtendo-se varia¢dao do escore cutaneo
entre 0 a 51, de acordo com a soma dos pontos de cada 4rea examinada “? (Quadro 4 - item
3.7.4).

203,204 oy
(203,204) & (ritérios de

Dados especificos sobre os critérios de gravidade de Medsger
atividade de Valentini @%>-2%%207:208:299) 43 doenca foram coletados em formularios
especificos na avaliacdo inicial e apos 6 meses (respectivamente Quadro 5 - item 3.7.5 ¢
Quadro 6 - item 3.7.6). O Scleroderma Health Assessment Questionnaire (sHAQ) *1*211-212)
também foi colhido na avaliacdo inicial do paciente e na segunda avaliacdo (Quadro 7 e 8 -

itens 3.7.7 ¢ 3.7.8).

3.4- Amostras de Soro

a- Foram utilizados para a realiza¢do da pesquisa, soros dos pacientes previamente
selecionados, que foram coletados na primeira entrevista, adequadamente congelados a -50 °C
e armazenados no Laboratério do Hospital Universitario da UFMS. Foi realizada uma nova
coleta dos soros dos mesmos pacientes apos 6 meses da entrevista inicial. Os soros de
controles normais foram armazenados da mesma forma ¢ analisados somente em relagao a

positividade ou nao para o anticorpo anti coldgeno tipo V.

b- Os soros no momento da realizagao dos exames, foram descongelados e divididos em

aliquotas.

¢- os soros foram submetidos a pesquisa de anticorpos antinucleares, anticorpo anti colageno

tipo V e outros autoanticorpos.
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3.5- Pesquisa dos Autoanticorpos

Os exames laboratoriais basicos foram realizados no Laboratdrio do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (FMUFMS). Os autoanticorpos especificos foram realizados no
Laboratério de Pesquisa do Hospital Sao Paulo do Servico de Reumatologia da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP). A pesquisa do Anticorpo anti colageno tipo V foi realizado

no Laboratdrio de Pesquisa do Servico de Reumatologia da Universidade de Sao Paulo (USP).

a- Anticorpos Antinucleares (ANA)

Foi utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta para a pesquisa do ANA e tendo como
substrato as células HEp2 (técnica de Faar) e utilizado os critérios do Il Consenso Brasileiro
de Fator Antinuclear em células Hep-2 (2003) *'¥), para a interpretacio dos resultados.

Os soros foram considerados positivos se o titulo fosse maior ou igual a 160 e diluidos até

obter-se a negativacao da fluorescéncia.

b- Pesquisa de anti DNA (dupla hélice ou nativo), anti Sm, anti RNP, anti Ro (SSA), anti La
(SSB), anticentromero, anti DNA topoisomerase 1 (anti Scl70) anticardiolipina IgM e IgG.
Anti DNA — Foi utilizada como substrato a Crithidia luciliae e utilizada técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFT), como descrita anteriormente por Aarden ¢'¥,

Para a pesquisa de anti Sm, anti RNP, anti Ro (SSA) e anti La (SSB) — Foi utilizada técnica de

(215), utilizando-se

ensaio imunoenzimatico (ELISA), como previamente descrita por McClain
kits especificos de substrato para cada teste, seguindo-se as especifica¢des do fabricante.

(Hemagen Diagnostics, Inc). Foi considerado positivo o soro que tivesse 3 vezes acima do

Cut-off.

c- Para a pesquisa de anticentromero — Foi utilizada a técnica de IFI, tendo como substrato as
células HEp2 conforme os critérios do II Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em células

Hep-2 (2003) ?'*, para a interpretacio dos resultados.

d- Para a pesquisa de anti DNA topoisomerase 1 (anti Scl70) — Foi utilizada técnica de ELISA

(216)

como previamente descrita , considerando ndo reagente se < 20 unidades, fracamente

reagente entre 20 e 39 unidades, moderadamente reagente entre 40 ¢ 80 unidades e fortemente
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reagente (valores elevados) se > 80 unidades. Foi utilizado kit especifico QUANTA Lite TM
Scl-70 do Laboratorio INOVA (INOVA Diagnostics, Inc; San Diego, CA, USA), seguindo-se

as especificagdes do fabricante.

e-Anti cardiolipina IgM e IgG — Foi utilizada técnica de ELISA, considerando positivo se o
titulo fosse maior que 30,0U i/ml para IgG e maior que 15,0Ui/ml para IgM. O substrato
utilizado foi a solugdo de cardiolipina purificada do Laboratério Sigma e técnica como

descrita anteriormente por Gharavi ¢'”.

f- Anticorpo anti RNA polimerase III — Foi utilizada técnica de ELISA como previamente
descrita '¥):

Todos os reagentes e amostras encontravam-se a temperatura ambiente (20-26°C) e foram
homogeneizados. Foi diluida a solu¢do de lavagem HRP 1:40, adicionando o contetido do
frasco de solucao de lavagem HRP a 975ml de dgua destilada. Foi preparada uma dilui¢do de
1:100 de cada amostra do paciente, adicionando Sul de amostra a 500ul de diluente da
amostra HRP. Para determinacao da presencga ou auséncia de anti POL 3 foram utilizados dois
pocos para cada um dos trés controles e dois pocos para cada amostra.

Foram adicionados 100ul do positivo baixo RNA Pol IIT ELISA, do positivo alto RNA Pol III
ELISA, do controle negativo ELISA pré-diluidos e das amostras diluidas dos pacientes nos
respectivos pog¢os. Os pocos foram vedados e foi efetuada, numa superficie nivelada, a
incubacgdo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Apbs aspiracao do contetdo de cada poco, foi adicionado 200-300ul de solucdo de lavagem
HRP diluida a todos os pogos e, em seguida, novamente aspirado. Foi repetida esta sequéncia
mais duas vezes num total de trés lavagens. Depois da ultima lavagem, foi invertida a placa e
colocada sobre um papel absorvente para que fosse retirado qualquer liquido residual.

Foi adicionado 100ul do conjugado HRP IgG a cada poco e novamente realizada a incubagao
dos pocos durante 30 minutos. Posteriormente foi repetido o procedimento de lavagem como
descrito anteriormente.

Foi entdo adicionado 100ul do cromogénio TMB a cada pogo e feita incubagdo durante 30
minutos, no escuro e a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 100ul de solucao
de interrup¢do HRP a cada poco e a placa foi levemente agitada a fim de se obter uma mistura
homogénea nos pocos.

Foi determinada a densidade 6ptica (DO) de cada pogo a 450 nm no prazo de 1 hora apos a

interrupc¢ao da reagdo. Foram considerados negativos os valores < 20 unidades, fracamente
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reagentes entre 20 e 39 unidades, moderadamente reagentes entre 40 e 80 unidades e

fortemente reagentes (valores elevados) se > 80 unidades.

g- Anticorpo anti colageno tipo V — Foi utilizada técnica de ELISA como previamente
descrita com modificagdes '*”. Resumidamente, a técnica utilizada foi a seguinte:

Para o preparo do antigeno usou-se o colageno tipo V (Sigma Co, catalogo codigo C3657).
Assim, 1 mg do COL V foi diluido em 950ul de 4cido acético 0,01N e dissolvido sob agitacao
em vortex.

A seguir adicionou-se 50ul de mercapto-etanol e a solugdo fervida por Smin. Este passo
objetivou quebrar a macromolécula do COL V em fragmentos menores, ao exemplo do que
ocorre no animal inoculado com esta proteina.

Na etapa seguinte, 200ul do antigeno acima preparado na concentragao de 1 mg/ml, foi
adicionado a 9,8 ml de tampao carbonato. Sensibilizou-se cada um dos 96 pogos da placa
Immulon 1B com 100ul da solucdo e a placa incubada “overnight™ a 4 C.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 0,05%, secas e guardadas embrulhadas
em papel aluminio a — 20° C até o uso.

No dia do ensaio, as placas foram lavadas com PBS-Tween 0,05% e a seguir bloqueadas com
150ul/pogo com PBS-BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. A seguir lavou-se as
placas trés vezes com PBS-Tween 0,05%.

Os soros controles de individuos normais e de pacientes com ES foram diluidos 1/50 e
adicionados em duplicada nas placas e incubados por 1 hora e 30 min, em camara imida a
temperatura ambiente. O soro controle positivo foi o proveniente da imunizagao do coelho
com COL V e foi utilizado na dilui¢ao de 1/400.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 0,05%. Adicionou-se 100ul do
conjugado anti IgG humano (Sigma codigo A 8542) ou anti IgG de coelho no caso do
controle positivo (Sigma codigo A 3687) e as placas incubadas por 1 hora em camara imida
na temperatura ambiente.

Ap6s 3 lavagens das placas com PBS-Tween 0,05%, adicionou-se o revelador p-nitrofenil
dissédico (Sigma codigo N 2765) na concentragao de 1 mg/ml diluido em tampao glicina.
Adicionou-se 100ul do revelador em cada um dos pogos e aguardou-se até que o controle
positivo atingisse DO 1,0, leitura realizada com comprimento de onda de 405 nm.
Considerou-se valores positivos, aquelas DOs superiores a média mais trés desvios padrdes

de 8 amostras de soros oriundos de controles normais.
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3.6- Analise Estatistica

Utilizou-se o calculo da mediana para os dados s6cios demograficos.

Determinou-se a prevaléncia dos autoanticorpos na sua totalidade e de cada um deles,
nas amostras dos soros dos pacientes da pesquisa e comparados com os dados da literatura.
Foi feita a correlacdo entre a prevaléncia dos anticorpos encontrados nos soros dos pacientes
desta pesquisa, com os critérios de atividade e critérios de gravidade da ES.

A avaliagdo da correlacdo linear entre o sSHAQ e a atividade da doenca foi realizada por
meio do teste de correlagdo linear de Pearson. Ja a comparagao entre os pacientes com
resultado negativo para o anticorpo anti colageno V, com aqueles com resultado positivo para
este anticorpo, em relacdo as variaveis sHAQ, escore na escala de gravidade, escore na escala
de atividade, tempo da doenga e valor da PSAP, foi realizada por meio do teste t-student. O
mesmo teste foi utilizado na comparagao entre pacientes com a forma da doenga difusa e
aqueles com a doenga limitada, em relacdo as variaveis quantitativas avaliadas neste estudo. O
teste exato de Fisher foi utilizado na avalia¢ao da associagdo entre os resultados para o
anticorpo anti coldgeno V e a variavel presenca crise renal. O teste do qui quadrado ou o teste
exato de Fisher foi utilizado na avaliagdo da associagdo entre as formas da doencga (difusa e
limitada), com as variaveis qualitativas mensuradas neste estudo. Os resultados das demais
variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na
forma de tabelas e graficos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o “software”

SPSS, versao 20.0, considerando um nivel de significancia de 5%.

3.7- Instrumentos de Avalia¢ao

3.7.1- Critérios de Classificacio do ACR/ EULAR 2013 para diagnésticos de ES ®"”

Pacientes com escore total de 9 ou mais pontos sao classificados como portadores de ES

definitiva @,



Quadro 1: Diagnéstico de ES pelos critérios do ACR / EULAR de 2013.
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Item Sub item Peso /
escore
Endurecimento cutaneo dos dedos de ambas 9
as maos estendendo-se de forma proximal -
as articulagdes metacarpofalangeanas
(Critério suficiente)
Endurecimento cutaneo dos dedos (contar Dedos edemaciados 2
apenas 0 maior escore)
Esclerodactilia dos dedos (distal as 4
metacarpofalangeanas mas
proximal as articulacdes
interfalangeanas)
Lesoes de polpa digital Ulceras de polpa digital 2
(contar apenas o maior escore)
Cicatrizes de polpas digitais 3
Telangiectasia - 2
Anormalidades na capilaroscopia - 2
periungueal
Hipertensao arterial pulmonar e/ou doenga | Hipertensdo arterial pulmonar 2
intersticial pulmonar
(escore maximo ¢ 2)
Doenga intersticial pulmonar 2
Fenomeno de Raynaud - 3
Autoanticorpos especificos da ES Anticentromero 3
(anticentrdmero, anti topoisomerase I, anti
RNA polimerase III)
(escore maximo ¢ 3)
Anti topoisomerase I (anti Scl70) 3
Anti RNA polimerase I1I 3

Fonte: Hoogen F, Khanna D, Fransen J, Johnson SR, Baron M, Tyndall A et al. 2013
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3.7.2- Critérios Diagndsticos de ES pelo American College of Rheumathology (ACR)
(199)

A ES pode ser dividida em subtipos e tem critérios de classificagao propostos pelo
199 . , . , , . . .
ACR ") Para o diagnéstico da ES ¢é necessaria a presenca do critério maior ou, na sua
auséncia, de dois critérios menores. Estes critérios mostraram sensibilidade de 97% e

especificidade de 98% (Quadro 2).

Quadro 2: Critérios Diagnosticos de ES pelo ACR de 1980.

Critério maior

1. Esclerodermia proximal

Critérios menores
1. Esclerodactilia
2. Ulceras ou microcicatrizes ou perda de substincia de polpas digitais

3. Fibrose pulmonar bibasal

Fonte: Masi AT, Rodnan GP, Medsger Jr, TA et al.1980



3.7.3- Critérios Diagndsticos de ES precoce propostos por LeRoy e Medsger
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(201)

No entanto, uma grande fra¢ao dos pacientes nao preenche os critérios do ACR.

Por este motivo, recentemente foram propostos outros critérios de diagnostico (Quadro 3).

Neste a presenca de fenomeno de Raynaud associado a alteragdes na capilaroscopia

periungueal e/ou presenga de autoanticorpos especificos determinam a esclerose sistémica

precoce, conforme proposta de LeRoy e Medsger

(201)

Quadro 3: Critérios Diagnosticos de ES precoce propostos por LeRoy e Medsger de 2001.

ou

ovU

1. Fenomeno de Raynaud

Observacao direta de dois dos itens abaixo:
a. Palidez (bem demarcada em regido acral)
b. Cianose (arroxeamento de extremidades que desaparece com aquecimento)

c. Hiperemia (rubor de extremidades bem demarcada)

. Documentacio objetiva de hiper-reatividade ao frio por:

a. Evidencia objetiva de recuperacao retardada apds estimulo frio

b. Teste de Nielsen ou equivalente positivo

Microangiopatia SD a capilaroscopia periungueal

(capilares ectasiados e desvascularizacao capilar)

. Presenca de autoanticorpos seletivos para esclerose sistémica

(anticentromero, anti Scl70, antifibrilarina, anti Pm/Scl, anti RNA polimerase I ou III)

Fonte: LeRoy EC, Medsger Jr. TA. 2001




3.7.4- Escore cutaneo de Rodnan modificado

Calcular o ESCORE pela soma de todas as 17 areas avaliadas.

A. Avaliar o endurecimento da pele pela palpacao:

0 = normal

1 = Discretamente endurecida

2 = Moderadamente endurecida

3 = Gravemente endurecida (impossivel de pingar)

B. Superficie das areas anatémicas avaliadas (N = 17)

Quadro 4: Avaliagdo do endurecimento da pele pelo escore de Rodnan modificado.

| DIREITO
01 2 3
0 12 3
0 1 2 @8
o 1 2 8
0o 1t 2 3
012 3
64 28

Fonte: Sampaio-Barros PD, Samara AM, Marques Neto JF. 2004

DEDOS
MAOS
ANTEBRAGCOS

BRACOS

ABDOME

COXAS 1
i

PERNAS
DOHSODOSPESE

(202)

ESQUERDQ
012 3
0 1 2 3
0 1 2 3
0 1 2 3
01 2 3
o 1 2 3
0 1 2 3
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3.7.5- Critérios de gravidade da ES propostos por Medsger
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(203, 204)

Quadro 5: Critérios de gravidade da ES propostos por Medsger.

ESCALA DE GRAVIDADE DA DOENCA NA ESCLEROSA SISTEMICA

1) Sintomas gerais
() 0=Normal

() 1=Perda peso5.0-9.9 kg / Ht 33.0-36.9 %
() 2=Perda peso 10-14.9 kg / Ht 29.0-32.9%
() 3="Perda peso 15-19.9 kg / Ht 25.0-28.9%
() 4="Perda peso>20.0 kg / Ht <25.0%
2) Vascular periférico

) 0=Normal

) 1=Fendmeno de Raynaud, requerendo uso de vasodilatadores

2 = Microulceragao de polpas digitais

(
(
()
{ ) 3= Ulcera de polpas digitas
( ) 4=~Gangrena digital

P

3) Pele
) 0=ECT 0
) 1=ECT 1-14
2=ECT 15-29
) 3=ECT 30-39
) 4=ECT >40

4) Articulacdes/tenddes
0 = Distancia ponta digital-palma 0-0.9 cm
1= Distdncia ponta digital-palma 1-1.9 cm

3 = Disténcia ponta digital-palma 4-4.9 cm
4= Distancia ponta digital-palma > 5.0 cm

5) Muscular
0 = Sem fraqueza proximal
1= Fraqueza muscular proximal, leve

(

()

()

(

(

A

()

()

( ) 2=Distancia ponta digital-palma 2-3.9 cm
()

()

M

(

(

(

( ) 3 =Fraqueza muscular proximal, intensa
(

)
)
) 2= Fraqueza muscular proximal, moderada
)
)

4 = Fraqueza muscular proximal, intensa; necessario auxilio
para deambulacdo

6) Trato disgestive

() 0=Normal

() 1=Hipoperistalse do esofago distal; Hipoperistalse do intestino
delgado

( ) 2=Aperistalse do esofago distal; uso antibiéticos para
supercrescimento bacteriano

() 3=Sindrome de malabsor¢do; episodios de pseudo-obstrucdo
intestinal

( ) 4=Necessidade de nutrigao parenteral

7) Pulmdes

() 0=Normal

( ) 1=Difusdo CO 70 - 80%; CVF 70 - 80%; estertores; fibrose
radioldgica

( ) 2=Difusdo CO 50 - 69%; CVF 50 - 69%; hipertensda pulmonar
leve

() 3=Difusdo CO < 50%; CVF < 50%; hipertensio pulmonar
moderada a grave

( ) 4=Necessdrio uso de oxigenioterapia

8) Coracdo

() 0=Normal
{ ) 1=Defeito conducéo ao ECG; Fracio de ejeciio VE 45 - 40%

() 2= Aritmia sintomatica; Alargamento VD e VE; Frao de
ejecdo VE 40 - 44%

( ) 3=Fragdo de ejecdo VE<40% .
{ ) 4=Insuficiéncia cardfaca congestiva

9) Rins

0=Normal
1= Creatinina sérica 1.3 - 1.6 mg/dl; proteiniiria ++

()
()
( ) 2="Creatinina sérica 1.7 - 2.9 mg/dl; proteiniiria 3+/ 4+
() 3=Creatinina sérica > 3mg/dl

()

4 = Necessidade de dialise

Pontuacdo Data / /
Paciente
Registro Centro

Traduzido a partir de: Medsger TA Jr, Silman AJ, Steen VD, et al. A disease severity scale for systemic sclerosis; development and testing. J Rheumatol 26: 2159-67, 1999.

Fonte: Medsger Jr TA, Silman AJ, Steen VD et al. 1999



3.7.6- Critérios de atividade de ES propostos por Valentini (205, 206, 207, 208, 209),

Quadro 6: Critérios de atividade de ES propostos por Valentini.

INDICE DE ATIVIDADE DO EScSG

Item Escore
Escore de Rodnan modificado (mRSS > 14) 1,0
Escleredema 0,5
Delta-pele* 2,0
Necrose digital 0,5
Delta-vascular* 0,5
Artrite 0,5
DLCO < 80% 0,5
Delta-coragdo-pulmdo® 2,0
VHS > 30 mm na primeira hora 15
Hipocomplementenemia . 1,0
fndice total de atividade de doenca 10,0

ESe5G = European Scleroderma Study Group; DLCO = Difusdo de Mondxido de Carbono;
VHS = Velocidade de Hemossedimentacio.
* Piora organica relevante referida pelo paciente em relagdo ao més anterior,

Fonte: Valentini G, Della Rossa A, Bombardieri S, Bencivelli W, Silman AJ,
D’Angelo S et al. 2001



3.7.7- HAQ (Health Assessment Questionnaire) @10)

Quadro 7: HAQ (Health Assessment Questionnaire).

HAQ - Health Assessment Questionnaire

Nivel de dificuldade
Vocé é capaz de: Sem qualquer Com alguma Com muita  Incapaz de
dificuldade dificuldade  dificuldade fazer
1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes 0 1 2 3
dos sapatos e abotoar suas roupas?
2. Lavar sua cabega e seus cabelos? 0 1 2 3
3. Levantar-se de maneira ereta de uma 0 1 2 3
cadeira de encosto reto e sem bracos?
4. Deitar-se e levantar-se da cama? 0 1 2 3
5. Cortar um pedago de carne? 0 1 2 3
6. Levar & boca um copo ou uma xicara 0 1 2 3
cheia de café, leite ou 4gua?
7. Abrir um saco de leite comum? 0 1 2 3
8. Caminhar em lugares planos? 0 1 ;. 3
9.  Subir degraus? 0 1 2 3
10. Lavar e secar seu corpo ap6s o banho? 0 1 2 3
11. Tomar banho de chuveiro? 0 1 2 3
12. Sentar-se e levantar-se de um vaso 0 1 2 3
sanitario?
13. Levantar os bragos e pegar um objeto 0 1 2 3
de aproximadamente 2,5 Kg, que estd
posicionado pouco acima da cabega?
14. Curvar-se para pegar suas roupas no 0 1 2 3
chao?
15. Segurar-se em pé no dnibus ou metrd? 0 1 2 3
16. Abrir potes ou vidros de conservas, 0 1 2 3
que tenham sido previamente abertos?
17. Abrir e fechar torneiras? 0 1 2 3
18. Fazer compras nas redondezas onde 0 1 3 3
mora?
19. Entrar e sair de um Onibus? 0 1 3 3
20. Realizar tarefas tais como usar vassoura 0 1 2 3

para varrer e rodo para tirar a dgua?

Fonte: Bruce B, Fries JF. 2003
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3.7.8- sHAQ (Scleroderma Health Assessment Questionnaire) @11,212)

Quadro 8: sHAQ (Scleroderma Health Assessment Questionnaire)
Questiondrio sHAQ: 5 dominios adicionais (VAS):

ITEM o VAS (0-10)

“Fendmeno de Raynaud

Trato gastrintestinal

- Envolvimento pulmonar

Dor

Gravidade da doenca

Fonte: Johnson SR, Hawker GA, Davis AM. 2005
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4. RESULTADOS

4.1- Dados demograficos e classificatorios

Analisou-se um total de 60 pacientes, sendo 59 mulheres (98,3%) e 1 homem (1,7%),
com idade média de 51,18+1,56 anos (médiaterro padrao da média).

Do total de pacientes, 30 pacientes referiam ser de cor branca (50,0%), 27 pacientes
referiram a cor parda (45,0%) e 3 pacientes a cor negra (5,0%).

Com relacao ao diagnostico, 53 pacientes diagnosticados preenchiam os critérios do
ACR " (88,3%). Dos 7 pacientes que nio preenchiam estes critérios, 85,7% tinham a forma
precoce da doenga (Leroy/Medsger “°V).

Com relagdo as formas clinicas da doenga, 26 pacientes tinham a forma limitada
(43,3%), 20 pacientes tinham a forma difusa (33,3%), 7 pacientes tinham a forma precoce
(11,7%), 7 pacientes tinham a forma de sobreposicao (overlap) (11,7%) e nenhum tinha a
forma sine scleroderma.

Com relagdo ao tempo de diagnostico, 16 pacientes foram diagnosticados ha mais de 10
anos (26,7%), 28 pacientes foram diagnosticados entre 5 a 10 anos (46,7%) e 16 pacientes
foram diagnosticados ha menos de 5 anos (26,7%).

O tempo de evolucao da doenca dos pacientes em geral foi de 9,28+0,79 anos.

As principais caracteristicas dos pacientes encontram-se resumidos na Tabela 1:
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Tabela 1: Distribuicao dos pacientes de acordo com os dados demograficos e

classificatorios (n=60).

Variavel 7o (m) ou
médiatEPM

Idade (anos) 51,18+1,56
Sexo

Masculino 1,7 (1)

Feminino 98,3 (59)
Cor

Branca 50,0 (30)

Parda 45,0 (27)

Negra 50(3)

Amarela 0,0 (0)
Tempo de diagnostico

Menos de 5 anos 26,7 (16)

Entre 5 ¢ 10 anos 46,7 (28)

Mais de 10 anos 26,7 (16)
Tempo de FRy antes da doen¢a (anos) 3,724+0,88
Tempo de doenga apds o diagnodstico (anos) 9,28+0,79
Critérios ACR

Sim 88,3 (53)

Nao 11,7 (7)
Forma clinica

Limitada 43,3 (26)

Difusa 33,3 (20)

Inicio recente 11,7 (7)

Sobreposicao (Overlap) 11,7 (7)

Sine scleroderma 0,0 (0)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa

(frequéncia absoluta). FRy: Fenémeno de Raynaud, ACR: Colégio Americano de Reumatologia.

O tempo de evolucao da doenca na forma limitada foi de 10,04+1,09 anos e na
forma difusa foi de 9,10+1,42 anos. Do total de pacientes, 39 (65,0%) j& tinham fendmeno de

Raynaud (FRy) antes do diagnostico da doenga e 21 (35,0%) pacientes apresentaram FRy
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concomitantemente ao diagndstico. Dos pacientes que tinham FRy antes do diagnostico da
doenga, 53,8% evoluiram para a forma limitada ap6s um tempo médio de 8,4 anos. Enquanto
que neste grupo de pacientes com FRy prévio ao diagndstico, 28,20% deles evoluiram para a
forma difusa ap6s um tempo médio de 2,8 anos.

Todos estes dados podem ser observados na Tabela 2:

Tabela 2: Analise comparativa das formas de apresentacdo clinica da ES sistémica com

dados demograficos e evolutivos da enfermidade (n=60).

Forma clinica

Variavel Valor de p
Difusa Limitada
Idade (anos) 48,30+1,83 59,50+1,57 <0,001
Sexo
Masculino 5,0 (1) 0,0 (0)
0,435
Feminino 95,0 (19) 100,0 (26)
Cor
Branca 45,0 (9) 57,7 (15)
Parda 45,0 (9) 38,5 (10) 0,571
Negra 10,0 (2) 3,8(1)

Tempo de diagnoéstico

Mais de 10 anos 25,0 (5) 30,8 (8)
Entre 5 e 10 anos 55,0 (11) 46,2 (12) 0,836
Menos de 5 anos 20,0 (4) 23,1 (6)

Tempo de ERy antes do 1,55+0,54 6,04+1,83 0,025

diagnostico (anos)

Tempo de doenga apéds o

9,10£1,42 10,04+1,09 0,596
diagnostico (anos)
Critérios ACR
Sim 100,0 (20 96,2 (25
(20) (25) 0.565
Nao 0,0 (0) 3,8 (1)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa
(frequéncia absoluta). * Valor de p no teste t-student, no teste exato de Fisher ou no teste do qui-

quadrado. FRy: Fendmeno de Raynaud, ACR: Colégio Americano de Reumatologia.
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4.2- Indices de monitoramento

O sHAQ na primeira avaliacdo (HAQ1) foi em média 0,63+0,05, sendo o valor mais
alto encontrado de 1,56 e o mais baixo foi 0. O sHAQ na segunda avaliagao (HAQ?2) realizada
apos 6 meses da primeira foi em média 0,63+0,05, sendo o valor mais alto encontrado de 1,63
€ 0 mais baixo foi 0.

O valor médio na escala de gravidade dos pacientes foi de 4,87+0,37 e praticamente
nao houve diferenca com relagdo a segunda avaliagdao. O valor mais alto encontrado em um
paciente foi de 15 e o valor mais baixo foi de 1.

A escala de atividade na primeira avaliacdo (EA1) foi em média 2,30+0,17, sendo o
valor mais alto encontrado de 5,5 e o mais baixo foi 0. A escala de atividade na segunda
avaliacdo (EA2) realizada ap6s 6 meses da primeira foi em média 2,36+0,19, sendo o valor
mais alto encontrado de 6 e o mais baixo foi 0.

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 3:

Tabela 3: Escalas de sHAQ, de gravidade e de atividade dos pacientes com ES no

intervalo de 6 meses.

Variavel % (m) ou
média+EPM

Indices de monitoramento

sHAQ 1 0,63+0,05
sSHAQ 2 0,63+0,05
Escala de gravidade 4,87+0,37
Escala de atividade 1 2,30+0,17
Escala de atividade 2 2,36+0,19

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa (frequéncia
absoluta). HAQ 1 foi obtido na primeira entrevista e 0 HAQ 2 foi obtido apds 6 meses. Escala de atividade 1
foi obtida na primeira entrevista ¢ a Escala de atividade 2 foi obtida ap6s 6 meses. sHAQ: scleroderma Health

Assessment Questionnaire (Questionario de Avaliagdo da Satide em esclerose sistémica).
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4.3- Manifestacoes cutineas

Do total de 60 pacientes, 10 deles tinham calcinose na avaliagdo (16,7%); destes, 70,0%
tinham a forma limitada.

Na avaliagdo inicial, 13 pacientes nao tinham alterag¢des significativas nas maos
(21,7%). Entre os que apresentavam alteragdes nas maos (78,3% - n=47), 14 pacientes
apresentavam alteragdes compativeis com a fase edematosa nas maos (23,33%), 15 estavam
na fase indurativa (31,9%) e 18 apresentavam fase atréfica (38,3%). Destes com a fase
atrofica, 50,0% eram da forma difusa ¢ outra metade da limitada.

O escore cutaneo de Rodnan (0-51) dos pacientes foi em média 13,08+1,06. A média do
escore de Rodnan dos pacientes com a forma difusa era de 17,50+2,04 e da forma limitada era
de 12,77+1,21.

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 4:

Tabela 4: Manifestacdes cutaneas e escore de Rodnan nos pacientes com ES (n=60).

Forma clinica

Variavel Valor de p
Difusa Limitada
Calcinose
Sim 15,0 (3) 26,9 (7)
Nio 85,0 (17) 73,1 (19) 0273
Maos
Sem alteracao 15,0 (3) 15,4 (4)
Com alteracdo 85,0 (17) 84,6 (22) 1000
Achados nas maos (n=17) (n=22)
Fase edematosa 15,0 (3) 19,2 (5)
Fase indurativa 30,0 (6) 30,8 (8) 0,902
Fase atrofica 40,0 (8) 34,6 (9)
Escore cutaneo 17,50+2,04 12,77+1,21 0,042

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa

(frequéncia absoluta). * Valor de p no teste t-student, no teste exato de Fisher ou no teste do qui-quadrado.
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4.4- Manifestacoes vasculares

A totalidade dos pacientes (100,0%) do estudo tinham FRy, embora apenas 33,3% dos
enfermos reportassem esta manifestacao. Dos pacientes com FRy diagnosticados
objetivamente durante o exame fisico na consulta inicial, 17 tinham a forma difusa, 16
pacientes eram da forma limitada e 7 pacientes tinham ou a forma precoce ou a de
sobreposi¢ao.

Na avaliacdo inicial, 14 pacientes tinham micro cicatrizes nas polpas digitais (23,3%).
Destes com micro cicatrizes, 8 tinham a forma difusa (57,1%) e 4 tinham a forma limitada
(28,6%).

Observou-se que 6 pacientes tinham tulceras digitais (UD) na entrevista inicial (10,0%).
Destes com UD, 4 tinham a forma difusa (66,7%) e 2 tinham a forma limitada (33,3%).

Foi observado em 6 pacientes necrose ou amputacao nas polpas digitais na avaliacao
inicial (10,0%). Destes com necrose, 3 tinham a forma difusa (50,0%) e 3 tinham a forma
limitada (50,0%).

Do total de pacientes avaliados, 41 pacientes tinham telangiectasias na consulta inicial
(68,3%). Destes, 24 pacientes tinham a forma limitada (58,5%) e 12 com a forma difusa
(29,3%).

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 5:
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Tabela 5: Frequéncia de manifestagcdes vasculares em pacientes com ES (n=60).

Variavel 7 (n) ou
médiatEPM
Manifestacoes vasculares
FRy
Objetivo 66,7 (40)
Subjetivo 33,3 (20)
Ausente 0,0 (0)
Microcicatrizes
Sim 23,3 (14)
Nio 76,7 (46)
Ulceras ativas
Sim 10,0 (6)
Nao 90,0 (54)
Necrose ou amputacio
Sim 10,0 (6)
Nao 90,0 (54)
Telangiectasias
Sim 68,3 (41)
Nao 31,7 (19)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta).

4.5- Manifestacoes musculoesqueléticas

Na avaliacdo inicial, 20 pacientes tinham artrite (33,3%). Destes pacientes, 9 tinham a
forma limitada (45,0%), 6 tinham a forma difusa (30,0%) e 5 pacientes ou tinham a forma
precoce ou a de sobreposi¢do (25,0%).

Foi observado que 8 pacientes tinham contratura em flexao na avaliacdo inicial
(13,3%). Destes pacientes, 5 tinham a forma difusa (62,5%), 2 tinham a forma limitada
(25,0%) e 1 paciente tinha a forma de sobreposi¢do (12,5%). Ademais, 2 pacientes tinham
crepitacdo tendinea na avaliagdo inicial (3,3%). Sendo um paciente de cada forma da doenga

(difusa / limitada).
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Com relagdo a fraqueza muscular, 8 pacientes apresentavam este sintoma na avaliagao
inicial (13,3%). Destes pacientes, 4 tinham a forma difusa (50,0%) e 2 tinham a forma
limitada (25,0%). Ainda, 7 pacientes tinham atrofia muscular na avaliacdo inicial (11,7%).
Destes pacientes, 5 tinham a forma difusa (71,4%) e 2 tinham a forma limitada (28,6%).

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 6:

Tabela 6: Frequéncia das manifestagdes musculoesqueléticas em pacientes com ES (n=60).

Variavel % (m) ou
média+EPM
Manifestacoes musculoesqueléticas
Artrite/sinovite
Sim 33,3 (20)
Nao 66,7 (40)
Contratura em flexao
Sim 13,3 (8)
Nao 86,7 (52)
Crepitaciao tendinea
Sim 3,3(2)
Nao 96,7 (58)
Fraqueza muscular
Sim 13,3 (8)
Nao 86,7 (52)
Atrofia
Sim 11,7 (7)
Nao 88,3 (53)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta).
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4.6- Manifestacoes gastrintestinais

Do total de pacientes avaliados, 43 deles tinham sintomas de acometimento do es6fago
na avaliacdo inicial (71,7%). Destes com queixas esofagicas, 46,5% tinham a forma limitada e
32,6% tinham a forma difusa.

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 7:

Tabela 7: Frequéncia de manifestagcdes gastrointestinais em pacientes com ES (n=60).

Variavel 7o () ou
médiaztEPM
Manifestacoes gastrintestinais
Acometimento es6fago
Sim 71,7 (43)
Nao 28,3 (17)
Outros achados gastrintestinais
DRGE 23,3 (14)
Esofagite 23,3 (14)
Gastrite 23,3 (14)
Hipotonia esofagica 15,0 (9)
Dilatagao es6fago 5,0(3)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta). DRGE: Doenca do Refluxo Gastro Esofagico.

As principais manifestagdes encontradas na endoscopia digestiva alta (EDA) destes
pacientes sintomaticos foram: DRGE em 23,3% (n=14), Esofagite em 23,33% (n=14),
Gastrite em 23,33% (n=14) e Hipotonia esofagica em 15,0% (n=9) destes pacientes.

As principais alteragdes observadas no exame de endoscopia digestiva alta dos

pacientes encontram-se resumidos na Tabela 8:



Tabela 8: Frequéncia de alteragdes gastrointestinais em pacientes com ES, observadas

no exame de endoscopia digestiva alta (n=60).

Manifestacio gastrintestinal % (n)
DRGE 23,3 (14)
Esofagite 23,3 (14)
Gastrite 23,3 (14)
Hipotonia esofagica 15,0 (9)
Dilatacao do esdfago 5,0(3)
Aperistalse 5,0(3)
Discinesia esofagica 5,0 (3)
Discinesia gastrica 5,0(3)
Hérnia de hiato 5,0(3)
Duodenite 1,7 (1)
Telangiectasias 1,7 (1)
Ulcera géstrica 1,7 (1)

Nota: Cada paciente poderia apresentar mais de uma manifesta¢ao gastrointestinal. DRGE: Doenca do

Refluxo Gastro Esofagico.
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4.7- Manifestacoes cardiopulmonares

Do total de pacientes avaliados, 35 destes (58,3%) tinham capacidade vital funcional
pulmonar (CVF) normal na Espirometria (normal se >80%). Os demais pacientes
apresentavam altera¢do da capacidade vital pulmonar:

- 18 pacientes (30,0%) tinham reducdo da CVF leve (70 a 80% do previsto).
- 5 pacientes (8,3%) tinham redu¢do da CVF moderada (50 a 69% do previsto).
- 2 pacientes (3,3%) tinham reducdo da CVF grave (< 50% do previsto).

Do total de 11,7% (n=7) dos pacientes com redu¢do da CVF de forma moderada a
grave, 4 tinham a forma difusa da doenca (57,1%) e 3 tinham a forma limitada (42,9%).

Do total de pacientes com alteracdes na tomografia do torax (45,0% - n=27), 19 destes
tinham estabelecida fibrose pulmonar identificada na tomografia de alta resolu¢do (70,4%) e 8

~ 13

pacientes apresentavam padrdo “vidro fosco” na avaliagdo inicial (29,6%). Dos pacientes com
fibrose tomografica, a maioria era da forma difusa (58,8%) e dos pacientes com padrao “vidro
fosco”, a maioria era da forma limitada (50,0%).

Do total de pacientes avaliados com alteragdes no ecocardiograma (51,7% - n=31), 6
destes (19,4%) tinham hipertensdo da artéria pulmonar (HAP) identificada no ecocardiograma
transtoracico na avaliagdo inicial (valor da pressdo estimada da artéria pulmonar superior a
35mmHg). Dos pacientes com HAP identificada, a maioria dos pacientes eram da forma
limitada (85,7%).

O resumo das manifestacdes cardiopulmonares pode ser observado na Tabela 9:



Tabela 9: Frequéncia de alteragdes cardiopulmonares em pacientes com ES (n=60).
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Variavel 7o (n) ou
médiatEPM
Manifestacoes cardiopulmonares
CVF 82,72+1,75
CVF - classificaciao
>80% 58,3 (35)
Entre 70 e 80% 30,0 (18)
Entre 50 e 69% 8,3 (5)
<50% 3,3(2)
Tomografia do térax
Normal 55,0 (33)
Alterado 45,0 (27)
Achados na tomografia (n=27)
Fibrose 70,4 (19)
Padrao “vidro fosco” 29,6 (8)
Eco PSAP 32,83+3,42
Resultado do ecocardiograma
Normal 48,3 (29)
Alterado 51,7 (31)
Achados no ecocardiograma (n=31)
Valvulopatia 51,6 (16)
HVE concéntrica 32,3 (10)
Disfuncgao diastolica VE 25,8 (8)
HAP leve ou moderada 19,4 (6)
Pericardite 16,1 (5)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta). CVF: capacidade vital funcional pulmonar, PSAP: pressdo estimada na artéria pulmonar, HAP:

hipertensdo da artéria pulmonar.

Todos os pacientes ja haviam sido submetidos pelo menos a uma avaliagao

ecocardiografica prévia e 31 pacientes apresentaram alteragdes (51,7%). As principais

manifestagdes encontradas no ecocardiograma dos pacientes foram: valvulopatia em 16



pacientes (51,6%), hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo (HVE) em 10 pacientes
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(32,3%), disfungao diastélica do ventriculo esquerdo em 8 pacientes (25,8%), hipertensao da

artéria pulmonar (HAP) em 6 pacientes (19,4%) e pericardite em 5 pacientes (16,1%). Sendo

que 13 dos 31 pacientes com alteragdes no ecocardiograma tinham mais que uma alteracao

concomitante no exame.

As principais alteracdes observadas no exame de ecocardiograma transtoracico dos

pacientes encontram-se resumidos na Tabela 10:

Tabela 10: Frequéncia de alteragdes ecocardiograficas em pacientes com ES (n=60).

Variavel % (n)

Ecocardiograma

Normal 48,3 (29)

Alterado 51,7 (31)

Manifestacio cardiovascular (n=31)
Valvulopatia 51,6 (16)
HVE concéntrica 32,3 (10)
Disfuncgao diastolica VE 25,8 (8)
Pericardite 16,1 (5)
HAP leve 9,7 (3)
HAP moderada 9,7(3)
Arritmia 3,2 (1)
Dilatagdo aorta ascendente 3,2(1)
Uso de Marcapasso 3,2(1)

Nota: Cada paciente poderia apresentar mais de uma manifestacio cardiovascular. HVE: hipertrofia do

ventriculo esquerdo, VE: ventriculo esquerdo, HAP: hipertensao da artéria pulmonar.
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4.8- Manifestacoes renais

Apenas 1 paciente da forma limitada apresentou crise renal esclerodérmica, com
elevagdo da creatinina plasmatica até 2,8mg/dl e necessitou didlise transitoria para sua
recuperagdo (1,7%). Esta paciente apresentava anticorpo anti colageno V positivo na
avaliacdo inicial.

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 11:

Tabela 11: Frequéncia de envolvimento renal grave em pacientes com ES (n=60).

Variavel % () ou
média+EPM
Manifestacoes renais
Crise renal esclerodérmica
Sim 1,7 (1)
Nao 98,3 (59)
Dialise
Nao 98,3 (59)
Sim (temporaria) 1,7 (1)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta).

4.9- Antecedentes pessoais

Dentre os pacientes estudados, 12 se declararam ex tabagistas (20,0%), sendo que a
carga tabagica (tempo de fumo) média foi de 20,58 anos de tabagismo neste grupo. Além
disso, 2 pacientes sdo tabagistas ativos (3,3%), com tempo médio de uso de 20,0 anos.

Do total de pacientes avaliados, 9 destes (15,0%) tinham diabetes identificado na
avaliacdo inicial. Todos os pacientes com diabetes ndo estavam fazendo uso de corticoides na
avaliagdo inicial e a maioria dos pacientes com diabetes eram da forma limitada (55,6%).

Apenas 1 paciente da forma limitada apresentava cancer (colo uterino) na avaliacdo
inicial (1,7%), a mesma foi submetida a resseccao cirtirgica e se encontra em observagao

clinica.
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Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 12:

Tabela 12: Distribui¢do dos pacientes de acordo com os antecedentes pessoais (n=60).

Variavel 7o (m) ou
média+EPM
Antecedentes pessoais
Tabagismo
Sim 3,3(2)
Nao 76,7 (46)
Ex-Tabagista 20,0 (12)
20,78+1,2
Anos de tabagismo 5
Diabetes
Sim 15,0 (9)
Nao 85,0 (51)
Neoplasia
Sim 1,7 (1)
Nao 98,3 (59)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média ou em frequéncia relativa (frequéncia

absoluta).

4.10- Exames laboratoriais

Do total de pacientes avaliados, 25 destes (41,7%) apresentavam elevacdo de provas
inflamatorias (velocidade de hemossedimentagdo > 30mm na primeira hora e/ou proteina C
reativa > 6mg/dl) na consulta clinica inicial. Destes, 11 tinham a forma limitada (44,0%), 9
eram da forma difusa (36,0%) e os outros 5 pacientes eram ou da forma precoce ou da
sobreposic¢ao.

Dos 60 pacientes avaliados, 9 destes (15,0%) apresentavam elevacao de
creatinofosfoquinase (CPK) na consulta inicial. Destes, 3 tinham diagnodstico de sobreposi¢ao
com miopatia inflamatoria (33,3%).

Apenas a paciente da crise renal esclerodérmica tinha elevagao da creatinina (valor
normal entre 0,6 a 1,3 mg/dl).

Apenas 2 pacientes apresentavam queda dos complementos séricos C3 e C4 (3,3%),

sendo 1 paciente de cada forma da doenga (difusa / limitada).
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Do total de pacientes avaliados, 7 destes (11,7%) apresentavam anti Ro (SSA) positivo.
Todos os pacientes com anti Ro (SSA) positivo tinham sindrome de Sjogren associada e
destes, 5 pacientes tinham a forma difusa (71,4%) e 2 pacientes com a forma limitada
(28,6%).

Apenas 1 paciente da forma difusa apresentava anti La (SSB) positivo (1,7%) e apenas
1 paciente de sobreposi¢cdo com LES apresentava anti Sm positivo (1,7%).

Do total de pacientes avaliados, 10 destes (16,7%) apresentavam anti RNP positivo.
Destes, 6 tinham sobreposi¢do com outras doengas do colageno (60,0%), 2 pacientes eram da
forma difusa (20,0%), os outros pacientes eram da forma limitada (10% - n=1) e da forma
precoce (10% - n=1).

Apenas 2 pacientes apresentavam anti-Jol positivo (3,3%). Sendo um paciente de cada
forma da doenga (difusa / limitada).

A radiografia (Rx) das maos foi normal em 34 pacientes (56,7%). Entre os 26 pacientes
com Rx alterado observou-se reabsor¢ao de falange distal em 17 deles (65,4%), sendo 8
pacientes da forma difusa (47,1%), 8 pacientes da forma limitada (47,1%) e 1 paciente com
sobreposi¢do. Observou-se ainda calcinose em 9 pacientes (34,6%), principalmente da forma
limitada (77,8%).

Os resultados encontram-se resumidos nas Tabelas 13 e 14:

Tabela 13: Distribui¢cdo dos pacientes de acordo com os resultados de exames laboratoriais.

Variavel média=zEPM

Exames laboratoriais

VHS 27,50+2,76
PCR 11,24+2.,63
126,75+13,2

CPK
4
Cr 0,75+0,03
C3 130,8743,41
C4 33,43+1,25

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média.



Tabela 14: Distribui¢do dos pacientes avaliados de acordo com os resultados

de autoanticorpos e radiografia das maos (n=60).

Variavel n (%)
Exames laboratoriais
Anti Ro (SSA)
Positivo 7(11,7)
Negativo 53 (88,3)
Anti La (SSB)
Positivo 1(1,7)
Negativo 59 (98,3)
Anti Sm
Positivo 1(1,7)
Negativo 59 (98,3)
Anti RNP
Positivo 10 (16,7)
Negativo 50 (83,3)
AntiJo 1
Positivo 2(3.3)
Negativo 58 (96,7)
RX maos
Normal 34 (56,7)
Alterado 26 (43.,3)
Achados no RX de maos (n=26)
Calcinose 9 (34.6)
Reabsorc¢ao falange distal 17 (65,4)

Nota: Os resultados estdo apresentados em frequéncia absoluta (frequéncia relativa).
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4.11 Anticorpo antinuclear, anticorpo anti colageno V e anticorpos

especificos de ES

O anticorpo antinuclear (AAN) foi positivo em 57 pacientes (95%) e os 3 pacientes
com AAN negativo tinham a forma precoce da doenca. Os padroes de AAN mais encontrados
nos pacientes foram: nuclear centromérico com placa metaféasica (PM) positiva em 20
pacientes (33,33%), nuclear pontilhado fino com PM negativa em 13 pacientes (21,67%) e
nuclear quase homogéneo com PM corando 5 a 10 pontos em 11 pacientes (18,33%).

Encontram-se resumidos os principais padrdes do anticorpo antinuclear na Tabela 15:

Tabela 15: Distribui¢ao dos pacientes de acordo com a positividade do anticorpo antinuclear

(n=60).

Variavel n (%)

Anticorpo antinuclear (AAN)
Positivo 57 (95,0)
Negativo 3(5,0)

AAN positivo (n=57)

Nuclear centromérico com placa metafésica + 20 (35,1)
Nuclear pontilhado fino com placa metafasica - 13 (22,8)
Nuclear quase homogéneo com placa metafasica corando 5 a 10 11(19.3)
pontos

Outros 13 (22,8)

Nota: Os resultados estdo apresentados em frequéncia absoluta (frequéncia relativa).

Dos 60 pacientes avaliados, apenas 2 (3,3%) apresentaram anti COL V positivo na
avaliacdo inicial, ambos da forma difusa. Na segunda avaliacao, quando todos os pacientes
refizeram o anti COL V apds 6 meses, apenas 3 pacientes (5,0%) apresentaram positividade
para o anti COL V, sendo 2 pacientes da forma limitada e 1 paciente da forma difusa. O total

de pacientes com anti COL V positivo foi de 8,3%, sendo os 2 pacientes com positividade
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para anti COL V na avaliagdo inicial diferentes dos 3 pacientes com anticorpo positivo na
segunda avaliagdo.

A positividade do anti COL V se correlacionou com a atividade clinica dos pacientes
com ES, de acordo com os critérios de atividade de Valentini (Tabela 16 e Grafico 1).
Ademais observou-se significancia estatistica entre a positividade do anticorpo e a crise renal
esclerodérmica, além de haver tendéncia estatistica entre a presenca do mesmo anticorpo (anti
COL V) e a manifestacao clinica de hipertensao pulmonar, como pode ser observado na

Tabela 16.

Tabela 16: Resultados referentes aos indices de monitoramento em pacientes com anti

colageno V positivo ou negativo.

Anti colageno V Valor de
Variavel
Negativo (n=55) Positivo (n=5) p*
sHAQ 0,63+0,05 0,81+0,21 0,330
Escala de gravidade 4,73+0,39 6,40+1,25 0,220
Escala de atividade 2,25+0,18 3,80+0,52 0,016«
Tempo de doenga (anos) 8,55+0,85 5,40+1,12 0,274
Valor da PSAP (mmHg) 31,50+3,98 39,50+2,50 0,409
Hipertensao artéria pulmonar
Sim 4 (6,7 23,3
(6.7) G-3) 0,074
Nao 51 (85,0) 3(5,0)
Crise renal esclerodérmica
Sim 00,0 1 (20,0
(0,0) (20,0) 0,001 -
Nao 55 (100,0) 4 (80,0)

Nota: Os resultados estdo apresentados em médiat+erro padrao da média ou em frequéncia absoluta
(frequéncia relativa). * Valor de p no teste t-student ou no teste do qui-quadrado. * Valor significativo de p.

HAQ: Questionario de Avaliagdo da Satde, PSAP: pressdo estimada na artéria pulmonar.
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Grafico 1: Escore na escala de atividade da doenga, em pacientes com resultado negativo ou
positivo para anti colageno V. Cada coluna representa a média e a barra o erro padrao da
média. * Diferenca significativa em relagdo aos pacientes com anti colageno V negativo (teste

t-student, p=0,016).
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Houve correlagdo linear positiva significativa entre o HAQ e a atividade da doenca
(teste de correlagdo linear de Pearson, p<0,001, r=0,600, r2=0,360), como pode ser

demonstrado no Grafico 2:
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Grafico 2: Dispersao ilustrando a correlacao linear entre 0 HAQ e a atividade da doencga. Cada
simbolo representa o valor de HAQ e atividade para um Unico paciente. A linha pontilhada

representa a linha de regressao linear.
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Do total de pacientes avaliados, 16 destes (26,7%) apresentavam anti topoisomerase [
positivo. Sendo que 12 destes pacientes tinham a forma difusa (75,0%).

Do total de pacientes avaliados, 25 destes (41,7%) apresentavam anti centromero
positivo. Entre estes pacientes, 21 tinham a forma limitada (84,0%) e os outros tinham a
forma precoce.

Do total de pacientes avaliados, 7 destes (11,7%) apresentavam anti RNA polimerase
I positivo. Sendo que 3 destes pacientes tinham a forma difusa (42,9%).

Nenhum dos pacientes avaliados apresentava anti Pm/Scl positivo.

Conjuntamente, ndo se observou associagdo estatisticamente significante entre a
positividade do anti COLV e os demais anticorpos especificos para ES, resumidos na Tabela

17:

Tabela 17: Associagdo entre a pesquisa para o anticorpo anti COL V e o resultado para os

anticorpos anticentromero, anti Scl70 e anti POL 3 (n=60).

Anti COL V Valor de
Anticorpo
Negativo (n=55) Positivo (n=5) p*
Anticentromero
Negativo 31 (56,4 4 (80,0
% . ( : ( ) 0,299
Positivo 24 (43,6) 1(20,0)
Anti Scl70
Negativo 41 (74,5 3 (60,0
g (74,5) (60,0) 0,403
Positivo 14 (25.5) 2 (40,0)
Anti POL 3
Negativo 49 (89,1) 4 (80,0
% . ( ) 0,475
Positivo 6 (10,9) 1(20,0)

Nota: Os resultados estdo apresentados em frequéncia absoluta (frequéncia relativa). * Valor de p no teste
exato de Fisher. COL V: colageno tipo V, anti Scl70: anti DNA topoisomerase 1, anti POL 3: anti RNA

polimerase III.
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4.12- Medicamentos em uso

Do total de pacientes avaliados, 14 destes (23,3%) faziam uso de corticoides na
avaliacdo inicial, sendo que metade destes pacientes apresentava manifestagao de fase
edematosa nas maos.

O total de pacientes que fazia uso de bloqueadores dos canais de célcio na avaliagao
inicial foi de 51,7%, sendo que 11 pacientes faziam uso de nifedipina (18,3%), 14 pacientes
faziam uso de anlodipina (23,3%) e 6 pacientes faziam uso de diltiazem (10,0%).

O total de pacientes que fazia uso de medicagdes redutoras de angiotensina Il na
avaliagdo inicial foi de 26,7%, sendo que 8 pacientes faziam uso de losartana (13,3%) e 8
pacientes faziam uso de captopril (13,3%).

Nenhum paciente fazia uso de sildenafila na avaliagdo inicial e 3 pacientes faziam uso
de bosentana (5,0%), 2 pacientes por ulceras digitais recidivantes e 1 paciente por HAP.

Do total de pacientes avaliados, 27 destes (45,0%) faziam uso de acido acetil salicilico
(AAS).

O total de pacientes que fazia uso de medicagdes com propriedades vasodilatadoras na
avalia¢do inicial foi de 88,3%, sendo que 42 pacientes faziam uso de cilostazol (70,0%) e 11
pacientes faziam uso de pentoxifilina (18,3%).

Do total de pacientes avaliados, 36 destes (60,0%) faziam uso de azatioprina. E com
relacdo ao uso de outros imunossupressores, 28 pacientes estavam em uso atual ou fizeram
uso prévio de ciclofosfamida (46,7%).

Do total de pacientes avaliados, 50 destes (83,3%) faziam uso de inibidores de bomba
de protons. E com relagdo ao uso de outros gastroprotetores, 37 pacientes (61,67%) estavam
em uso atual de procinéticos (bromoprida ou domperidona).

As outras medicacdes mais frequentemente utilizadas pelos pacientes foram:
metotrexate em 11 pacientes (18,3%), cloroquina em 9 pacientes (15,0%), bifosfonados em 5
pacientes (8,3%) e clopidogrel em 4 pacientes (6,7%).

Encontram-se resumidos os principais medicamentos utilizados pelos pacientes na

Tabela 18:
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Tabela 18: Distribui¢ao dos pacientes de acordo com o uso de medicamentos (n=60).

Medicamento n (%)
Inibidor de bomba de préotons 50 (83,3)
Cilostazol 42 (70,0)
Procinéticos 37 (61,7)
Azatioprina 36 (60,0)
Ciclofosfamida 28 (46,7)
AAS 27 (45,0)
Methotrexate 16 (26,7)
Anlodipina 14 (23,3)
Corticoides 14 (23,3)
Nifedipina 11 (18,3)
Pentoxifilina 11 (18,3)
Captopril 8(13,3)
Losartana 8 (13,3)
Alendronato 6 (10,0)
Diltiazem 6 (10,0)
Bosentana 3(5,0)
Sildenafila 0 (0,0)

Nota: Cada paciente poderia estar utilizando mais de uma medica¢do concomitantemente.

4.13- Grupo controle

Foram coletados soros de 26 pacientes doadores de sangue saudéveis, sendo 21 mulheres
(80,8%) e 5 homens (19,2%), com idade média de 40,34+0,73 anos (médiaterro padrao da
média). Os anticorpos antinucleares, anti COLV, anticentromero e anti DNA topoisomerase I

foram negativos em todos os pacientes do grupo controle.
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4.14- Principais observacoes com significancia estatistica

4.14.1

4.14.2

4.14.3

4.14.4

4.14.5

4.14.6

4.14.7

4.14.8

4.14.9

4.14.10

Houve correlagdo linear positiva significativa, entre o sSHAQ e a atividade da
doenga (teste de correlagdo linear de Pearson, p<0,001, r=0,600, r2=0,360).
O escore na escala de atividade entre os pacientes com anti colageno V
positivo (3,80+£0,52) foi significativamente maior do que aquele para os
pacientes com anti colageno V negativo (2,25+0,18) (teste t-student, p=0,016).
A idade dos pacientes com a doen¢a na forma limitada (59,5041,57 anos) foi
significativamente maior do que aquela para os pacientes com a forma da
doenga difusa (48,30+1,83 anos) (teste t-student, p<0,001).
O tempo de FRy entre os pacientes com a doenga na forma limitada (6,04+1,83
anos) foi significativamente maior do que aquele para os pacientes com a
forma da doenga difusa (1,55+0,54 anos) (teste t-student, p=0,025).
O escore cutineo entre os pacientes com a doenga na forma difusa
(17,50+2,04) foi significativamente maior do que aquele para os pacientes com
a forma da doenca limitada (12,77+1,21) (teste t-student, p=0,042).
O percentual de pacientes da forma limitada da doenca que apresentavam
telangectasias (92,3% - n=24) foi significativamente maior do que o daqueles
com a doenga difusa, que também apresentavam telangectasias (60,0% - n=12)
(teste exato de Fisher, p=0,011).
A PSAP de 26 pacientes com a forma limitada da doenca (38,13+£2,57mmHg)
foi significativamente maior do que aquela para os 20 pacientes com a forma
difusa (22,25+6,45mmHg) (teste t-student, p=0,019).
O percentual de pacientes da forma difusa da doenga que apresentavam o
anticorpo anti Ro positivo (25,0% - n=5) foi significativamente maior do que o
daqueles com a doenga limitada, que também apresentavam o anticorpo anti
Ro positivo (0,0% - n=0) (teste exato de Fisher, p=0,011).
O percentual de pacientes da forma difusa da doenga que apresentavam o
anticorpo anti Scl70 positivo (65,0% - n=13) foi significativamente maior do
que o daqueles com a doenca limitada, que também apresentavam o anticorpo
anti Scl70 positivo (3,8% - n=1) (teste exato de Fisher, p<0,001).

O percentual de pacientes da forma limitada da doengca que

apresentavam o anticorpo anticentromero positivo (80,8% - n=21) foi
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significativamente maior do que o daqueles com a doenca difusa, que também
apresentavam o anticorpo anticentromero positivo (0,0% - n=0) (teste exato de

Fisher, p=0,001).
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5. DISCUSSAO

Definiu-se neste trabalho uma amostra representativa do Centro-Oeste do Brasil,
caracterizada por um grupo heterogéneo de 60 pacientes, com varios espectros da doenga e

diferentes estagios de manifestagdes clinicas e atividade da doenca, mas que € muito

semelhante a outras populacdes de pacientes do pais e mesmo de outras localidades '2*-2!% 220

221,222,223)

No que concerne aos critérios diagnosticos, quase 90% dos pacientes avaliados
nesta pesquisa preenchiam os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de

1980 que, apesar de altamente sensiveis (97%) e especificos (98%) para o diagndstico de ES

(1%9) ndo sdo capazes de detectar precocemente a doenca. Posto isso, os demais pacientes que

ndo preenchiam os critérios do ACR, foram classificados com a forma precoce da doenga,

(201)

através dos critérios de LeRoy e Medsger € mais recentemente, verificou-se a

homogeneidade da populagdo avaliada, ja que todos os pacientes do trabalho preencheram os

novos critérios de classificacio para ES de 2013 *°°,

5.1 — Caracteristicas demograficas dos pacientes com ES

No Brasil como em todas as regides do mundo, ocorreram algumas diferencgas na

taxa de mulheres acometidas pela doenga em relagao aos homens, havendo uma

predominéncia feminina em todos os estudos (6,120, 219, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233,

234.235.236) Houve concordancia do nosso estudo com a Literatura. Tem sido sugerido a
participacdo dos estrogenos na patogenia da ES ©, que poderia explicar pelo menos em parte,
a maior frequéncia da enfermidade em mulheres, principalmente durante o periodo fértil
feminino ®”. Contudo, a razdo feminina/masculina encontrada aqui de 59:1 foi muito superior

a qualquer regido pesquisada. Por exemplo, dados nacionais encontraram uma taxa variavel

(120, 219, 222,223, 236)

de 7,7:1 a 32:1 mulheres para cada homem acometido , ha América do Sul

1 (224)

(Argentina) taxa de 17: , no Caribe (Porto Rico e Barbados) taxas respectivamente de

23:1 @ ¢ 26:1 #9, na América do Norte (EUA e Canad4) taxas respectivamente de 6,1:1
(197 ¢ 7,6:1 (229), na Asia (Taiwan e Japdo) taxas respectivamente de 3,5:1 2306 14:1 (231),

Oriente Médio (Iraque) taxa de 8,3:1 “** ¢ na Europa (Italia, Alemanha, Franga e Inglaterra)
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taxas respectivamente de 9,7:1 @3 3), 5:1 (220), 11,5:1 239 ¢ 5,2:1 9) Tal viés provavelmente
ocorreu porque outros 3 pacientes masculinos com ES do Servigo nio participaram da
presente pesquisa. Ademais, outro fator que poderia explicar esta taxa discordante seria o pior

(221228 interessantemente

prognostico e sobrevida observado em homens em diversos estudos
esta diferenca tornou-se aparente precocemente no curso da doenca “**. Estudo com 1012
pacientes italianos portadores de ES encontrou uma taxa mulher/homem na primeira visita
(7,8:1) diferente da observada apos 10 anos de seguimento (10,4:1), em decorréncia da taxa

de mortalidade masculina ser 34% maior que a feminina **".

Com relagdo aos outros dados demograficos encontrados, a idade média destes

. . . : 120, 198, 219, 220
pacientes foi quase consenso entre os diversos trabalhos no Brasil e no mundo 12 19%- 219 220.

221,222,223, 228,229, 231, 233,234,236 s .
222,223,228, 229, 231,233, 234. 239) 50 0rrendo o diagnostico entre 40 e 50 anos de idade; somente a

populagdo afro-caribenha **¢

apresentou um média de idade mais precoce ao diagnostico
(37,3 anos). Ainda houve concordancia entre varios estudos na observagdo de que o fendmeno
de Raynaud (FRy) foi identificado precocemente, muitas vezes muitos anos antes do

diagn(')stico definitivo (198, 220, 221, 223, 227, 231, 237)

, principalmente na forma limitada. Relata-se
ainda que uma menor duracao do FRy até o inicio da doenga foi significativamente
correlacionada com pior sobrevida ", bem como o inicio do FRy em uma idade mais tardia
@21 Do mesmo modo, o tempo de evolugdo da doenga foi maior na forma limitada do que na

(6, 120, 219, 220, 221, 227, 228)

difusa, como observado na literatura , possivelmente devido a maior

taxa de gravidade e mortalidade verificadas no segundo grupo.

No que se refere a cor referida pelos proprios pacientes, houve predominancia
quase equivalente entre a branca e parda, no entanto, nao se descarta a possibilidade de
ocorréncia de vieses de classificagdo racial, devido alto grau de miscigenagao encontrado na
populacdo brasileira *'”. Na regido Sul "> ¢ Sudeste **? do pais encontrou-se uma maior

prevaléncia de brancos, em contrapartida observou-se na regido Nordeste *¢

uma grande
prevaléncia de mulatos e negros, provavelmente devido o estudo ter sido realizado em um
Estado sabidamente com predominio de afrodescendentes (Bahia). Revisdo sistematica
reportou diversos estudos que sugerem que individuos negros t€ém maior taxa de incidéncia e
doenca mais grave do que os brancos “*¥. Dados de prevaléncia da ES em um distrito francés
multiétnico sugeriu que a doenga parece ser mais frequente e grave em uma populagdo de
origem nao-europeia, sustentando a ideia de que a raga poderia influenciar a susceptibilidade
ao desenvolvimento da ES e seu perfil clinico ®**. Outro relato prévio notou uma associacio

entre raga/etnia e as manifestagdes na ES, bem como a presenga de certos autoanticorpos (235)
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O grupo europeu de pesquisa na ES igualmente destacou que variagdes geograficas dos
pacientes portadores de ES podem também influenciar no que diz respeito a associagdes de
anticorpos e na taxa de ocorréncia entre mulheres € homens, mas ndo encontrou associagdes
entre ragas ", Neste estudo, a maioria dos pacientes nasceu no proprio estado (70,58%),
sendo que os demais eram naturais de diversas localidades, mas principalmente pacientes
naturais do estado de Sdo Paulo (13,44%) e do Parana (5,04%). No entanto, todos os pacientes
eram procedentes do estado de Mato Grosso do Sul, principalmente da cidade de Campo
Grande (73,11%), seguido por pacientes de Dourados (2,52%) e de Nova Andradina (2,52%),
entre outras.

Neste estudo, a forma clinica limitada da doencga apresentou leve predominio

. A - . (120,219,222,223, 236
sobre a forma difusa, em concordincia com outras descri¢des no pafs (/2% 21%-222:223.236) ¢

na
grande maioria de outras populagdes (7% 220-221:228.229.233. 39 " conpydo, existem descricdes de
que a forma difusa ¢ mais frequente em populagdes de raca negra quando comparados com

228,234,235) - . . .
(228,234,23 5), incluindo-se neste caso, os descendentes afro-caribenhos onde foi

caucasianas
observado predominio da forma difusa (63%) sobre a limitada (37%) ***. Ademais, ¢ bem
conhecida a predominancia da forma difusa sobre a limitada em outros grupos étnicos, como
o exemplo da populagao de indios nativos americanos da etnia Choctaw, onde 92% dos
acometidos tem ES difusa e 83% destes apresentam anticorpos anti-topoisomerase I ¢ 2% 2%,
Observou-se neste estudo uma maior propor¢ao de individuos pardos e negros com a forma
difusa da doenca (n=20 — 55%) em relacdo a forma limitada (n=26 — 42%), embora sem
significancia estatistica. Da mesma maneira, ao levarmos em conta apenas estudos de
mortalidade, verificamos que os pacientes com evolugdo fatal sdo, usualmente, da forma
difusa “**"?#*” ¢ inclusive apresentam duracdo média da doenca menor do que aqueles com a
forma limitada (7,1 anos versus 15 anos) **”. No presente trabalho, os pacientes com a forma
difusa da doencga apresentavam mais gravidade (6,1 versus 4,9) e atividade de doenga (2,8

versus 2,2) em comparagdo com aqueles com a forma limitada, porém sem atingir

significancia estatistica.

5.2 — Manifestacoes clinicas dos pacientes com ES

Em relagao as manifestagdes cutaneas dos pacientes, observou-se que o escore de

Rodnan modificado (ERM) foi significativamente maior entre os pacientes esclerodérmicos
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com a forma difusa (17,50+2,04) do que aquele observado nos pacientes com a forma

limitada (12,77+1,21), como ja era esperado e os indices foram comparaveis a outras

(20, 119, 235) (219, 223)

populagdes ., incluindo brasileiras . Por exemplo, neste estudo os pacientes
de cor branca da forma difusa apresentavam ERM muito superior aos pacientes da mesma cor
com a forma limitada (19,1 versus 12,4). O ERM desempenha um papel fundamental na

avaliacdo da atividade da doenca ***

além de valor preditivo positivo com a taxa de
mortalidade *°*#*?_ Inclusive relata-se que a melhora do endurecimento cutineo superior a
25% esteve relacionado com maior sobrevida “?. O aumento no escore cutineo também ja
foi associado com piora no indice HAQ #* ¢ observou-se uma correlacio inversa entre o
ERM e a capacidade vital pulmonar, idade e clearance de creatinina 242), Curiosamente,
estudo americano com 263 pacientes de Nietert e cols encontraram um ERM diferente e
estatisticamente significante entre duas ragas, sendo mais elevado na negra do que na branca
(16,9+1,32 versus 13,3+0,8) 235 Em concordéncia, encontrou-se neste trabalho que os

pacientes com maior escore cutaneo foram da cor negra com a forma difusa, contudo

surpreendentemente tal escore foi muito mais elevado do que o observado por Nietert e cols

@33 (ERM =31,5).

Observou-se neste estudo que quase metade dos pacientes apresentavam
alteracdes radiograficas nas maos (43,3%), representados pela reabsorcdo das falanges distais
em 17 pacientes, calcinose nas radiografias realizadas em 9 pacientes e redugdo do espaco
articular com erosdes subcondrais em 4 pacientes. Observou-se que os pacientes com
calcinose eram predominantemente da forma limitada (77,8%), ja os pacientes com
reabsorc¢do das falanges distais estavam distribuidos de forma equitativa entre as formas
limitada e difusa. Estudo de achados cutaneos em 32 pacientes portadores de ES na regido Sul
do pais encontrou alta prevaléncia de envolvimento das maos na forma indurativa e calcinose
em 12,5% dos pacientes ***). J4 foi descrita uma associagdo medida entre o indice de
qualidade de vida e o deficit funcional ocasionado pelo comprometimento das mios “*”.
Ademais, descreve-se que a incapacidade causada pelo envolvimento das maos nos pacientes
com ES foi tdo importante quanto a observada em uma populagao de pacientes com AR com

duracdo da doenca de 10 anos *'?).

A manifestagdo clinica mais comumente observada nos pacientes com ES
avaliados foi relacionada ao envolvimento vascular, representado pelo fenomeno de Raynaud
(FRy) em todos os pacientes e telangiectasias em mais de dois ter¢os dos mesmos. Outro

estudo nacional de prevaléncia de manifestagdes cutaneas na ES também encontrou FRy em
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100% dos pacientes, no entanto a prevaléncia de telangiectasias foi menor (43,7%) “**. O
FRy ¢ a manifestacdo clinica mais precoce da ES e pode preceder o aparecimento de fibrose
em meses a anos °"****). A duracdo do FRy foi um fator independente relacionado com a
gravidade de desvascularizagdo observada na capilaroscopia periungueal, ¢ as areas
avasculares se associaram com a atividade da doenga pulmonar em ES **). A alta prevaléncia
de telangiectasias neste estudo, embora tenha ocorrido principalmente na forma limitada
(58,5%), também foi vista nos outros grupos de pacientes. Tal fato pode ser explicado pela
observagao classica de Medsger, que descreveu que os pacientes com a forma cutaneo difusa
tardia da ES (mais de 10 anos de evolucao) apresentam desenvolvimento de telangiectasias e

, N - 20
calcinose, podendo ocorrer erros diagnosticos com a forma limitada %%,

As manifestagdes musculoesqueléticas ndo foram muito prevalentes neste estudo,
representados por 20 pacientes com artrite (33,3%), 8 pacientes com contratura em flexado
(13,3%) e 8 pacientes com fraqueza muscular (13,3%). No entanto, os sintomas contribuiram
em muito com o déficit funcional e baixa qualidade de vida apresentados pelos pacientes
(Questionario de Avaliacao de Saude - HAQ), sendo representadas sobretudo por artrite em
um ter¢o dos pacientes. Outros estudos no Brasil encontraram maior prevaléncia de

) (222)

manifestagdes osteoarticulares (47,7% , com artralgia variando entre 80,9% @19 4 84,5%

(236), além de artrite descrita em 44,4% dos pacientes @19) Recentemente, Schmeiser e cols

encontraram a ocorréncia de 31% de artrite em uma coorte similar com 58 pacientes “*?.
Observou-se neste trabalho, que 3 pacientes (5%) apresentavam sobreposi¢do verdadeira com
AR, incluindo anti CCP positivo e manifestagdes radiograficas. Na literatura a prevaléncia de
sobreposi¢do verdadeira com AR ¢ descrita entre 4,3 a 5,2% nos pacientes com ES e sugere-
se que o overlap seja uma sindrome distinta, por apresentar caracteristicas genéticas proprias
%) Em populagio com 719 pacientes com ES, a AR foi a segunda doencga concomitante mais

prevalente em um estudo de poliautoimunidade (21%) e a mais comumente observada na

autoimunidade familiar (18%) “?.

Por outro lado, os sintomas de acometimento esofagico foram comumente
relatados (71,1%) pelos pacientes do estudo, sendo prevalentes em ambas as formas da
doenca. Nos pacientes sintomaticos, que foram submetidos a endoscopia digestiva alta
(EDA), os diagnosticos mais prevalentes foram: doenca do refluxo gastroesofagico, esofagite
e gastrite. Estudo nacional de manometria esofagica em 28 pacientes com ES encontrou
anormalidades neste exame em 86% dos pacientes, representados sobretudo por

hipomotilidade do corpo distal do es6fago em 82% dos casos **®). Neste grupo de pacientes,
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as manifestacdes gastrintestinais foram frequentes, com queixas de disfagia, pirose e
regurgitacio respectivamente em 71%, 43% e 61% dos pacientes **®. Outros estudos
brasileiros encontraram uma prevaléncia variavel de disturbios esofagicos entre 58,7% a
94,7% dos pacientes ?'***?. Outros estudos sugerem que os sintomas mais frequentes
referidos por pacientes com ES estavam relacionados as manifestacdes esofagianas e
anorretais “***®_ No entanto, apenas 2 pacientes com ES neste estudo relataram queixas de

incontinéncia fecal, sendo um da forma limitada e outro da difusa.

Quase metade dos pacientes com ES apresentava alguma manifestacao
cardiopulmonar no presente estudo, quando analisados através de ecocardiografia (ECO) ou
tomografia computadorizada de alta resolugdo de térax (TCAR). Verificou-se que a pressao
estimada da artéria pulmonar (PSAP) dos pacientes com a forma limitada foi
significantemente maior do que aquela dos pacientes com a forma difusa (38,13+2,57mmHg
versus 22,25+6,45SmmHg). Ademais entre os 60 pacientes avaliados neste estudo, 6 eram
portadores de HAP (10,0%), constatou-se ainda que 5 destes eram da forma limitada. Grosso
e cols analisaram as alteragdes ecocardiograficas em pacientes com ES e encontraram menor
distensibilidade ventricular, como consequéncia provavel da maior pressao pulmonar e de
danos intrinsecos do miocardio **”). Trabalho nacional de avaliacdo da hipertensdo pulmonar
na ES encontrou a prevaléncia de 28%, principalmente na forma difusa *>”). Descreve-se que
a maior complicagdo observada nos pacientes com a forma limitada tardia da ES (evolugao
superior a 10 anos) € o aparecimento da HAP, particularmente nos pacientes com positividade
para os anticorpos anti Th/To e anti U3 RNP ®*. HAP esta presente em 6 a 60% dos
pacientes, mais comumente associada a doenga pulmonar grave e fibrose, contudo pode

ocorrer isoladamente ?°V

usualmente na forma limitada. Atualmente, os principais
marcadores de HAP isolada sao CD40L sérico, NT-ProBNP, progenitores circulantes de
células endoteliais, endotelina A e anticorpos anticardiolipina **?. Neste estudo porém, a
prevaléncia de sindrome antifosfolipide associada foi baixa (3,33%), embora os anticorpos

anticardiolipina tenham sido observados em até 11,67% dos pacientes.

Outra questao cardiopulmonar importante refere-se ao encontro neste estudo, do
predominio de fibrose pulmonar em 19 pacientes contra o padrao “vidro fosco” em 8
pacientes que apresentavam alteracdes na TCAR de torax. Entre os pacientes com fibrose
pulmonar houve predominio da forma difusa da doenca. Relata-se que a prevaléncia da
doenga intersticial pulmonar na ES varia de 25 a 90%, dependendo dos métodos utilizados na

sua investiga¢ao e mais de 60% dos pacientes vao apresentar alguma forma de lesdo pulmonar
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ao longo da evolugdo da doenga (233 Estudo brasileiro de causas de mortalidade em uma
coorte com 947 pacientes com ES encontrou o predominio de envolvimento pulmonar
(48,1%); entre os Obitos relacionados com este envolvimento organico, a fibrose pulmonar
(FIP) e HAP representaram cada uma 16,3% das causas e em 15,5% dos casos, ambas
condi¢des entavam presentes e contribuiram para o 6bito **?. Ainda Barnes e Mayes
reportaram entre 284 pacientes com ES que evoluiram a dbito, que 19% faleceram em
decorréncia de FIP e 14% devido HAP ®*”. Neste estudo, observou-se que 25 pacientes
(41,7%) apresentavam diminui¢do da capacidade vital funcional pulmonar (CVF), sendo 7
pacientes com déficit moderado a grave (11,6%); destes pacientes mais graves, 4 eram da

forma difusa e 3 da forma limitada.

Como relatado previamente neste estudo, apenas uma paciente (1,7%) da forma
limitada apresentou crise renal esclerodérmica (CRE) e a mesma nao fazia uso de corticoides.
Estudo nacional de sobrevida de 947 pacientes com ES encontrou a prevaléncia de CRE em
2,6% dos pacientes, sendo que a CRE foi responsavel por 10,9% dos dbitos neste grupo de

pacientes **?).

5.3 — Associacao de neoplasia em paciente com ES

No presente estudo, diferentemente da literatura, verificou-se a ocorréncia de
cancer (neoplasia intra epitelial cervical) em apenas uma paciente (1,7%) da forma limitada
da doenca, sendo submetida a ressec¢do cirurgica. A paciente apresentava 9 anos de evolugao
da doenga, porém longo tempo de fendmeno de Raynaud previamente ao diagnéstico (24
anos), estava em uso de imunossupressor (azatioprina) e ja havia sido submetida a 12

pulsoterapias com ciclofosfamida por comprometimento pulmonar e gastrintestinal.

Em coorte de 947 pacientes brasileiros com ES, o cancer foi a causa de 6bito em
. 222
13,8% dos casos, representados sobretudo por neoplasia pulmonar **?. Olensen e
colaboradores, acompanhando 2040 pacientes dinamarqueses com ES em média por 6,4 anos,
encontraram 222 casos de cancer, o que resultou em risco relativo (RR) de 1,5 nesta
~ (254) . . .
populagdo . Verificou-se que os homens apresentaram em geral um maior risco de
desenvolvimento de cancer do que mulheres, sendo os mais prevalentes o pulmonar e

(255, 256)

hematolégico ¥, Recentemente, duas meta-anélises , uma das quais com mais de
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7000 pacientes com ES @°®

, encontraram resultados idénticos, com maior risco de cancer em
homens, principalmente pulmonares e hematologicos, bem como riscos relativos semelhantes
(respectivamente RR=1,41 e 1,75), além do que nao foi observado diferencas de RR entre as
formas difusa e limitada para o desenvolvimento de cancer “>>. Embora a ocorréncia de
neoplasias pulmonares ou hematoldgicas ndo tenha sido verificada neste estudo, nos ultimos 5

anos observou-se neste Servico de Reumatologia o dbito de 2 pacientes do sexo feminino com

a forma difusa da ES, em decorréncia de cancer pulmonar (dados nao publicados).

Os mecanismos propostos para explicar a maior susceptibilidade dos pacientes
portadores de doencas autoimunes desenvolverem neoplasias sdo: alteragdo da vigilancia e da
destruicdo imunologica de células cancerigenas, possivel associacdo de infecgdes e
proliferagdo linfocitaria ndo controlada por oncogenes, bem como a terapé€utica utilizada no
tratamento das doengas reumatologicas com potencial cancerigeno, especialmente
. . (257) . . o
imunossupressores alquilantes “”". A paciente deste estudo que apresentou cancer, utilizou

anteriormente ciclofosfamida e vinha atualmente sendo medicada com azatioprina.

5.4 — Alteracoes laboratoriais observadas em pacientes com ES

Em relagao aos exames laboratoriais realizados nos pacientes, observou-se a
presenga do anticorpo antinuclear (AAN) em 95% dos pacientes, similar a maioria dos

. -, (120,219, 222,223,236 220, 228, 233, 234, 258, 259, 260
estudos nacionais ( ) ( ). Os

e outras regides do mundo
principais padrdes observados foram nuclear centromérico, nuclear pontilhado fino e nuclear
quase homogéneo. Bernstein e cols descreveram a positividade do ANA em 97% dos
pacientes com ES, representados principalmente pelo padrao pontilhado fino e centromérico,
além da observagdo de associa¢do com o padrao nucleolar (pontilhado e homogéneo) em 33%
dos pacientes *°”. Hesselstrand e cols relataram positividade do ANA em 84% dos pacientes
com ES, sendo os padrdes mais observados: pontilhado fino (41%), homogéneo (25%),
nucleolar (24%) e centromérico (18%) e, interessantemente, o padrao nucleolar se
correlacionou com pior sobrevida nestes pacientes, provavelmente por aparente risco
ligeiramente aumentado de desenvolvimento da crise renal esclerodérmica **®. Estudo de
coorte da Europa central identificou que cinco antigenos (centrdmero, topoisomerase I,
Pm/Scl, UI-RNP e RNA polimerase) foram responsaveis por mais de 95% das respostas

associadas a0 ANA na ES %7,
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Em relacdo aos anticorpos especificos para ES observados nesta pesquisa,
observou-se positividade do anticentromero (ACA), anti DNA topoisomerase I (anti Scl70) e
anti RNA polimerase III (anti POL 3) respectivamente em 41,7%, 26,7% e 11,7% dos
pacientes, sendo as porcentagens comparaveis aos dois estudos realizados na regiao Sul do

Brasil 29219

, embora Miiller e cols encontrassem valores surpreendentemente elevados de
anti POL 3 (41,18%) "?*. Neste estudo, nenhum paciente estudado apresentou positividade
para anti Pm/Scl, embora tenham sido idenfificados trés pacientes com diagnostico de
sobreposi¢cdo com miopatia inflamatoria, com elevacao de CPK e alteracdes
eletroneuromiograficas compativeis em todos estes pacientes. Fundamenta-se tal achado
porque os anticorpos anti Pm/Scl sdo observados somente em cerca de 3% dos pacientes

g (67)

portadores de E e tdo somente em cerca de 25% dos pacientes esclerodérmicos com

sobreposicdo com miosite 2,

Neste trabalho, 48 dos 60 pacientes (80%) apresentou positividade para pelo
menos um dos 3 autoanticorpos especificos para ES (Scl 70, ACA ou anti POL 3). Relata-se
na literatura, que a prevaléncia de autoanticorpos altamente especificos, associados com a ES
ou com sindromes de sopreposicao com caracteristicas de ES, ¢ elevada nos pacientes
esclerodérmicos, representados principalmente por ACA e anti Sc170 #°*2°% 29 inclusive na
populacio esclerodérmica brasileira 22", Embora os trabalhos relatem que a coexisténcia
entre estes autoanticorpos especificos seja rara em pacientes com ES (1,6%) 2% 2°% 290 fo;
observado neste estudo que 2 pacientes (3,3%) tinham positividade concomitante de
autoanticorpos especificos, sendo que um paciente da forma difusa apresentou positividade

concomitante para anti Scl70 e anti POL 3 e outro paciente da forma limitada apresentou

positividade concomitante para ACA e anti POL 3.

No presente estudo, os anticorpos adicionais mais prevalentes foram anti Ul RNP
(anti RNP) (16,7%) e anti Ro (SSA) (11,7%), que pode ser explicado devido a ocorréncia de
sindromes de sobreposic¢ao (principalmente com LES) e sindrome de Sjogren associado a
estes pacientes. Neste grupo de pacientes com sobreposicao, surpreendentemente observou-se
menor gravidade (3,8 versus 6,1 da forma difusa e 4,9 da forma limitada) e atividade de
doenca (2,0 versus 2,8 da forma difusa e 2,2 da forma limitada), bem como manifestagdes
clinicas cardiopulmonares e renais mais brandas. Descreve-se na literatura que autoanticorpos
adicionais e ndo especificos foram encontrados em até 55,4% dos pacientes, representados

sobretudo por anti Ro (SSA), anti La (SSB) e anti mitocondria *>”.

Como previamente relatado, a prevaléncia do anticorpo anti RNP tem sido
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descrita em até 35% dos pacientes, mas geralmente associado 8 DMTC (7 1% 112 Empora se

descreva na literatura que a frequéncia da positividade do anti RNP seja maior nos pacientes

S 2D encontrou-se neste estudo uma maior prevaléncia deste

com a forma limitada de E
anticorpo em pacientes com sobreposicao com outras doengas (principalmente LES) seguida
de pacientes com a forma difusa. Neste estudo, 80% dos pacientes com anti RNP positivo
eram da cor parda, em concordancia com trabalhos prévios que descrevem maior frequéncia
de anti RNP em pacientes afro-americanos *°. Embora seja conhecida a associacio entre

(262) em conformidade com os

@61)

positividade do anti RNP com inflamag¢ao muscular na literatura
pacientes do presente estudo; a correlagao deste anticorpo com envolvimento articular

. 261,263) 4 - Ny
fibrose pulmonar nos pacientes com ES #°"2*¥ diferentemente dos estudos prévios, néo foi

observada neste trabalho.

Por outro lado, embora tenha se observado na literatura que sintomas de sindrome
sicca ocorreram em 68% dos pacientes com ES, a prevaléncia de sindrome de Sjogren
definida pelos critérios do consenso do grupo ACR/EULAR foi tdo somente 14%,
marcadamente associada com a forma limitada da ES “®*¥. No presente estudo, 11,7% dos
pacientes foram diagnosticados com sindrome de Sjogren através dos mesmos critérios,
porém, eles eram predominantemente da forma difusa (71,4%). Entre os 60 pacientes com ES
desta pesquisa, 37 se queixavam de xeroftalmia (61,7%) e 34 se queixavam de xerostomia
(56,7%), no entanto entre os 7 pacientes com sindrome de Sjogren associada a ES, todos
tinham xerostomia e xeroftalmia. Sugere-se que a sindrome de Sjogren esteja associada e nao

g (269)

secundaria a E , por apresentar manifestagdes distintas neste grupo, como maior

A . . 2 . .
ocorréncia de neuropatia e artrite *°”, bem como menor gravidade e envolvimento pulmonar
265,2 P I
(265.266) "y qual néo foi observado neste trabalho. Embora esta associacdo pareca ser uma
entidade distinta com menor envolvimento organico, relata-se maior risco de desenvolvimento

(267)

de linfoma ", o qual também nao se observou neste estudo.

Elevagdo de provas inflamatdrias (VHS e PCR) foram observadas em quase
metade dos pacientes (respectivamente 41,7% e 45%) e representou a correlagdo com doenga
ativa persistente observada nos pacientes, uma vez que 31,7% dos mesmos apresentaram
elevada atividade aferida pelos critérios de Valentini ®*>?°”. Muangchan e cols encontraram
elevagdo de PCR em 25,7% dos pacientes com ES e de VHS em 38,2%, especialmente nos
pacientes recém diagnosticados com a doenca “®¥. Outros estudos descrevem ainda
associacao significativa do PCR com o VHS, escore cutaneo modificado de Rodnan, piores

parametros de fun¢do pulmonar, atividade da doenca e dano vascular, bem como com o0 HAQ
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dos pacientes %2, Ja se conhece o papel do VHS como marcador prognéstico, uma vez
que elevagdes superiores a 25mm/h foram preditoras de morte em andlises uni ou
multivariadas #** %2279 Hg evidéncia de que a resposta de fase aguda pode ser menor na
ES em comparac¢ao com outras doencgas inflamatorias, embora o VHS deva ser considerado

. . (240,268, 2
como um valioso reagente de fase aguda ¢ 0 PCR como uma alternativa 24265269,

Observou-se no estudo a diminui¢ao dos componentes do complemento sérico C3
e C4 apenas em 3,3% dos pacientes com ES. Embora a hipocomplementenemia seja um dos

g (109,205 ), ela ndo é comumente considerada como

itens que compde o indice de atividade da E
um parmetro laboratorial caracteristico da ES ?°®. Nao ocorre depésito significante de
complemento na histopatologia dos pacientes esclerodérmicos, tal como observado no LES,
contudo relatou-se anteriormente ativagao anormal do complemento e depdsito subendotelial
de imunocomplexos em pacientes com ES @Y. A ocorréncia de diminuicdo do complemento
sérico foi variavel em outros estudos (12 a 22,5%) %" ¢ se observou que os pacientes com
ES tinham deficiéncia em prevenir a formagio de imunocomplexos *”>. Como este defeito,
relacionado a diminui¢ao dos nives da proteina C4a, foi especialmente proeminente na fase
precoce e ativa da patologia, sugere-se ao complemento um papel patogénico ?’>). Senaldi e
cols encontraram ativa¢ao do complemento na ES, principalmente na forma difusa e que
refletia a gravidade clinica dos pacientes “™*. Cuomo e cols encontraram associagio na ES
entre hipocomplementemia e indice de atividade da doenga, incapacidade funcional,
gravidade das manifestagdes gerais, envolvimento cutaneo, vascular, cardiaco e pulmonar
(272), mas nao foram observadas neste estudo estas correlacdes. Consideravelmente, Batal e
cols identificaram um padrao finamente granular de depésito de C4d na regido peritubular

275 & houve

capilar de um subtipo de pacientes com ES que evoluiu com crise renal
correlagdo com pior prognoéstico renal, sugerindo-se um mecanismo de lesdo renal induzida
por anticorpos e complemento nestes pacientes “’®. No entanto, a tnica paciente com crise
renal deste estudo, ndo apresentava hipocomplementenemia. Em pacientes com longa
evolucao da doenga, € possivel que a produgao de citocinas pelos linfocitos T e B, tenha um

papel mais importante na inflamacao e remodelamento da matriz, do que a participagao do

complemento.

Portanto, observando-se as caracteristicas socio demogréaficas, clinicas e
laboratoriais dos pacientes com ES na regido Centro Oeste, pode-se concluir que a esclerose
sistémica ¢ uma doenga importante ¢ de alta morbimortalidade, porém pouco estudada no

estado de Mato Grosso do Sul, que pode se manifestar clinica e laboratorialmente de forma
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extremamente variavel, com indiscutivel participagdo da autoimunidade, caracterizada por
alteracdes inflamatorias e fibroticas associadas a endarterite proliferativa e lesdes vasculares
comprometendo pele, sistema musculoesquelético e 6érgaos internos, principalmente trato

gastrintestinal, pulmdes, rins e coragao.

5.5 Analise do anticorpo anti COL V em 60 pacientes com ES do
do Servico de Reumatologia do Hospital Universitario Maria

Aparecida Pedrossian da FMUFMS

A importancia do COL V, objeto desta pesquisa, reside no fato do mesmo
participar ativamente da etiopatogénese da ES. De forma direta, os epitopos de COL V
exdgenos ou enddgenos podem atuar sobre as células endoteliais causando apoptose, ou atuar
indiretamente, através da perpetuagdo da sintese de anti COL V, que ao originar
imunocomplexos COL V-anti COL V, permaneceriam agredindo o complexo endotélio-

membrana basal (4% 179 195:277)

Este trabalho mostrou frequéncia baixa de positividade de anti COL V (8,3%)).
Acredita-se que a baixa incidéncia de anti COL V encontrada nesta populagdao com ES tenha
sido reflexo do estadiamento clinico da enfermidade, ou seja, a maioria dos doentes era
seguida ha muito tempo e encontrava-se estabilizada clinicamente. O tempo de
acompanhamento médio dos pacientes foi de 9 anos e apenas 7 pacientes tinham a forma

precoce da doenga.

Em relagao as alteragdes patologicas observadas na ES, o grupo de pesquisa do
LIM-17 do HCFMUSP observou no modelo de esclerose sistémica em coelhos induzido por
meio da imunizagdo com COLV, bem como nos pulmdes e derme dos pacientes com ES, a
ocorréncia de um depoésito aumentado de COLV, porém de morfologia fibrilar atipica, sob a
forma de fibras espessas e distorcidas %719 Estudo prévio realizado por Riente e
colaboradores detectaram anticorpos séricos anti colagenos nativos e desnaturados em um
ter¢o dos pacientes com ES *?. Ponderaram que autoanticorpos reagindo contra coldgenos
IV e V da membrana basal, poderiam contribuir para o dano tecidual, uma vez que qualquer
lesdo que expde os constituintes da membrana basal pode acarretar em formagao de

imunocomplexos e fixa¢do de complemento contra estes componentes ‘2.
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Embora ambos estudos tenham pesquisado apenas anticorpos anti colageno da
classe IgG, outro aspecto interessante que pode explicar a discordancia entre estes resultados
com os de Riente e colaboradores "*?, foi que nesta pesquisa utilizou-se como antigeno do
ensaio ELISA, apenas COL V modificado apds tratamento prévio com mercaptoetanol ou
desnaturado pelo aquecimento. Na experiéncia do grupo LIM-17 do HCFMUSP, tanto os
soros de coelhos do modelo experimental como pacientes com ES, s6 reagiram com COL V
desestruturado *¥). Este fato revela que, tanto nos animais do modelo experimental como nos
pacientes com ES, provavelmente s6 ocorra exposicao de fragmentos de COL V com
morfologia atipica nos tecidos acometidos. Ou seja, ndo hd como justificar presencga de
molécula de COL V nativa integra, na matriz extracelular de tecidos com ES desestruturados
pela acdo enzimatica, que se segue a lesao do complexo endotélio-membrana basal. Assim,
tratamento prévio do COL V nativo pelo mercaptoetanol ou calor, estaria simulando a
digestao enzimatica e exposi¢do de epitopos ocultos, que ocorreria nos tecidos de pacientes

com ES.

Segundo pesquisadores do LIM-17 do HCFMUSP, o surgimento do anti COLV
seria consequente a uma lesao células endoteliais, as quais poderiam permitir o influxo de
células da imunidade inata, ocasionando liberag¢do de enzimas proteoliticas que degradariam
as fibras heterotipicas de colageno, com exposi¢ao de COLV proprio previamente oculto,
suscitando a formacdo de neo-antigenos % 17180 Apos capturados por células
apresentadoras de antigenos, esses fragmentos ativariam as células T e células B produtoras
de autoanticorpos, induzindo uma resposta especifica predominantemente Th2, mas também
Th17, desta forma perpetuando a lesdo endotelial mediada por anticorpos anti COLV 1417
'80) Martin destaca a hipotese de que o proprio COLV endédgeno poderia atuar como um
agente indutor de apoptose e de ativacao das células vasculares endoteliais, contribuindo

novamente com a perpetuacdo do dano vascular %,

Como relatado anteriormente, a relevancia do estudo do COL V em pacientes
com ES, decorre do fato da molécula desempenhar possivel papel na patogénese da doenca
ativa, principalmente nas fases iniciais, quando sao maiores as chances de se identificar
anticorpos anti COL V #”. Além disso, as complicacdes tardias como fibrose pulmonar,
hipertensao pulmonar e nefropatia, embora exibam aspectos histologicos de irreversibilidade,
podem indicar ocorréncia de reativagdo da doenga e asssim exibir presenca de COL V exposto

em tecidos e suscitar aparecimento de anti COL V no soro dos pacientes com ES (- 13819

278)
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Fato interessante observado com os anticorpos anti COLV, foi que, tal como
observado no fendmeno pré-zona com os anticorpos antinucleares (AAN), reagdes falso
negativas podem ocorrer na presenca de imunocomplexos, devido a presenca de complexos
antigeno-anticorpo no soro que impedem a reagao. Por isso, € necessario remover o excesso
de conjugado. A prévia adsor¢ao dos soros dos animais e pacientes com tecidos de coelhos
imunizados inibe a rea¢do soroldgica anti COLV (ELISA). Ao contrario, 0s soros nao sao
adsorvidos com tecido de coelho normal e o anti COLV se positiva (dados nao publicados do

grupo de pesquisa do LIM-17 do HCFMUSP).

Outro dado interessante ¢ o encontro de anticorpos anti COLV em outras
enfermidades do conjuntivo com caracteristicas de dano endotelial e autoimunidade, como ¢ o
caso de positividade em 38,1% dos pacientes com LES (amostra de 42 pacientes), em 20%
dos pacientes com doenca mista do tecido conjuntivo (amostra de 50 pacientes) e em 15,3%
de outra populagdo com 85 pacientes com ES. Encontrou-se menor prevaléncia em outras
doengas do conjuntivo e artrites, como por exemplo, anti COLV positivo em 6,5% com
sindrome de Sjogren (amostra de 46 pacientes), 5,7% dos pacientes com artrite psoridsica
(amostra com 35 pacientes) e 5,6% em pacientes com artrite reumatoide (amostra com 36
pacientes). Ao contrario a frequéncia ¢ baixa em outras doencas, como nas miopatias
inflamatorias, onde se observou positividade do anti COLV em 2,8% dos pacientes (amostra
com 36 individuos) e de forma surpreendente, todas as amostras foram negativas para o
anticorpo na doenga de Behget; uma vez que a doenca foi incluida no grupo das vasculites
primarias, esperava-se que fosse encontrado alta positividade do anti COLV relacionado ao
dano vascular. Ademais, ndo se observou positividade do anticorpo na espondilite
anquilosante (amostra com 32 pacientes), bem como na artrose € como se esperava no grupo
controle normal. Inclusive nestas enfermidades citadas, a presenca do anti COLV variou com
o estadiamento clinico da enfermidade e a positividade sugere estar associada com presenga
do anti COL IV (dados ndo publicados do grupo de pesquisa do LIM-17 do HCFMUSP).
Estes dados indicam que o anticorpo anti COLV seria um bom marcador para indicar lesdo do
complexo endotélio-membrana basal, com potencial envolvimento inflamatério da MEC. A
questao ¢ saber porque na ES a lesdo ¢ continua, enquanto em outras enfermidades sugere ser
transitoria. Possivelmente esse fenomeno ocorre por se tratar de processo fisiopatologico
distinto, ja que a ES ¢ a unica enfermidade caracterizada por exibir trés processos
fisiopatoldgicos diferentes (vasculopatia, autoimunidade e fibrose tecidual) ¢**. Outra

consideragdo pertinente seria o tempo de agressao ao endotélio, que ocorre muito
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precocemente na ES, muitas vezes até anos antes do diagnoéstico clinico, principalmente nas

formas limitadas da doenca ©7*7,

Estes dados indicam que, o anticorpo anti COL V seria um bom marcador para
indicar dano vascular, com posterior dano matricial e exposi¢ao de antigenos ocultos, como
fragmentos do COL V ©% 3% 140179 1 felizmente, ndo se dispde de estudo sequencial da
pesquisa de anti COL V num mesmo paciente. Postula-se que na ES e talvez na DMTC, a
persisténcia do anticorpo anti COL V ocorra por periodo prolongado, perdurando pelo periodo
da existéncia do desarranjo matricial com exposi¢cao de COL V andémalo, que coincidiria com
o periodo de atividade da enfermidade **?"”). E possivel que, novas pesquisas futuras,
possam identificar anti COL V em casos muito precoces de ES, antes até mesmo do inicio dos
sintomas clinicos, principalmente nas formas limitadas da doenga. Interessante que, Riente e
cols identificaram anti COL V em 8% dos pacientes com fendmeno de Raynaud primario *?,

sugerindo que a presenca deste anticorpo poderia prever aparecimento de ES, e, em particular,

de uma forma ativa e mais grave da doenga.

A presenca de anti COL V nos soros dos pacientes com enfermidades
reumatoldgicas, sugere ocorréncia de atividade inflamatoéria clinica com dano endotelial, mas

~ . , . 1
ndo pode ser considerado como marcador especifico de nenhuma enfermidade 7,

Verificou-se na literatura que ndo existe nenhum estudo publicado
correlacionando a ocorréncia do anticorpo anti coldgeno tipo V em pacientes com ES com a
atividade e gravidade da doenga nestes pacientes, fato que impulsiona ainda mais a realiza¢ao
deste trabalho, contribuindo para fornecer subsidios que corroborem o papel essencial deste
anticorpo como novo biomarcador da ES, que poderia favorecer o desencadeamento inicial da
autoimunidade, contribuir com a perpetuacao da patologia e orientar no tratamento da
enfermidade. A relevancia do estudo do COLV em pacientes com ES se deve ao fato da
molécula possivelmente desempenhar um importante papel na patogénese da doenga,

principalmente nas fases iniciais, quando sao observados anticorpos direcionados a ela (anti

COLV) @7,

Como relatado previamente neste estudo, apenas uma paciente (1,7%) da forma
limitada apresentou crise renal esclerodérmica (CRE), interessantemente a mesma
apresentava positividade para o anti COLV e ndo fazia uso de corticoides. Esse dado foi
extremamente importante, uma vez que atingiu significancia estatistica, embora com baixa
casuistica, podendo representar um novo biomarcador de atividade da doenca e acometimento

renal. Especula-se portanto, a associagdo deste anticorpo com a CRE, sendo sugerido dosar o
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anti COLV em uma coorte com mais pacientes esclerodérmicos com acometimento renal.
Estudo nacional de sobrevida de 947 pacientes com ES encontrou a prevaléncia de CRE em
2,6% dos pacientes, sendo que a CRE foi responsavel por 10,9% dos o6bitos neste grupo de

pacientes **?),

Neste trabalho, a unica paciente com CRE apresentava positividade ao anti
COLV. Neste caso, pode-se explicar a lesdo renal relacionada ao anti COLV através do
mecanismo fisiopatogénico de deposi¢ao de imunocomplexos COLV-anti COLV no
mesangio renal, que ¢é rico em COLV 7?9 com ativa¢io do complemento e lesdo direta da
membrana basal, com exposi¢do de mais epitopos de COLV e perpetuagdo do processo
patoldgico, ocasionando aciimulo de componentes da MEC e isquemia. No entanto, a paciente
com CRE era da forma limitada com 9 anos de evolugdo da doenga e nao apresentava
hipocomplementenemia. Corroborando outra hipdtese plausivel, relata-se achado prévio que
indica que o complemento talvez ndo seja fundamental na fase tardia deste processo, pois a
hipoxia per se poderia promover producdo de MEC e estaria ativamente envolvida na
patogénese de desordens pro-fibroticas como a ES, com ativagao de um grande nimero de

genes codificadores de colageno que foram induzidos pelas células endoteliais apds isquemia
“

Na CRE, observa-se um vasoespasmo sobreposto as lesoes proliferativas intimais,
resultando na isquemia do aparelho justa-glomerular, com estimulo a secre¢ao de renina e
angiotensina II, que em ltima analise acarreta em aumento da vasoconstri¢do renal **”. Mais
ainda, autoanticorpos funcionais contra receptores vasculares, como anti receptor tipo A de
endotelina 1 (ET-1) e anti receptor tipo 1 de angiotensina II, foram descritos em pacientes
com ES e houve associagdo positiva entre 0os maiores niveis de ambos autoanticorpos e
manifestagdes mais graves da doenga, incluindo crise renal esclerodérmica e hipertensao
pulmonar **. Descreve-se um padrio de coloragdo endotelial de ET-1 em ambos os

(281)

glomérulos e arteriolas renais dos pacientes, que parece ser especifica de CRE associada a

superexpressio de ET-1 @728,

Martin demonstrou correlagao positiva entre o COLV e o fator de crescimento do
tecido conjuntivo (CTGF) expresso nas células endoteliais, e postulou que sob influéncia da
ET-1 e sob regime de hipdxia, as células endoteliais expressariam o CTGF, a qual contribuiria
para a sintese excessiva de COLV. Observou-se no modelo de ES induzido por COLV,
alteragdes nos glomérulos renais, tais como discreta proliferacdo mesangial e espessamento da

membrana basal, além de moderado depésito de colageno intersticial (COLV) *®. A fibrose
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nos compartimentos glomerular e tubulointersticiais, ocasionados pelo acimulo de
constituintes da MEC incluindo o COLV, bem como a desregulagao na expressao do receptor

de ET-1, também pode incentivar a progressio da doenca renal *%.

Destaca-se novamente a importancia e possivel utilidade do anti COLV na
detecgdo precoce de HAP, dado que, dos seis pacientes portadores de HAP, dois
apresentavam anti COLV positivo (tendéncia estatistica com p=0,074 pelo teste exato de
Fisher). Observou-se ainda, embora sem relevancia estatistica, diferencas entre os valores
médios da PSAP, sendo maiores nos pacientes com positividade para o anti COLV e
inferiores nos quais o anticorpo foi negativo (39,50+2,50mmHg versus 31,50+£3,98mmHg).
Uma terceira ponderagao significativa foi que uma paciente, com a forma limitada da ES,
inicialmente encontrava-se assintomatica e com anti COLV negativo e ap6s 6 meses iniciou
sintomas de dispnéia aos médios esfor¢os, submetida a ECO compativel com HAP (PSAP de
42mmHg) e posterior confirmagao por cateterismo cardiaco, logo apds o anti COLV tornou-se

positivo.

Do mesmo modo, pode-se explicar a tendéncia estatistica de HAP observada neste
estudo nos pacientes com positividade para anti COLV através do mesmo mecanismo
fisiopatologico, uma vez que o COLV ¢ encontrado na membrana basal do endotélio e
também do epitélio bronquico pulmonar. Marangoni demonstrou expressao aumentada de
COLV na camada intima e na média da artéria pulmonar no modelo experimental de ES
induzido pelo colageno tipo V, além de aumento significativo na densidade e na atividade das
células endoteliais nos vasos intrapulmonares destes animais '°>. A autora destaca a
identificacdo precoce de dano e ativagdo endotelial, que ocorreu aos 7 dias da primeira
imunizagdo com COLV #’®. Como a observacio de fibrilogénese foi muito precoce e nio
pode ser explicada pela ativagdo da resposta imune, Marangoni sugere que o proprio COLV
foi a substancia responsavel pela ativagcao endotelial, acarretando liberagao de citocinas pro-
fibroticas como TGF-B e ET-1, levando a estimula¢ao dos miofibroblastos com producgdo de
componentes da MEC, incluindo o préprio COLV. Surpreende ainda o encontro pela autora
de aumento precoce de expressao de ET-1, o que contribuiria para o desbalango entre
substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras, resultando em alteragdo na complacéncia da
artéria pulmonar, a qual ja foi observado em pacientes com ES e explicaria a ocorréncia de

HAP no modelo experimental ¢ em humanos %> ¥,

No presente estudo, nao foi encontrada nenhuma associacao estatistica entre a

positividade do anti COLV com os demais anticorpos especificos da ES (ACA, anti Scl70 e
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anti POL 3) e este dado ¢ original. Riente e colaboradores encontraram a prevaléncia de anti
COLV em 31% de pacientes com ambas formas clinicas da ES, no entanto, ndo houve
correlagdo com outros autoanticorpos associados '*?. Devido o encontro do anti COLV em
variadas doencas, que se apresentam com caracteristicas fisiopatoldgicas comuns de dano

endotelial, tais como LES, ES e diversas vasculites primérias '

, assim seria mais provavel
que a autorreatividade ao COLV, que ¢ componente da membrana basal das células

endoteliais, contribuiria para a perpetuagao de dano vascular adicional em ambas as formas de

ES.

O carater inédito e a maior contribui¢do do presente estudo ¢ de, pela primeira
vez, fornecer dados de correlagdo entre um novo e potencial biomarcador (anti COLV) com o
questionario de avaliagao de saude (sHAQ), bem como com os critérios de gravidade e de
atividade da doenga.

O HAQ é uma medida de fun¢do na ES, sendo ferramenta 0til para a avaliacao de

deficiéncia fisica funcional ?%?

e o impacto da doenca no bem estar fisico e mental dos
pacientes ***. Embora tenha sido observado neste estudo, através do HAQ, escores de
incapacidade mais elevados nos pacientes que apresentavam positividade do anti COLV, esta
diferenca ndo foi estatisticamente significante. Entretanto, os indices encontrados foram
semelhantes aos descritos em outras populacdes **"2*2. No Brasil, outros instrumentos de
mensuracao da qualidade de vida foram validados em pacientes com ES, como o /2-Item
Short-Form Health Survey (SF-12), demonstrando uma reducao da qualidade de vida em
todos os dominios avaliados, com maior impacto no dominio fisico ***. Morita e

colaboradores ?*!

relataram que os pacientes com a forma difusa da ES apresentavam os
maiores indices de incapacidade no HAQ, superiores aos dos pacientes com AR, LES e outras
doencas do colageno. Observou-se ainda que pacientes com ES e envolvimento articular
tinham pontuagdes maiores no HAQ do que pacientes com artrite psoridsica, enquanto o
dominio dor foi maior em pacientes com ES do que com AR “*?. Recentemente Tudici e
colaboradores encontraram que os pacientes com a forma precoce de ES, apesar de
apresentarem tao somente FRy, ja experimentavam um comprometimento da qualidade de
vida em ambos dominios fisico e mental “*?. A utilidade do HAQ na avaliacio de pacientes
com ES foi demonstrado por estudos que reportaram que ele pode predizer a evolugdo e
sobrevida nestes pacientes “**2*”). Neste trabalho, houve correlagio linear positiva

significativa, porém moderada, entre o HAQ ¢ a atividade da doenga, medido através do teste

de Pearson. Medsger e cols encontraram que os indices de incapacidade do HAQ
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apresentavam forte correlagdo com endurecimento cutaneo, envolvimento cardiaco,

contraturas digitais, crepitagio tendinea e envolvimento renal em 1000 pacientes com ES %%,

A gravidade foi definida na ES como o total efeito da doenga sobre a fungao
organica e apresenta componentes reversiveis ou nao; de outro lado, o dano seria o
componente da gravidade que ¢ irreversivel “*”. Em muitas doengas sistémicas cronicas,
como ¢ o caso da ES, ¢ muitas vezes dificil separar a gravidade ou dano da atividade da
doenca ®*. Da mesma forma como observado com o HAQ, os pacientes deste trabalho com
ES que tinham positividade para o anti COLV, apresentavam uma média dos indices de
gravidade mais elevados do que aqueles em que o anticorpo era negativo, todavia ndo houve
significancia estatistica possivelmente pelo tamanho reduzido da amostra (4,73 versus 6,40).
Conjuntamente nao ocorreram variagdes significativas nos indices da escala de gravidade
apos 6 meses, de modo que as médias encontradas nestes dois periodos de avaliagao foram
idénticas nesta pesquisa. Medsger descreveu subgrupo de pacientes que foram seguidos por 3
anos, sendo examinados a cada 6 meses para composi¢ao dos indices de gravidade e
verificou-se pequenas variagdes nos escores >, Geirsson e cols destacaram que maiores
pontuagdes na escala de gravidade estavam relacionadas a uma sobrevida menor e os maiores
determinantes da pior evolucdo foram os componentes de extenso endurecimento cutaneo,
alteracdes eletrocardiograficas e reducdo das fungdes renal e pulmonar **?. Em outro estudo,
a gravidade e atividade da doenca estiveram fortemente relacionadas, especialmente no
subgrupo de pacientes com a precoce forma difusa da ES, indicando que a doenca ativa
estaria associada com pior prognostico **”. Da mesma forma, os pacientes deste estudo com
maior gravidade também tinham significantemente uma maior atividade da doenca (4,03

versus 1,38).

Entretanto, definir atividade da doen¢a na ES ¢ muito mais dificil do que em
outras doengas reumaticas do tecido conjuntivo onde a inflamacao desempenha um papel
importante, tais como LES e AR %%207-208.290) 1556 poderia ser explicado pelo fato de que a

evolucdo na maioria dos pacientes com ES, principalmente aqueles com a forma limitada, tem

um curso extremamente indolente sem sinais clinicos ou laboratoriais de inflamagio ?°**V; a

ES pode evoluir de forma imprevisivel e inclusive ocorrer potencial reversao espontanea ou

29 : . . . ,
sob tratamento **”; ademais a forma difusa da doenga ¢ caracterizada por um predominio de

excessiva fibrose tecidual em detrimento da inflamagao °7 V.
A despeito dessa dificuldade, definir a atividade na ES ¢ um assunto de extrema

(290)

importancia ", visto que possibilitaria ao clinico distinguir pacientes que requerem
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tratamento agressivo daqueles nos quais o tratamento sintomatico poderia ser suficiente e a
.. . .. . L s (206) .
agressividade traria riscos adicionais desnecessarios . Consequentemente, existe uma
grande necessidade em encontrar biomarcadores que possam refletir fielmente tanto a
atividade global quanto a 6rgao-especifica e numerosos candidatos tem sido estudados, porém
203,207, 240, 2 . - .
com resultados controversos 2°*207-240-28) ‘quoere_se neste estudo a inclusdo do anti COL V

como medida de atividade de doenga.

Contando que ainda nao foi identificada na ES uma convincente terapia

modificadora da doenca e dados os possiveis efeitos colaterais das medicagoes, seria

, . ~ ALt . . 11
aconselhavel reservar as intervengdes terapéuticas aos pacientes com doenga grave e ativa %"

292 Alis, tem sido demonstrado que o tratamento farmacoldgico é mais efetivo quando

iniciado precocemente no curso da doenca **?

(204)

, preferivelmente durante o estagio inicial de
inflamag¢ao ou autoimunidade ", e os individuos diagnosticados precocemente tem maior
probabilidade de sobrevivéncia “****?. Deste modo, seria muito recomendavel a
disponibilidade de instrumentos de triagem que pudessem identificar precocemente os
pacientes com doenca ativa ?°7-27%2%-2%% 9 COLV, por indicar dano endotelial precoce ¢ se
correlacionar com a atividade da doenga, representa um fiel indicador de necessidade de

tratamento do paciente com ES, a fim de evitar o agravamento da enfermidade e evolugao

para a fase irreversivel de fibrose tecidual.

No presente trabalho, os escores de atividade da doenga foram semelhantes aos
observados na literatura “*” %% bem como o envolvimento de cada 6rgio no calculo da
pontuagdo da atividade da doenga, com maior acometimento cutdneo seguido pelo vascular e
menor prevaléncia gastrintestinal, pulmonar e articular **”. Procurou-se neste estudo
confirmar o achado prévio de Martin e cols, que demonstraram uma correlag@o entre a
atividade da doenca e a presenca de COLV andmalo na derme de pacientes com ES 7. A
hipodtese inicial seria que o COLV encontrado nas fases iniciais e ativas da patogénese da ES,
suscitaria uma resposta imunologica contra as proteinas anomalas, com formacao de anti
COLV, o que perpetuaria o dano vascular observado inicialmente. De fato, este estudo
revalidou o papel do anti COLV como marcador soroldgico de atividade da doenca, enquanto
um outro efetivo marcador histologico de atividade precoce na patologia seria o encontro de

COLV andmalo em pacientes com ES 7.

Embora 60% dos pacientes com anti COLV positivo apresentassem elevagado de
provas inflamatorias, ndo se concretizou a espectativa neste estudo de que a elevacao de VHS

e PCR fosse observada preponderantemente em pacientes com positividade para anti COLV,
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devido o anticorpo estar relacionado com a doenga ativa e precoce !”*?’7. Tal fato pode ser
explicado através do tamanho da amostra, porque apenas 8,3% dos pacientes com ES tinham

anti COLV positivo.

Novamente neste estudo, nao foi possivel encontrar qualquer associa¢ao
estatisticamente significante entre queda de complemento e anti COLV devido ao fato de
apenas 2 pacientes apresentarem hipocomplementemia. Porém no modelo de ES em coelhos
induzido por coldgeno V do grupo de pesquisa do LIM-17 do HCFMUSP ocorreu consumo

persistente de complemento numa fase precoce )

. Talvez em pacientes com longa evolugao
da doenca, a producao de citocinas pelas células da imunidade inata e linfocitos T e B, apos
agressao do endotélio, seja diretamente responsavel por modular a inflamagao e ocasionar o
remodelamento da matriz, sem a participagdo do complemento, como foi o caso da paciente

deste estudo com CRE com evolugdo de 9 anos da doenca e sem hipocomplementemia.

Posto isto, ¢ um fato inédito e de grande relevancia demonstrar um novo
biomarcador que esteja associado com a atividade da ES. O anti COLV se correlacionou de
forma estatisticamente significante com a atividade da doenca e o outro destaque inédito foi a
associacao significativa com crise renal esclerodérmica (CRE), além disso, observou-se
tendéncia a associagdo com hipertensdo arterial pulmonar (HAP), que poderia ser comprovada
em estudos futuros com maior numero de pacientes. Apesar de contribuir em muito com a
morbi-mortalidade na ES, foram descritos poucos biomarcadores preditores de CRE, como ¢
o caso do anticorpo anti RNA polimerase III (anti POL 3) (1% 118252, 269.293.299) 5 qyya] ainda
carece de especificidade e sensibilidade suficientes, uma vez que 50% dos pacientes com crise
renal ndo produzem este anticorpo e somente 30 a 40% dos pacientes com positividade para

anti POL 3 desenvolvem CRE ®?,

Conjuntamente, o anti Scl 70 ¢ um importante anticorpo encontrado em pacientes
com a forma difusa da ES e que esta igualmente associado com a gravidade e atividade da
doenca ''®. Todavia salientamos vantagens do anti COLV sobre o anti Scl70 na aferi¢do da
atividade da ES, ja que o anti COLV foi um marcador mais amplo, encontrado em ambas as
formas da doenca e principalmente em pacientes com a forma precoce, com menor tempo de
doenca ?’”. Novamente neste estudo, embora nio tenha atingido significancia estatistica,
observou-se que os pacientes com positividade para anti COLV tinham menor tempo de
evolucao da doenga (5,40 versus 8,55 anos). Martin e cols encontraram grande aumento na
deposicao de colageno de morfologia andmala na derme de pacientes com ES,

significantemente houve uma maior expressao do COLV na doenca precoce ¢ também
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associacdo com o grau de atividade da doenca 1)

Outra consideragdo leva em conta que os anticorpos anti colageno poderiam
representar o subproduto de uma resposta imune na ES, caracterizada pela deposi¢ao anormal
de colageno. De fato, cultura de fibroblastos de lesdes de pele dos pacientes com ES
produzem excessiva quantidade de varios componentes da MEC, particularmente hialuronano,
colagenos e fibronectina, cujo fenotipo de biossintese alterada permanece ap6s diversas
passagens celulares *®. Porém o COLV ¢é o Ginico a apresentar uma peculiar estrutura
molecular, que o torna distinto € mais imunogénico do que todos os outros colagenos
fibrilares, uma vez que durante a sua sintese, ele conserva seus dominios terminais globulares

; ~ - : A e (140, 164
e telopeptideos, por¢des sabidamente imunogénicas 4% 'Y,

Desse modo, por regular a fibrilogénese, o COLV seria o principal candidato a
desempenhar um papel na patogénese da ES, ja que moléculas andmalas de COLV
participando na composi¢ao da arquitetura anormal das fibras heterotipicas poderiam
justificar as mudangas nas propriedades da MEC dos 6rgaos acometidos na ES,
principalmente pele e pulmoes. Tal analogia poderia ser relacionada ainda com a sindrome de
Ehlers-Danlos, em que ocorre apenas uma mutacao nas cadeias alfa 1 ou 2 do COLV,
ocasionando desestruturacdo da MEC, com hiperextensibilidade da pele, hipermobilidade
articular e fragilidade cutanea % 152 153- 134135 " Ademais, a observagdo de que o COLV &
uma molécula oculta entre as fibras heterotipicas e que ocorre deposicao deste coldgeno com
morfologia andomala na pele de pacientes com ES, sugere fortemente que o COLV seja um
personagem importante no desencadeamento de autoimunidade, ja que poderia suscitar uma
resposta especifica (COLV e anti COLV), com formagao de imunocomplexos e deposicao dos
mesmos no endotélio vascular, acarretando dano vascular o que permitiria o influxo de células
da imunidade inata, ocasionando liberacdo de enzimas proteoliticas que degradariam as fibras
heterotipicas de colageno, com exposicio de mais COLV e perpetuacio da enfermidade *%
179-180) Neesta hipotese da participagio do COLV na etiopatogénese da ES, defendida também
por outros autores %7189 fatores ambientais diferentes como infecgdes ou substancias
exogenas, poderiam em um individuo com background genético permissivo, ocasionar dano a
membrana basal do endotélio vascular, resultando no aparecimento de um neoantigeno

(COLV).

Portanto, acredita-se que o anti COLV nao seja um mero espectador ou
epifenomeno, mas de fato seja um protagonista no desenvolvimento da ES, primordialmente

nas fases iniciais de dano vascular e correlacionado com a atividade da doenca, sendo um
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bom indicador de necessidade de tratamento naqueles pacientes com positividade para o

anticorpo.

Do ponto de vista pratico, ja havia sido demonstrado que a atividade da doenga
nos pacientes com ES, pode ser determinada pela realizagao de biopsias em tecidos
acometidos e analise imunohistoquimica para identificagdo de moléculas de COL V com
caracteristicas morfologicas andomalas ** ™. Adicionalmente, este procedimento cirargico
pode ser substituido pela andlise soroldgica, para detectar a presenca de anticorpos anti COL
V nos soros dos pacientes com ES, ja que apresenta correlagao com a atividade da doenga

sistémica ou 6rgao especifica, facilitando a abordagem terapéutica desta grave enfermidade.
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6. CONCLUSOES

Todos os pacientes com ES avaliados preenchiam os novos critérios do
ACR/EULAR para diagndstico da patologia, eram principalmente do sexo feminino (98,3%) e
da forma limitada da doenca (43,3%), com idade média de 51 anos, cor branca seguida pela
parda, com manifestagao inicial de fenomeno de Raynaud antes do diagndstico, tempo de
dura¢do da doenca médio de 9 anos ¢ escore cutaneo modificado de Rodnan médio de 13,08.
Em relagdo aos antecedentes pessoais, a maioria declarou ndo ser tabagista (76,7%) e

observou-se diabetes mellitus em 15% e cancer em 1,7% dos pacientes com ES.

As principais manifestagdes clinicas observadas em cada sistema organico dos
pacientes foram: endurecimento cutaneo nas maos (78,3%), fendmeno de Raynaud (100%),
artrite (33,3%), acometimento de eso6fago (71,7%), doenga intersticial pulmonar (45%),
hipertensao arterial pulmonar (19,4%) e crise renal esclerodérmica (1,7%). As alteragdes
laboratoriais encontradas mais significativamente foram: elevacao de provas inflamatérias em
41,7% dos pacientes (VHS e PCR), elevagdo de CPK (15%), queda dos complementos C3 e
C4 (3,3%), anticorpo antinuclear (95%), anti centrémero (41,7%), anticorpo anti DNA
topoisomerase I (26,7%), anti RNA polimerase III (11,7%), anti U1 RNP (16,7%) e anti
Ro(SSA) em 11,7% dos pacientes.

O anticorpo anti colageno tipo V (anti COLV) foi detectado em 8,3% dos
pacientes com esclerose sistémica (ES) e se correlacionou apenas com manifestacao clinica

laboratorial de crise renal esclerodérmica, embora em baixa casuistica.

O anti COLV apresentou importante correlacdo estatisticamente significante com
a atividade da doenga; e ndo se associou com o indice de gravidade da doenga, nem com

qualquer um dos trés anticorpos especificos da ES estudados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CARTA DE INFORMACAO
Meu nome ¢ Dr Alex Magno Coelho Horimoto, fiz Mestrado em Satde e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste e estou fazendo uma pesquisa clinico-epidemiolégica.
Convido o (a) senhor (a) para participar desta pesquisa que tem o titulo de: “ANTICORPO
ANTI COLAGENO TIPO V EM PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE
SISTEMICA: CORRELACAO COM OUTROS AUTOANTICORPOS ESPECIFICOS,
COM OS CRITERIOS DE GRAVIDADE E DE ATIVIDADE DA DOENCA”.
Os participantes serdo pacientes de qualquer idade, com diagnostico de esclerose sistémica,
forma limitada ou difusa, preferencialmente que fazem acompanhamento e tratamento da
doenca no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, ou em
outros ambulatorios do qual fago parte, durante o periodo de Abril de 2012 a Dezembro de
2013.
Estou pesquisando para conhecer melhor sobre as manifestagdes clinicas e laboratoriais da
esclerose sistémica, com énfase nas manifestagdes clinicas e laboratoriais, contribuindo para o
diagnostico precoce e melhoria da qualidade do atendimento aos pacientes.
Sua participa¢do consiste em comparecer ao ambulatorio/consultorio/hospital para consulta
clinica, em data e horario que serdo marcados, permitir avaliacdo clinica com coleta de
material para exames de sangue e responder as perguntas do pesquisador para preenchimento
de questionario.

Informo ainda que:
e O (a) senhor (a) tem direito de ndo participar desta pesquisa, se assim o desejar, sem
prejuizo do seu tratamento.
e Os beneficios a serem esperados serdo de melhor reconhecimento da sua doenca e
tratamento mais precoce em outros pacientes.
e (Caso aceite participar, garanto o anonimato e segredo quanto ao seu nome e informagoes
prestadas durante a entrevista. Nao divulgarei seu nome nem qualquer informagdo que possa
identifica-lo ou que estejam relacionadas a sua intimidade.

Data /]

Assinatura do paciente

Data / /

Assinatura de testemunha
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente para a participacdo neste estudo

Data / /

Asssinatura do pesquisador

e (Garanto que ndo haverd qualquer prejuizo ou alteragao do seu tratamento por causa das
informagdes que serdo fornecidas pelo senhor (a).

e Durante qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal ¢ o Dr. Alex
Magno Horimoto, pertencente a disciplina de Reumatologia do Hospital Universitario que
pode ser encontrado na Disciplina de Reumatologia a Av Filinto Muller Sn°® (Fone: 3345-
3231). Havendo qualquer duvida quanto a ética desta pesquisa, os pacientes deverao se dirigir
ao Comité de ética em Pesquisa da UFMS, situado no Campus de Pré Reitoria da UFMS,
primeiro andar, (fone: 3345-7187).

e Todos os materiais e técnicas utilizados para a coleta de exames s3o seguros e
esterilizados, ndo representando risco a sua saude. Os riscos e desconfortos se relacionam com
a coleta de sangue, sendo que podera ocorrer ou nao dor durante a coleta ¢ formagao de
hematoma no local da pung¢do. Nao sdo esperados outros riscos com a sua participagao.

e Mesmo tendo aceitado participar, se por qualquer motivo resolver desistir, mesmo durante
o andamento da pesquisa, tem toda a liberdade para retirar seu consentimento.

e Este Termo de Consentimento sera feito em duas vias, sendo que uma delas ficard em
poder do senhor (a), e a outra copia sera arquivada por periodo de 5 anos.

Espero poder contar com sua colaboragdo, a qual desde ja agradeco.

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu concordo em
participar do estudo chamado: “ANTICORPO ANTI COLAGENO TIPO V EM PACIENTES
PORTADORES DE ESCLEROSE SISTEMICA: CORRELACAO COM OUTROS
AUTOANTICORPOS ESPECIFICOS, COM OS CRITERIOS DE GRAVIDADE E DE
ATIVIDADE DA DOENCA”. Autorizo a utilizagao dos dados coletados para a realizacao do

estudo. Tenho conhecimento do seu carater cientifico, dos objetivos, método de coleta de
dados (entrevista, exame clinico e laboratorial, preenchimento de questionario) e condi¢des de
seguranca, sendo minha participagdo estritamente voluntaria. Estou ciente de que as

informacdes serdo tratadas de forma andnima e sigilosa e de que nao sofrerei nenhum tipo de
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sansao ou prejuizo, caso me recuse a participar.

Data /]

Assinatura do paciente

Data / /

Assinatura de testemunha
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esr’
deste paciente para a participagao neste estudo

Data / .,

Asssinatura do pesquisador
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APENDICE B - FICHA DE AVALIACAO CLINICA
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Protocolo para primeira consulta e avaliagfo sistémica
REGISTRO (RGHSP): Data do preenchimento:  /  /
NOME:

DATANASCIMENTO: _ / / _ SEXO:( )I-F ( )2-M Fone:

COR: ( ) 1-Branca; ( )2-Parda; ( )3-Negra; ( )4 Amarela
ENDERECO: i
Inicio do acompanhamento: / / ANO DIAGNOSTICO:

INfCIO DO FENOMENO DE RAYNAUD: (més) (ano)
INICIO DO PRIMEIRO SINTOMA EXCLUINDO-SE O FRY: (més) (ano)
SINTOMAS INICIAIS: () 1-Fen. Raynaud; ( ) 2- Pele; ( ) 3- Articular; ( ) 4 — Visceral;

PREENCHE CRITERIOS DO ACR:  ( )SIM ( )NAO

() Esclerodermia proximal

() Esclerodactilia

k3 UIceras/microcicatrizes/perda de substancia de polpas digitais

() Fibrose intersticial bibasal

FORMA CLINICA: ( ) 1-Difusa  ( )2-Limitada  ( )3- Sine Scleroderma

()4~ Overlap ( ) 5-ES DE INICIO RECENTE
MEDICACOES ¢ DOSE:
Nifedipina: ___ mg/dia Anlodipino: __ mg/dia Diltiazen:  mg/dia
Losartana:  mg/dia Captopril:__ mg/dia  Sildenafila:  mg/dia
Bosentana:  mg/dia AAS:  mg/dia Pentoxifilina: _ mg/dia
Sistemas: .
PELE

1. Caleinose: ( )Sim ( ) Nio
2. Maos: () 1- Normal; ( ) 2- Fase edematosa; ( ) 3- Fase indurativa; ( ) 4- Fase atrofica
3. Escore cutineo total (Rodnan modificado):

DIREITO ~ ESQUERDO
0123 DEDOS 0123
012 3 MAOS 0123
0123 ANTEBRACOS 0123
012 3 BRACOS 0123
FACE 0123
TORAX 0123
ABDOMEN 0123
0123 COXAS 0123
0123 PERNAS 0123

0123 DORSO PES 012 3
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Il - VASCULAR

4. Fendmeno de Raynaud ( ) 1- Objetivo ( ) 2- Subjetivo ( ) Ndo
5. Microcicatrizes de polpas digitais ( )Sim ( )Néo

6. Ulceragdes digitais ou de superficies extensoras ( ) Sim () Néo

7. Necrose ou amputagéio de extremidades ( )Sim ( )Nio

8. Telangiectasias ( )Sim ( )Nio

III - MUSCULOESQUELETICO

9. Artrite/Sinovite ( )Sim ( )Néo

10. Contraturas em flex&o (incluindo maos em garra) ( )Sim () Néo

11. Crepitacio Tendinea ( )Sim ( )Néo

12. Fraqueza muscular ( )Sim ( )Néo

13. Atrofia ( )Sim ( )Ngo

IV - ACOMETIMENTO VISCERAL

TRATO GASTROINTESTINAL

14. EED ou Esofagograma Data: ( ) 1=NI ( )2-Retardo Esvaziamento; ( )

Outros

15. Manometria Data: Resultado:

16. Outros:

CARDIO-PULMONAR

17. PFP Data: Resultado: CVF: 1 % DL co

18. TCAR TORAX Data: ( ) 1=NI; ( ) 2—- Bronquiectasias tragdo; ( ) 3 -Vidro fosco;
( ) 4 —Faveolamento ( ) 5-

19. ECOCARDIOGRAMA: Data: ( ) I=Normal; ( )2 - Derrame Pericardico;

( ) 3-Hipertrofia Cimaras: ; () 4- Distarbio Valvular: 3

5- Fungéo diastolica: ; 6-FE:

PSAP: ( ) mmHg ( )-—Ndo avaliada

RENAL

20. Crise Renal: ( ) Sim ( )Ndo  Dialise: ( ) 1- Néo; ( ) 2- Temporaria; ( ) 3- Permanente

V- ANTECEDENTES PESSOAIS

25. Tabagismo ()Sim ( )Ndo () 3-Ex-tabagista anos/mago
26. Diabetes ( )Sim ( )Néo
27. Neoplasia ()Sim ( )Nao Qual

VI - EXAMES LABORATORIAIS

VHS: PCR: CK: G ;) C4:
FAN: ( ) Positivo; ( ) Negativo  Titulo Padréo:

Anti-centrdmero: () Positivo; ( ) Negativo ( ) Nio realizado

Anti-Sel 70: () Positivo; ( ) Negativo ( ) Nao realizado

Marcar se positivo: anti PM-Scl ( );aRo( );ala( );aSm ( );aRNP( );alo-1( )
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9. ANEXOS

ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANTICORPO ANTI-COLAGENO TIPO V EM PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE
SISTEMICA: CORRELAGAO COM OUTROS AUTOANTICORPOS ESPECIFICOS, COM OS
CRITERIOS DE GRAVIDADE E DE ATIVIDADE DA DOENGA

Pesquisador: ALEX MAGNO COELHO HORIMOTO
Institui¢ao: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Versao: 2

CAAE: 01921012.4.0000.0021

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 26357
Data da Relatoria: 31/05/2012

Apresentagao do Projeto:

INTRODUCAO

A esclerose sistémica (ES) é uma patologia do tecido conjuntivo de carater auto-imune,
extremamente heterogénea na sua apresentacao clinica, com acometimento de varios sistemas e
segue um curso variavel e imprevisivel (1). Sua etiologia permanece desconhecida, sendo sugerida
uma causa multifatorial, possivelmente desencadeada por fatores ambientais em um individuo
geneticamente predisposto (2). O componente genético das doengas autoimunes é revelado pelo
risco aumentado do desenvolvimento de uma doenga autoimune observado em gémeos e irmaos do
individuo afetado (3,4). A ES ndo é primariamente uma desordem genética, mas geralmente
considera-se que a patologia realmente tenha um componente genético através de um relato de
gémeos homozigéticos que tinham concordancia para a doenga (5). Em 1953

Rees e Bennett descreveram esclerodermia localizada em pai e filha, seguindo-se varias publicacdes
de esclerodermia familial em diferentes populacdes e relagdes intrafamiliares (5,6). Além disso, tém
sido relatadas associagdes entre HLA e a ES (5,7).

Uma histéria familiar positiva representa o maior fator de risco ja identificado para o desenvolvimento
da ES (8). No entanto, a grande diminui¢cdo na taxa de concordancia das doengas autoimunes entre
irmaos quando comparada aquela entre gémeos monozigéticos, suporta a presenga de multiplos
genes contribuindo para a predisposi¢ao genética, incluindo a ES (9). Contrariamente, Maddison et al
encontraram a prevaléncia de anticorpos antinucleares (ANA) em 27% dos parentes dos pacientes
com ES, mas também em 24% dos cOnjuges dos pacientes (10). A pesquisa de ANA em pacientes
com ES, seus parentes e conjuges, foi repetida por outros autores, sugerindo que ambos os fatores,
genético e ambiental, influenciam a autoimunidade na ES (7,8).0 desenvolvimento de esclerodermia
ou condigbes semelhantes a esclerodermia (escleroderma-like) em associagdo com varios agentes
téxicos incluindo silica, silicone, cloreto de vinil, solventes industriais e 6leo de couza, corrobora a
possibilidade de fatores ambientais como causa da patologia (7,11).Aparentemente, o
desenvolvimento de uma doenga autoimune é altamente dependente de um antecedente genético
favoravel e permissivo, mas outros fatores desencadeantes tais como virus, bactérias e substancias
quimicas levam a uma alteragéo na auto-reatividade e perda da tolerancia imunolégica (12). As
infeccdes virais sdo as principais candidatas a fatores ambientais na promogao de doengas
autoimunes, devido a sua capacidade de desencadear uma vigorosa ativagéo imune e induzir
doencgas autoimunes em modelos animais (13). Maul et al clonaram e sequienciaram o principal
epitopo do antigeno marcador de esclerose sistémica difusa (topoisomerase 1) e encontraram na
proteina uma sequéncia de aminoacidos que € similar a proteina retroviral p30gag, sugerindo que um
agente retroviral poderia estar envolvido na patogénese da ES (14). Outro trabalho interessante, que
sugere a forte ligagédo entre infecgdo e autoimunidade, demonstrou que a infeccéo experimental por
Mycoplasma induziu uma resposta semelhante a esclerodermia em camundongos, com formagéao de
autoanticorpo anticentrdmero e o tratamento dos camundongos com antibiéticos preveniu o
desenvolvimento de autoanticorpos (15). A marca registrada da ES consiste na triade de
envolvimento vascular, autoimunidade e fibrose tecidual, levando a acometimento cutaneo além de
diversos 6rgdos internos como pulm&o, coracgéo, trato gastrintestinal entre outros (16).A etiopatogenia
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da ES pode ser iniciada na vasculatura, com evidéncias sugerindo que algumas alteragoes
morfolégicas e desregulagao do controle do tdnus vascular podem estar aparentes antes do
desenvolvimento da doenga e sdo as manifestacdes clinicas mais precoces da doenga (17,18). Os
eventos patolégicos subsequientes na ES podem incluir comunicacgao prejudicada entre células
endoteliais, células epiteliais e fibroblastos; ativagao de linfécitos; producdo de autoanticorpos.

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

Avaliar a presenca do anticorpo anti-colageno tipo V em pacientes portadores de Esclerose Sistémica
(ES) e correlacionar sua positividade com a de outros autoanticorpos, bem como com indices de
atividade e gravidade da doenca.

Objetivo Primario:

Avaliar a presencga do anticorpo anti-colageno tipo V em pacientes portadores de Esclerose Sistémica
(ES) e correlacionar sua positividade com a de outros autoanticorpos, bem como com indices de
atividade e gravidade da doenca.

Objetivo Secundario:

- avaliar as caracteristicas so6cio-demograficas dos pacientes com ES na Regido Centro-Oeste;

- conhecer o perfil de anticorpos no soro de pacientes com diagndstico de ES;

- caracterizar as manifestagdes clinicas e laboratoriais dos pacientes com ES;

- contribuir na investigacéo da importancia do anti-colageno tipo V em pacientes com ES e seu
possivel papel progndstico;

- realizar um trabalho interdisciplinar, integrando alunos de Graduagéo do Curso de Medicina e
médicos residentes das areas de Reumatologia e Clinica Médica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS);

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Todos os materiais e técnicas utilizados para a coleta de exames s&o seguros e esterilizados, nao
representando risco a sua saude. Os riscos e desconfortos se relacionam com a coleta de sangue,
sendo que podera ocorrer ou nao dor durante a coleta e formagao de hematoma no local da puncgao.
Nao sao esperados outros riscos com a participagao dos pacientes.

Beneficios:

As questdes abordadas neste trabalho sao de interesse para inimeras areas relacionadas a saude:
Medicina, Saude Coletiva, Enfermagem, Assisténcia Social e outras. O conhecimento dos resultados
traria um aprimoramento para todos os profissionais e estudantes destas areas.

Permitiria uma maior compreensao das manifestagdes clinicas da patologia, o que conseqliientemente
geraria uma melhor qualidade de atendimento a esta populagéo, que é negligenciada em todos os
centros de atendimento médico do pais, muitas vezes devido falhas no diagnéstico precoce e
protocolos de avaliagao e tratamento.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

3.1- Descrigao do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, de corte transversal e do tipo retrospectivo, fundamentado nos
referenciais tedricos da Imunologia da Esclerose Sistémica.

3.2- Selegao dos Pacientes

a- Serao selecionados 40 pacientes com diagnéstico de Esclerose Sistémica, segundo critérios
expostos abaixo. O numero da amostra foi determinado de acordo com o trabalho existente na
literatura sobre anticorpos anti-colageno (Riente et al, 1995 (47)), uma vez que se trata de patologia
rara € nao existem dados sobre incidéncia e prevaléncia da mesma na populagao brasileira.

b- A selecao prévia dos pacientes, sera feita a partir do levantamento dos Prontuarios Médicos, do
Servigo de Reumatologia do Hospital Universitario da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (FMUFMS).

c- Os pacientes serdo selecionados aleatoriamente no ambulatério de Outras Doengas do Colageno
do Servigo de Reumatologia da FMUFMS, e ndo sera levado em consideragdo nenhum fator clinico
ou laboratorial especifico para a inclusdo dos mesmos, tendo em vista maior reprodutibilidade na
populacao geral.

d- Os pacientes para serem selecionados, deverao obedecer os seguintes critérios:
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Critérios de Incluséo:

- Sexo: qualquer;

- Faixa etaria: qualquer;

- Preencher os Critérios diagndsticos para ES do ACR de 1980 (50) ou de ES precoce LeRoy e
Medsger de 2001 (51);

- Ter assinado o Termo de Consentimento previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFMS (Anexo 1).

Critérios de excluséao:
- Pacientes analfabetos ou com dificuldade intensa em compreender os questionarios
- Pacientes que apresentam outras doengas infecciosas associadas ou neoplasias malignas.

e- As informacgdes necessarias para a caracterizagao socio-demografica e clinica da doencga, serao
obtidas a partir dos registros médicos contidos nos Prontuarios de cada paciente e complementadas
com entrevista do paciente.

f- Sera solicitada a autorizacdo do Comité de Etica do Hospital Universitario da UFMS, para utilizacdo
das informacdes dos Prontuarios e coleta de soro dos pacientes.

g- Durante a entrevista com o paciente, sera solicitada a concordancia do paciente em participar da
pesquisa apds explanagao e entendimento da mesma e assinatura do Termo de consentimento livre
e esclarecido.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatdria:
Adequados.

Recomendagoes:
Atendidas.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Diligéncias atendidas.

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Situagao do Parecer:
Aprovado

CAMPO GRANDE, 24 de Maio de 2012

Assinado por:

Ernesto Antonio Figueiré Filho
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ANEXO B - Trabalhos aprovados na Revista Brasileira de Reumatologia



Gmail - Your Submission Pagina 1 de 1
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' § CLINICA ACTIVITE <clinicaactivite@gmail.com>
Your Submission
1 mensagem
Brazilian Journal of Rheumatology <rbreumatol@terra.com.br> 21 de setembro de 2014 17:40

Para: clinicaactivite@gmail.com, amchor@ibest.com.br

Ms. Ref. No.: BJR-D-14-00080R3 ] .

Title: AUTOANTICORPOS EM ESCLEROSE SISTEMICA E SUA CORRELAGCAO COM AS
MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA EM PACIENTES DO CENTRO OESTE DO BRASIL.
Brazilian Journal of Rheumatology

Dear ALEX MAGNO,

1 am pleased to inform you that your paper "AUTOANTICORPOS EM ESCLEROSE SISTEMICA E
SUA CORRELACAO COM AS MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA EM PACIENTES DO
CENTRO OESTE DO BRASIL." has been accepted for publication in Brazilian Journal of
Rheumatology.

Below are comments from the editor and reviewers.

Thank you for submitting your work to Brazilian Journal of Rheumatology.

Yours sincerely,

Roberto Ezequiel Heymann, MD, Phd

Editor-in-Chief

Brazilian Journal of Rheumatology

Comments from the editors and reviewers:

Reviewer #1: Revisdo satisfatéria.

For further assistance, please visit our customer support site at

hitp://help elsevier com/app/answers/list/p/7823. Here you can search for solutions on a range of
topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials.
You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of
our customer support representatives.

https://mail google.com/mail/u/0/?ui=2&ik=4fec94ecba&view=pt&search=inbox&th... 21/09/2014

147



148

Gmail - Your Submission Pagina 1 de 1

C fﬂ =il CLINICA ACTIVITE <clinicaactivite@gmail.com>

Your Submission
1 mensagem

Brazilian Journal of Rheumatology <rbreumatol@terra.com.br> 22 de dezembro de 2014 22:47
Para: clinicaactivite@gmail.com, amchor@ibest.com.br

Ms. Ref. No.: BJR-D-14-00120R2 .

Title: SOBREPOSICAO ENTRE ESCLEROSE SISTEMICA E ARTRITE REUMATOIDE EM
PACIENTES DO CENTRO OESTE DO BRASIL.

Brazilian Journal of Rheumatology

Dear ALEX MAGNO,

| am pleased to inform you that your paper "SOBREPOSICAO ENTRE ESCLEROSE SISTEMICA E
ARTRITE REUMATOIDE EM PACIENTES DO CENTRO OESTE DO BRASIL." has been accepted for
publication in Brazilian Journal of Rheumatology..

Below are comments from the editor and reviewers.

Thank you for submitting your work to Brazilian Journal of Rheumatology.

Yours sincerely,

Roberto Ezequiel Heymann, MD, Phd

Editor-in-Chief

Brazilian Journal of Rheumatology

Comments from the editors and reviewers:

For further assistance, please visit our customer support site at

hitp://help eisevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a range of
topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials.
You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of
our customer support representatives.

https://mail.google.com/mail/u/0/?ui=2&ik=4fec94ecba& view=pt& q=elsevier&qs=tr... 01/01/2015
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ANEXO C - Classificagdao Qualis da Revista Brasileira de Reumatologia
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