AtilgoROilgimnall

Trombose em artérias pulmonares pequenas e médias
em granulomatose de Wegener: Um estudo com
microscopia confocal por varredura a laser®

Thrombosis in small and medium-sized pulmonary arteries in Wegener’s
granulomatosis: A confocal laser scanning microscopy study
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Resumo

Objetivo: A granulomatose de Wegener (GW) pode causar dano nas células endoteliais e fendmenos tromboembolicos.
Entretanto, poucos estudos analisaram a microcirculagido pulmonar — artérias pulmonares de pequeno/médio
calibre (APPMC) — em pacientes com GW. O objetivo deste estudo foi quantificar trombos de fibrina em amostras
de APPMC de pacientes com GW. Métodos: Analisamos 24 APPMC de seis pacientes com GW e 16 APPMC de
quatro pacientes controles sem WG. Utilizamos CD34 para a marcacdo do endotélio em todas as amostras e
microscopia confocal a laser para detectar trombos de fibrina intravasculares. Calculamos a area total do vaso,
a area livre do limen e a area trombdtica. Resultados: A média da area total do vaso foi similar no grupo GW e
no grupo controle (32.604 pm? vs. 32.970 ym?, p = 0,8793). Trombos foram identificados em 22 das 24 APPMC
(91,67%) no grupo GW, e em nenhuma do grupo controle (p < 0,0001; OR = 297 (1C95%: 13,34-6.612). A média
da drea trombotica foi maior no grupo GW do que no grupo controle (10.068 pm? vs. 0.000 pm?, p < 0,0001).
Em contraste, a média da drea livre do lTumen foi menor no grupo GW que no grupo controle (6.116 pm? vs.
24.707 pm?, p < 0,0001). Conclusdes: A microscopia confocal a laser mostrou uma associacio significante entre
trombose microvascular pulmonar e GW. Isso sugere um possivel papel da trombose microvascular na fisiopatologia
da GW pulmonar, evocando o potencial beneficio da anticoagulagdo na GW pulmonar. Entretanto, novos estudos
sdo necessarios para confirmar nossos achados, assim como um ensaio clinico randomizado a fim de testar o papel
da anticoagulacdo no tratamento de pacientes com GW pulmonar.

Descritores: Vasculite; Anticorpos anticitoplasma de neutréfilos; Granulomatose de Wegener; Trombose;
Pulméo; Microscopia confocal.

Abstract

Objective: Wegener’s granulomatosis (WG) can cause endothelial cell damage and thromboembolic events.
Nevertheless, there have been few studies on the pulmonary microcirculation—small and medium-sized pulmonary
arteries (SMSPA)—in patients with WG. The objective of this study was to quantify fibrin thrombi in the SMSPA of
patients with WG. Methods: We analyzed 24 SMSPA samples collected from six patients with WG and 16 SMSPA
samples collected from four patients without WG. In all samples, we used the endothelial cell marker CD34 and
confocal laser scanning microscopy in order to detect intravascular fibrin thrombi. We calculated the total vessel
area, the free lumen area, and the thrombotic area. Results: The mean total vessel area was similar in the WG
and control groups (32,604 pm? vs. 32,970 pm?, p = 0.8793). Thrombi were present in 22 (91.67%) of the 24 WG
group samples and in none of the control group samples (p < 0.0001; OR = 297; 95% Cl: 13.34-6,612). The
mean thrombotic area was greater in the WG group samples than in the control group samples (10,068 pm? vs.
0.000 pm?; p < 0.0001). In contrast, the mean free lumen area was smaller in the WG group samples than in the
control group samples (6,116 pm? vs. 24,707 pm?; p < 0.0001). Conclusions: Confocal laser scanning microscopy
revealed a significant association between pulmonary microvascular thrombosis and WG. This suggests a possible
role of microvascular thrombosis in the pathophysiology of pulmonary WG, evoking the potential benefits of
anticoagulation therapy in pulmonary WG. However, further studies are needed in order to confirm our findings,
and randomized clinical trials should be conducted in order to test the role of anticoagulation therapy in the
treatment of patients with pulmonary WG.

Keywords: Vasculitis; Antibodies, antineutrophil cytoplasmic; Wegener granulomatosis; Thrombosis; Lung;
Microscopy, confocal.
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Introducdo

Afuncdo pulmonarpode ser afetada por varias
condicdes clinicas e doencas. A fisiopatologia
desse efeito pode ser dividida em quatro grandes
grupos: neuromuscular/parede tordcica; via
aérea; parénquima; e circulacio.™ E dificil
avaliar a circulagcdo pulmonar na pratica clinica,
pois é necessario o uso de cateterismo cardiaco
direito, mapeamento de ventilacdo-perfusdo, TC
de torax com contraste ou bidpsia pulmonar.
Dentre as doencas da circulacdo pulmonar estdo
as vasculites pulmonares — granulomatose de
Wegener (GW), doenca de Behcet e arterite de
Takayasu — as quais podem causar inflamacdo
da parede dos vasos, aneurismas/estenose e
trombose.*?

As caracteristicas da GW, que ¢ uma
das vasculites associadas ao antineutrophil
cytoplasmic  antibody  (ANCA,  anticorpo
anticitoplasma  de  neutrdfilos),  incluem
inflamacdo/necrose de artérias de pequeno e
médio calibre e apresentacdes clinicas graves,
como insuficiéncia renal aguda e hemorragia
alveolar.6? Recentemente, fendmenos
tromboembdlicos também surgiram como um
novo enigma clinico na GW.®%% Entretanto,
houve poucas descricdes histopatoldgicas
de trombos na microcirculagdo pulmonar de
vasculite associada ao ANCA, provavelmente
devido a falta de conhecimento a respeito desse
achado histopatologico, ja que a questdo dos
fendmenos tromboembdlicos na GW nido foi
levantada até 2005.®'°'? Portanto, conduzimos
este estudo, baseado em microscopia confocal por
varredura a laser, com o objetivo de determinar a
presenca de trombos de fibrina e quantifica-los
em artérias pulmonares de pequeno e médio
calibre.

Métodos

Os pacientes foram selecionados por meio
de uma ferramenta de busca eletronica para
identificar todos os adultos (com idade > 18
anos), durante um periodo de seis anos (de 1
de janeiro de 2000 a 31 de dezembro de 2005),
que haviam sido submetidos a biopsia pulmonar
cirurgica no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em
Sio Paulo (SP), para diagnostico de doencas
pulmonares/sistémicas e que preenchiam os
critérios clinicos e patoldgicos para o diagndstico

de GW.® A busca identificou seis pacientes com
GW, cuja TC de torax revelou nodulos/massas ndo
escavados, porém nenhum achado que sugerisse
a presenca de hemorragia alveolar. Além disso, os
pacientes ndo apresentavam comprometimento
renal, o que era esperado, ja que, caso tivessem
apresentado alteracOes renais, a biopsia teria
sido feita nos rins, e ndo nos pulmoes, uma
vez que os riscos de morbidade e mortalidade
associados a bidpsias pulmonares sdo muito
maiores que aqueles associados a biopsias renais.
Ademais, os pacientes ndo estavam recebendo
prednisona/imunossupressores antes da biopsia
pulmonar. As caracteristicas desses pacientes sdo
apresentadas na Tabela 1. O delineamento do
estudo foi aprovado pela junta institucional de
revisao.

As laminas dos seis pacientes com GW
(preparadas com as amostras obtidas por meio
de bidpsia pulmonar cirtirgica) foram obtidas
e revisadas de maneira independente por dois
patologistas pulmonares, que ndo estavam
cientes do diagnostico de GW. Em todos os casos,
ambos os patologistas fizeram o diagndstico
de GW de acordo com critérios previamente
estabelecidos, e ndo foi encontrada nenhuma
area de hemorragia alveolar.”1%'2 Além disso,
quatro espécimes pulmonares normais, obtidos
durante a autopsia de quatro individuos com
traumatismo  cranioencefalico fatal, porém
sem doenca pulmonar, foram usados como
grupo controle. As amostras de tecido foram
incluidas em parafina, cortadas em secdes
de 20 mm, desparafinizadas e aquecidas em
tampdo citrato a 10 mM (pH = 6,0) por 50 min
para revelar antigenos. Os cortes histologicos
foram incubados em alta temperatura com
anticorpo  monoclonal murino anti-humano
anti-CD34 (Clone QBEnd/10, 1:80; Novocastra
Laboratories Ltd., Newcastle, Reino Unido).
Em seguida, os cortes foram revelados com
um anticorpo secundario, o anticorpo de cabra
anticamundongo conjugado com FITC (1:40;
Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA), e foram
montados com um meio de montagem aquoso.
Um microscopio confocal de varredura a laser
(LSM 510; Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha),
equipado com trés fontes de laser — Argon
(comprimento de onda de excitacdo: 488 nm),
HeNel (543 nm) e HeNe2 (633 nm) — e um
microscopio de fluorescéncia invertido (Axiovert
100 M; Carl Zeiss) foram usados para obter
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Tabela 1 - Caracteristicas dos seis pacientes com granulomatose de Wegener.

Caracteristicas Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6
Género Feminino  Feminino  Feminino  Masculino  Masculino  Feminino
1dade, anos 30 42 52 36 37 44
Inflamacdo nasal ou oral P P P P P P
Radiografia de torax anormal P P P P P P
Sedimento urindrio anormal A A A A A A
Bidpsia pulmonar: inflamacéo P P P P P P
granulomatosa de uma artéria
ou area perivascular
ANCA P P P P P P
Outros 6rgdos envolvidos A A P (olho) A P (pele) A
Boa resposta a ciclofosfamida P P P P P P

P: presente; A: ausente; e ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodly.

séries de imagens, uma vez que o microscopio
de fluorescéncia facilita a realizacdo de estudos
morfométricos. Para o processamento de
imagens, utilizamos o programa LSM 510 (Carl
Zeiss). A microscopia confocal por varredura
a laser foi realizada com aumento de 40x, e
imagens seriadas de 1 mm de espessura foram
obtidas para cada vaso (resultando em um total
de 20 imagens por vaso) para evitar problemas
de autofluorescéncia relacionados a espessura
dos cortes histologicos (20 mm). Na analise
vascular, utilizamos apenas a primeira imagem
(1 mm de espessura) da série de imagens para
cada artéria.

Para cada individuo, analisamos quatro
artérias pulmonares pequenas ou médias,
avaliando um total de 24 amostras do grupo
GW e 16 amostras do grupo controle. Essas
artérias tinham um didmetro externo de 20-300
pm, e a razdo entre o menor didmetro externo e
o maior didmetro externo era maior que 0,6, 0

que garantiu o corte transversal dos vasos.(?'”
No grupo GW, em cada caso (corte histoldgico),
iniciamos a busca por artérias pulmonares no
centro da area na qual havia comprometimento
patologico relacionado a GW e continuamos
a busca de maneira espiral até encontrarmos
quatro artérias. No grupo controle, em cada caso
(corte histologico), iniciamos a busca por artérias
pulmonares no centro da lamina e continuamos
a busca de maneira espiral até encontrarmos
quatro artérias. Em seguida, utilizamos apenas
a primeira imagem (1 mm de espessura) da
série de imagens relacionadas a cada artéria
para identificar trombos no interior dos vasos
e calcular as dreas. A busca por trombos foi
visual, conforme descrito anteriormente.(*'8
Além disso, os vasos foram divididos em cinco
componentes (Figura 1): area total do vaso
(correspondendo a area no circulo 1); area do
lumen (a area no circulo 2); area do trombo
(a area ocupada pelo trombo, correspondendo

Figura 1 - Imagens de microscopia confocal por varredura a laser. Em a, uma artéria pulmonar normal com
o endotélio marcado em verde (grupo controle). Em b, uma artéria pulmonar normal mostrando o circulo 1
(delineando a area total do vaso) e o circulo 2 (delineando a drea do limen). Em ¢, uma artéria pulmonar de
um paciente com granulomatose de Wegener, mostrando o circulo 1 (area total do vaso), o circulo 2 (area do
Tumen) e o circulo 3 (area do trombo).
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Tabela 2 - Areas das artérias pulmonares de pequeno e médio calibre no grupo com granulomatose de

Wegener e no grupo controle.?

Area, Grupo GW Grupo controle P
pm’ (n =24) (n=16)
Total do vaso 32.604 + 17.830 32.970 + 11.356 0,8793
Trombo 10.068 + 9.525 0,00 + 0,00 < 0,0001
Lumen 16.184 + 10.592 24.707 + 8.717 0,0135
Lumen livre 6.116 + 5.956 24.707 + 8.717 < 0,0001
Parede do vaso 16.419 + 10.016 8.263 + 3.932 0,0047

GW: Granulomatose de Wegener. “Dados apresentados em média + dp.

a area no circulo 3); area da parede do vaso
(correspondendo a area no circulo 1 menos a
area no circulo 2); e area livre do lumen (4rea
do Timen do vaso sem trombos, correspondendo
a area no circulo 2 menos a drea no circulo 3).
Ademais, criamos o indice trombotico, calculado
como a razdo entre a area do trombo e a area
total do vaso e expresso em porcentagem.

A analise estatistica foi feita com o programa
Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS 1nc., Chicago, 1L, EUA). Os dados foram
expressos em média + dp para as variaveis
continuas e em frequéncias e porcentagens para
as varidveis categoricas. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05. Testamos a distribuicdo
normal dos dados nos grupos por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov e utilizamos o teste de
Mann-Whitney para a comparacdo entre variaveis
continuas ndo pareadas e ndo paramétricas. Além
disso, utilizamos o teste exato de Fisher para
comparar as varidveis categoricas e calculamos
a OR.

Resultados

A média de idade foi de 40,1 + 7,6 anos
no grupo GW e de 38,2 + 8,2 anos no grupo
controle (p > 0,05).

Trombos foram identificados em 22 das
24 amostras do grupo GW (91,67%), porém em
nenhuma das amostras do grupo controle (p <
0,0001; OR = 297,00; 1C95%: 13,34-6.612). A
média da drea total do vaso foi semelhante nos
grupos GW e controle (32.604 + 17.830 pm? vs.
32.970+ 11.356 pm?,p=0,8793), como planejado
no delineamento do estudo. A média da area do
trombo apresentou diferenca significativa entre
os grupos GW e controle (10.068 + 9.525 pm?
vs. 0,000 + 0,000 pm?; p < 0,0001; Tabela 2).
A notavel descoberta de trombose microvascular
pulmonar nos pacientes com GW foi corroborada

pela diferenca estatisticamente significante
entre os dois grupos com relacdo a média do
indice trombdtico (31,86 + 20,40% vs. 0,00 +
0,00%; p < 0,0001). Além disso, a média da area
do limen e a média da area livre do lumen no
grupo GW foram significativamente menores
que no grupo controle (16.184 + 10.592 pm?
vs. 24.707 + 8.717 pm?; p = 0,0135; ¢ 6.116 +
5.956 pm? vs. 24.707 + 8.717 pm?; p < 0,0001,
respectivamente), demonstrando a obstrucio do
leito vascular pelos trombos. Ademais, a média
da area da parede do vaso no grupo GW foi
significativamente maior que no grupo controle
(16.419 + 10.016 pm? vs. 8.263 + 3.932 pm?;
p = 0,0047).

Discussdo

0 achado mais relevante do presente estudo
foi a elevada prevaléncia de trombose, observada
por meio de microscopia confocal por varredura
a laser, em artérias pulmonares de pequeno e
médio calibre de pacientes com GW. Esse achado
abre um novo caminho de pesquisa em patologia
vascular pulmonar e levanta a sequinte questdo:
a trombose microvascular in situ desempenha
um papel na fisiopatologia da GW? Além disso,
deve-se considerar a provavel participacdo da
trombose microvascular in situ no acidente
vascular cerebral relacionado a GW, na necrose
cutdnea, na trombose venosa profunda (TVP) e
na glomeruloneftrite, corroborada pela descricdo
de insuficiéncia renal revertida com o uso de
heparina na GW.("

A elevada prevaléncia de trombose
microvascular pulmonar in situ e a elevada
incidéncia de TVP/embolia pulmonar (EP) na GW
podem ser consequéncias de dano endotelial.
Tal dano endotelial pode correlacionar-se com
varias alteracdes detectadas no soro de pacientes
com esse tipo de vasculite, como aquelas
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observadas nos niveis/concentracdes de ANCA,
proteinase 3, células endoteliais apoptdticas e
trombomodulina.?®2¥ Primeiro, o ANCA causa a
ativacdo prematura de neutrdfilos, o que resulta
em ruptura da interacdo neutrofilo-endotélio
e, consequentemente, em dano endotelial.?”
Entretanto, a lesdo do endotélio vascular ¢ um
elemento da triade de Virchow, que propde os
mecanismos responsaveis por TVP/EP. Segundo,
a proteinase 3 produzida por neutrdfilos
ativados correlaciona-se com a atividade da
doenca e causa apoptose de células endoteliais.
@) Terceiro, as células endoteliais apoptdticas
no soro sdo derivadas de orgdos como o0s
pulmdes e rins.?? Portanto, se os niveis séricos
de células endoteliais apoptdticas estiverem
elevados (como ocorre na GW), a apoptose de
células endoteliais estd ocorrendo em artérias
pulmonares, com consequente aumento dos
niveis de fator tecidual e diminuicdo dos niveis
de trombomodulina na superficie endotelial,
contribuindo para o estado pro-trombotico e,
possivelmente, para a trombose microvascular
pulmonarin situ.?>? Finalmente, os niveis séricos
de trombomodulina representam fragmentos
inativos de trombomodulina (sem atividade
anticoagulante) liberados da superficie endotelial
ap6s o dano celular.?? Consequentemente,
se o nivel sérico de trombomodulina estiver
elevado (como ocorre na GW ativa), o poo/ de
trombomodulina ativa na superficie endotelial,
que tem propriedades anticoagulantes, sera
baixo, mais uma vez predispondo a trombose in
situ.?)

Diante dos dados mencionados, é razoavel
considerar o possivel papel da anticoagulacio
em pacientes com comprometimento pulmonar
relacionado a GW, especialmente durante a
atividade da doenca (exceto mnaqueles com
manifestacdes hemorragicas relacionadas a GW,
especialmente considerando que a presenca de
hemorragia ¢ uma contraindicacdo ao uso de
anticoagulantes).?” Entretanto, seria necessario
abordar essa ideia em um ensaio clinico
randomizado.” Além disso, os potenciais
beneficios da anticoagulacdo  consistem
especialmente em quatro pontos. Primeiro, a
terapia anticoagulante na GW poderia ser usada
para tratar a trombose in situ, tendo em vista que
a anticoagulacdo ¢ benéfica em outras doencas
com microtrombose pulmonar in situ, como a
hipertensio arterial pulmonar idiopatica, e que
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a frequéncia da trombose in situ na hipertensdo
arterial pulmonar idiopatica ¢ menor que na GW
(20-50% vs. 910p).041018) Além disso, as lesdes
trombdticas nessa vasculite associada ao ANCA
foram abordadas em um relato de insuficiéncia
renal em pacientes com GW que foi revertida
com o uso de heparina apenas.'” Segundo, a
anticoagulacio poderia ser usada para profilaxia
contra tromboembolismo em GW, tendo em vista
que o uso profilatico de varfarina ¢ uma terapia
eficaz em pacientes com tromboembolismo
venoso idiopatico prévio e que esses pacientes
apresentam incidéncia de TVP/EP similar aquela
da GW (7,2 vs. 7,0 casos/paciente-ano).?>?”
Terceiro, a anticoagula¢do poderia ser usada
como terapia anti-inflamatdria, com base no
fato de que a ativacdo de plaquetas facilitaria a
ativacdo de leucdcitos, com o consequente dano
as células endoteliais/trombose in situ, sendo
que 10-20% dos pacientes com GW apresentam
inflamacdo refrataria a imunossupressio.®??
Quarto, houve um relato recente de um paciente
com hipertensio pulmonar causada por vasculite
associada ao ANCA que demonstrou melhora
clinica apds terapia anticoagulante, reforcando
a importancia da trombose in situ/disfuncdo
endotelial na microcirculacio pulmonar de
pacientes com GW e o potencial beneficio da
anticoagulagio nesse tipo de vasculite,??

Nosso estudo tem algumas limitacdes.
Primeiro, deve-se conduzir estudos envolvendo
uma populacdo de pacientes com GW e
comprometimento pulmonar para excluir um
possivel viés em nossa série, uma vez que as causas
e a fisiopatologia da GW ainda ndo sdo totalmente
compreendidas. Segundo, nossa amostra foi
pequena. Entretanto, isso é comum em outros
estudos envolvendo bidpsias pulmonares na GW,
ja que na GW as biopsias pulmonares sdo bem
menos comuns que as renais.’® Um grupo de
autores estudou a expressdo da quimiocina CCL5
nas bidpsias pulmonares de seis pacientes com
GW (o mesmo numero de pacientes avaliados
no presente estudo).®? Terceiro, o diagnostico
histopatoldgico correto de trombose in situ ndo
¢ simples, devido a dificuldade em distinguir
a morfologia do tromboembolismo pulmonar
da de trombos formados in situ. Entretanto,
¢ aceito que trombos grandes em artérias
pulmonares grandes sejam embdlicos e que os
trombos primarios (in situ) sejam encontrados
em artérias pulmonares pequenas e médias.('>'¥
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Considerando tal fato, analisamos, no presente
estudo, apenas artérias pulmonares de pequeno
e médio calibre para estudar a trombose in situ;
além disso, nossos pacientes ndo apresentavam
TVP/EP. Quarto, para melhor compreender a
trombose microvascular in situ em pacientes
com GW, seria interessante avaliar a presenca de
um disturbio de coagulacdo de base. Embora tal
avaliacdo ndo tenha sido feita em nosso estudo,
acreditamos que a trombose microvascular
pulmonar (in situ) ocorra principalmente devido
a disfuncdo endotelial relacionada a GW e a
marcadores séricos de atividade pro-trombotica.
Tal ideia ¢ corroborada por um grupo de autores
que relataram que quase todos os casos de
TVP/EP nos pacientes com GW que estudaram
ocorreram durante a forma ativa da doenca e
que disturbios da coagulacdo foram avaliados,
porém ndo estavam presentes, enfatizando as
conexdes entre atividade da doenga, dano a
células endoteliais e trombose na GW.®

Em conclusido, demonstramos uma elevada
prevaléncia de trombose microvascular em
nossos pacientes com GW, bem como uma
significativa associacdo entre trombose arterial
pulmonar e GW. Consequentemente, seria
interessante acrescentar esses achados aos dados
existentes a respeito da via fisiopatoldgica desse
tipo de vasculite. Entretanto, novos estudos
sdo necessarios para confirmar nossos achados,
e ensaios clinicos randomizados devem ser
realizados para investigar o possivel papel da
terapia anticoagulante no manejo de pacientes
com GW e comprometimento pulmonar (exceto
manifestacdes hemorrdgicas), especialmente em
pacientes com doenca ativa, poisa anticoagulacdo
em si também tem efeitos anti-inflamatorios.
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