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RESUMO

Introdugao: A Esclerose Sistémica (ES) é uma doencga autoimune cronica caracterizada
por microangiopatia e fibrose da pele e 6rgédos internos, cujo diagnéstico em fases
precoces permanece um desafio. Em 2001 LeRoy e Medsger propuseram critérios para ES
precoce que incluem presenca de fendbmeno de Raynaud (FRYy), capilaroscopia alterada e
autoanticorpos especificos. Recentemente, foram propostos pelo ACR/EULAR novos
critérios para a classificacdo da ES, que incluem manifestagbes presentes nos estagios
precoce e tardio da doenga. Apesar da importancia do diagndstico precoce da ES, poucos
estudos avaliaram a incidéncia e fatores de risco associados ao desenvolvimento de ES
estabelecida em pacientes com ES precoce e fatores de risco associados a progressao da
ES em pacientes com doenga estabelecida. A capilaroscopia periungueal (CPU)
panoramica e a videocapilaroscopia sdo métodos que avaliam alteragbes anatdmicas da
microcirculagcao em pacientes com FRy. Ja o laser Doppler imaging (LDI) € um método de
avaliacao dindmica do fluxo sanguineo da microcirculagao.

Objetivos: Avaliacdo de fatores de risco clinicos e laboratoriais para evolugcao de
pacientes com ES precoce para doenga estabelecida, assim como para progressdo de
doenga em pacientes com ES estabelecida em um seguimento de 3 anos. Adicionalmente,
pretendemos avaliar de modo longitudinal as alteragdes na microcirculagédo periférica em
pacientes com ES precoce e estabelecida.

Pacientes e métodos: Foi realizado estudo prospectivo no qual foram incluidos pacientes
com ES estabelecida (n=80) (critérios do ACR/EULAR de 2013) e precoce (n=46) (critérios
de LeRoy e Medsger de 2001) que realizaram avaliacdo no tempo 0 e apds 3 anos de
seguimento. Foram colhidos dados clinicos, de CPU panoramica e videocapilaroscopia nas
quais foram avaliadas o numero de capilaress/mm, numero de capilares ectasiados,
megacapilares, capilares ramificados, microhemorragias e grau de desvascularizagao, de
avaliacdo de fluxo sanguineo de polpas digitais mediante LDI (analise do fluxo antes e
apos estimulo frio), além de dosagem sérica de fator de von Willebrand (fvW). Foi
considerada piora do numero de megacapilares na CPU panoramica ou
videocapilaroscopia quando houve aumento maior ou igual a 0,1 na média do numero de
megacapilares para ES precoce e maior ou igual a 0,3 para ES estabelecida. Padrdao SD
(scleroderma pattern) foi subclassificado nos padrdes precoce, ativo e tardio.

Resultados: Ao final de trés anos (38,4 + 4,1 meses) foram reavaliados 60 pacientes com
ES estabelecida (idade média 54 + 14,2 anos) e 34 pacientes com ES precoce (idade
média 53 + 12,7 anos). Dos pacientes com ES precoce, 23,5% desenvolveram ES
estabelecida. Ao final do acompanhamento, piora na CPU panordamica e na

videocapilaroscopia foi observada em 55,9% e 67,6% dos pacientes com ES precoce,
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respectivamente. Ja nos pacientes com ES estabelecida foi observada piora em 91,7% na
CPU panorémica e 95% na videocapilaroscopia. Aumento do numero de megacapilares e
piora do grau de desvascularizacdo foram mais frequentes nos pacientes que
desenvolveram ES (p=0.02 e p=0.002 para CPU panoramica). Utilizando analise
multivariada, padrao ativo ou tardio na CPU na avaliagao inicial (OR=30,0; p=0,01), foi fator
preditor independente para desenvolvimento de ES estabelecida em pacientes com ES
precoce. Aumento do numero de megacapilares tanto na CPU panoramica (OR=8,69;
p=0,03) quanto na videocapilaroscopia (OR=6,92; p=0,049), sexo masculino (OR=40,55;
p=0,01) e niveis elevados de fvw (OR= 1,03; p=0,03) foram fatores preditores
independentes para desenvolvimento de novas Ulceras digitais em pacientes com ES
estabelecida. Progressao geral da doenga na ES estabelecida foi associada a forma
cutdnea difusa (OR=3,00; p=0,048), menor fluxo sanguineo de polpa digital (OR=0,99;
p=0,03) e piora do numero de capilares/mm avaliada pela CPU panoradmica (OR=3,48;
p=0,04). Ao final do seguimento, houve aumento significativo no nimero de capilares
ectasiados em pacientes com ES precoce e ES estabelecida, enquanto aumento do grau
de desvascularizagao foi observado somente em pacientes com ES estabelecida.

Conclusoes: Neste estudo prospectivo no qual foram avaliados tanto pacientes com ES
precoce quanto pacientes com ES estabelecida, padrao ativo ou tardio na capilaroscopia
foi fator independente para o desenvolvimento de ES estabelecida em pacientes com ES
precoce. Piora de parametros da capilaroscopia apresentou influéncia sobre o
desenvolvimento de novas ulceras digitais e progressao geral da doengca em pacientes

com ES estabelecida.
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ABSTRACT

Introduction: Systemic Sclerosis (SSc) is a chronic autoimmune disease, characterized by
microangiopathy and fibrosis of the skin and internal organs, whose diagnosis in early
stages remains a challenge. In 2001 LeRoy and Medsger proposed criteria for the
classification of early SSc defined by the presence of Raynaud's phenomenon (RP),
capillaroscopy abnormalities and specific autoantibodies. Recently, new criteria for the
classification of SSc have been proposed by the ACR/EULAR, which include manifestations
present in the early and late stages of the disease. Despite the importance of the early
diagnosis of SSc, few studies have evaluated the incidence and risk factors associated with
the development of definite SSc in patients with early SSc, as well as the risk factors
associated with disease progression in patients with definite disease. Widefield nailfold
capillaroscopy (NFC) and videocapillaroscopy are methods that evaluate anatomical
changes of the microcirculation in patients with RP. Laser Doppler imaging (LDI) is a
method of measurement of superficial microvascular blood flow.

Objective: Evaluation of clinical and laboratorial risk factors for progression to definite
disease in early SSc patients, as well for disease progression in patients with definite
disease in a follow up of 3 years. In addition, the longitudinal abnormalities in the
microcirculation were evaluated in patients with definite and early SSc.

Patients and methods: In this prospective study, patients with definite SSc (n=80)
(ACR/EULAR 2013 criteria) and patients with early SSc (n=46) (LeRoy and Medsger 2001
criteria) were evaluated at baseline and after 3 years of follow-up. Clinical data, widefield
NFC and videcapillaroscopy (parameters evaluated: number of capillaries / mm, number of
enlarged capillaries, giant capillaries, ramified capillaries, microhaemorrhages and
avascular score) were collected in all subjects at baseline and at the end of the follow-up.
The mean finger blood flow (FBF) measured by LDI (before and after cold stimulus), and
serum levels of von Willebrand factor were also evaluated. Worsening of the number of
giant capillaries was considered when there was an increase in the mean number of giant
capillaries greater or equivalent to 0.1 for early SSc and greater or equivalent to 0.3 for
definite SSc. The scleroderma pattern was classified as early, active and late.

Results: At the end of 3 years (38.4 £ 4.1 months), 60 patients with definite SSc (mean age
54 t+ 14.2 years) and 34 patients with early SSc (mean age 53 + 12.7 years) were
reevaluated. Of the patients with early SSc, 23.5% developed definite SSc. Any worsening
in widefield NFC and videocapillaroscopy was observed in 55.9% and 67.6% of the patients
with early SSc, respectively. In patients with definite SSc, worsening was observed in
91.7% in widefield NFC and 95% in videocapillaroscopy. An increase in the number of giant

capillaries and worsening in the avascular score were more frequent in patients who

XVi



developed SSc (p=0.02 and p=0.002 in widefield NFC, respectively). By multivariate
analysis, an active or late pattern in NFC at baseline (OR = 30.0, p = 0.01), was an
independent predictor for the development of definite SSc in patients with early SSc. On the
other hand, worsening of the number of giant capillaries in both widefield NFC (OR = 8.69,
p = 0.03) and videocapillaroscopy (OR = 6.92, p = 0.05), male sex (OR = 40.55, p = 0.01)
and elevated VWF levels (OR = 1.03, p = 0.03) were independent predictors for the
development of new digital ulcers in patients with definite SSc. Overall disease progression
in patients with definite SSc was associated with diffuse cutaneous form (OR = 3.00;
p=0.048), lower fingertip blood flow (OR = 0.99, p=0.03) and worsening of number of
capillaries/mm in widefield NFC (OR=3.48, p=0.04). At the end of follow-up, there was a
significant increase in the number of enlarged capillaries in patients with early SSc and
definite SSc, while an increase in the avascular score was observed only in patients with
definite SSc.

Conclusions: In this prospective study in which both patients with early SSc and patients
with defined SSc were evaluated, active or late pattern in capillaroscopy was an
independent risk factor for the development of definite SSc in patients with early SSc.
Worsening of capillaroscopy parameters influenced the development of new digital ulcers

and overall disease progression in patients with definite SSc.
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INTRODUCAO

1.1 Esclerose sistémica

A esclerose sisttmica (ES) é uma doenga autoimune do tecido conjuntivo,
caracterizada por microangiopatia obliterativa e fibrose cutanea e de 6rgaos internos. Além
do classico envolvimento cutdneo, pode afetar o sistema osteoarticular, pulmbes, rins,

coragao e trato gastrointestinal.

Apresenta uma incidéncia anual de 3,7 a 23 individuos por milhdo de habitantes,
afetando principalmente mulheres. A prevaléncia da ES pode ser influenciada por
caracteristicas genéticas regionais e exposi¢cdes ambientais, podendo variar de 31 a 658,6
individuos por milhdo de habitantes. Apesar da melhora da sobrevida dos pacientes ao
longo dos anos, fibrose pulmonar e hipertensédo arterial pulmonar continuam a ser as
principais causas de mortalidade entre os pacientes com ES (1). Em um estudo recente
realizado no Brasil, a taxa de incidéncia de ES foi de 11,9 por milhdo de habitantes e a
prevaléncia foi de 105,6 por milhdo de habitantes, com predominéncia do sexo feminino,

média de 50,58 anos de idade e tempo de evolugdo médio da doenga de 8,19 anos (2).

As manifestagbes clinicas, curso e prognéstico da ES sado extremamente
heterogéneos e podem variar entre os individuos acometidos. A extensdao do
acometimento cutaneo é utilizada para classificar a doenca em forma cuténea limitada e
difusa. Individuos com ES forma cuténea limitada apresentam espessamento cutineo
limitado as extremidades e face e menor acometimento visceral. Muitas vezes evoluem
com FRy durante muitos anos, até apresentarem uma outra manifestacdo. Ja os pacientes
com a forma cutidnea difusa, apresentam espessamento cutaneo envolvendo tronco e
regido proximal de membros, muitas vezes rapidamente progressivo e com acometimento
visceral mais grave como fibrose pulmonar, acometimento cardiaco e crise renal
esclerodérmica (3). Os autoanticorpos costumam também estar associados a cada subtipo
clinico, sendo que o anticorpo anti-centrdbmero é mais frequente em pacientes com ES
forma cutanea limitada e o anticorpo anti-Scl-70, nos pacientes com ES forma difusa. Em
casos mais raros, os pacientes com ES podem apresentar a forma sine escleroderma,
quando apresentam caracteristicas clinicas e autoanticorpos especificos para ES, porém

sem espessamento cutaneo (3).

O sintoma inicial mais frequente na ES costuma ser o fendmeno de Raynaud (FRYy),
que ocorre em até 90% dos casos ao longo da evolugdo da doenga (4). O FRy é
caracterizado por episodios reversiveis de vasoespasmo associados a alteragbes de
coloragao tipicas das maos e/ou pés, que ocorrem geralmente apds estresse emocional ou

estimulo frio. Clinicamente, é composto por trés fases sucessivas: palidez (fase



INTRODUCAO

isquémica), cianose (venoestase e desoxigenagdo) e rubor (hiperemia

reativa/reperfuséo)(5).

A etiopatogénese da ES ndo é totalmente compreendida. A sua patogénese
envolve principalmente alteragdes vasculares, ativacdo dos fibroblastos e alteracdes na
resposta imune inata e adaptativa (6). Ha uma série de mecanismos envolvidos nos
eventos vasoespasticos relacionados a patogénese do FRy na ES. Embora o fluxo
sanguineo periférico seja normalmente resistente a vasoconstricdo simpatica, tal
resisténcia é prejudicada em pacientes com FRy secundario a ES, resultante de um
desequilibrio entre vasoconstricdo e vasodilatagdo, favorecendo a vasoconstrigdo (7, 8).
Disfuncdo endotelial ocorre em fases precoces da doenca, sendo que as células
endoteliais ativadas passam a produzir menos substancias vasodilatadoras, como 6xido
nitrico e prostaciclina, e ha um aumento na producao de substancias vasoconstritoras. Em
pacientes com vasculopatia associada a ES, a disfungdo endotelial pode precipitar o
aumento da expressado e liberagdo de endotelina—1, potente vasoconstritor, mediador

inflamataério e fibrético.

Paralelamente a este processo ocorre a liberagdo do fator de von Willebrand (fvW)
pelas células endoteliais, um um mediador trombdtico e hemostatico (9). O fvW promove a
adesdo inicial das plaquetas aos locais de dano vascular, processo que levara a ativagao e
agregacao plaquetarias (10). Ja foi previamente descrita a associag¢do do fvW a gravidade
da ES (11). Em 2001, Scheja et al (12) observaram que pacientes com ES com elevagao
sérica de fvW apresentaram doenga pulmonar precoce. Além disso, neste estudo, niveis
de fwW correlacionaram-se inversamente com densidade capilar observada na
capilaroscopia e positivamente com pressao de artéria pulmonar. Ja Kumanovics et al (13)
identificaram a associagcdo deste marcador de disfuncdo endotelial com extensdo da
intersticiopatia na ES, evidenciada pela correlagédo inversa entre niveis séricos de fvW e

porcentagem de difusdo do mondxido de carbono (DLCO).

As células endoteliais ativadas também produzem radicais livres de oxigénio,
estimulando a proliferacao de fibroblastos ativados, que promovem acimulo de colageno
na pele e 6rgéos internos de pacientes com ES. Tais alteragcbes levam a alteragdes
estruturais da parede vascular com proliferacao e fibrose intimal das pequenas artérias e
arteriolas, que resultam em diminuigdo do lumen dos vasos. Tais alteracbes acarretam
diminuicdo do fluxo sanguineo e levam a um estado de isquemia crénica dos 6rgaos
envolvidos (14, 15).

A fibrose cutanea e tecidual resultante do acimulo de colageno acomete individuos

com ES em graus variados, o que contribui para a heterogeneidade das manifestagdes
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clinicas da doenca. A fibrose é mediada ndo somente por meio da ativagao de fibroblastos
teciduais e sua transdiferenciagdo em miofibroblastos, mas também através da
diferenciacao de fibrocitos derivados da medula éssea e transicdo de células endoteliais e
epiteliais, pericitos e adipdcitos em células mesenquimais ativadas. Tais respostas sao
moduladas por mediadores sinalizadores e micro RNAs que amplificam ou inibem a via do
fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1) (16). O TGF-B1 produzido pelas
células endoteliais apresenta importante funcdo na ativacdo e modificagao fenotipica de
fibroblastos em miofibroblastos. Além do TGF-B1, outras citocinas pro-fibroticas como fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e interleucina-4 (IL-4) desempenham papel

importante na fibrose (17).

A presenca de autoanticorpos especificos da ES (anti-centrdbmero, anti-Scl-70, anti-
RNA polimerase Ill) sugere um papel das células B na patogénese da ES. Pacientes com
ES exibem alteragbes fenotipicas de células B, com expressao excessiva de CD19 e CD21
(co-receptores de ativagao do receptor de células B) e de CD86 e CD95 nas células B de
memoria. As células B produzem interleucina-6 (IL-6), que estimulam a secreg¢do de
colageno por fibroblastos. Além disso, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também
exerce importante fungdo no recrutamento de células inflamatérias. Estima-se que as
células T também estejam envolvidas na patogénese da ES, secretando interleucinas 4 (IL-

4) e 13 (IL-13) com consequente estimulo de células B (17).

Devido a heterogeneidade da doenca, seu diagnéstico, principalmente em fases
iniciais permanece um desafio. Os critérios de classificacao do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR) de 1980 foram utilizados em estudos durante um longo periodo e
consideravam a presenca de um critério maior (espessamento cutidneo proximal as
articulagbes metacarpofalangeanas) ou pelo menos dois de trés critérios menores
(esclerodactilia, ulceras digitais e fibrose pulmonar vista na radiografia) como necessarios
para o diagnéstico da ES (18). Entretanto, os mesmos eram pouco sensiveis e levavam a
exclusao principalmente de pacientes com formas precoces, forma cutanea limitada e sine
scleroderma (19). Neste contexto, em 2001, LeRoy e Medsger propuseram critérios para
classificacdo de ES precoce, segundo os quais individuos que apresentassem fendémeno
de Raynaud, padrdo SD (scleroderma pattern) na capilaroscopia periungueal (CPU) e
positividade para autoanticorpos especificos da ES (anti-centrdbmero, anti-Scl-70, anti-
fibrilarina, anti-PM-Scl ou anti-RNA polimerase I/lll) seriam classificados como forma
precoce ou limitada da doenga (20). Tais critérios oferecem maior sensibilidade para
detecgdo da ES no inicio do curso da doenga, quando comparados aos critérios para

diagndstico da ES de 1980 (18), altamente especificos.
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Um estudo prospectivo realizado em 2008 validou os critérios de LeRoy e Medsger
(20), no qual foi observado que 79,5% dos pacientes com FRy e com padrdo SD na CPU
panoramica e autoanticorpos especificos para ES evoluiram para ES estabelecida (21).
Adicionalmente, em 2011, o grupo EUSTAR (“European League Against Rheumatism -
Scleroderma Trial and Research”) publicou um estudo baseado em consenso de
especialistas de diversos centros especializados em ES a respeito de fatores considerados
importantes para o diagnodstico “muito precoce da ES”. Os seguintes fatores foram
considerados como sinais de alerta para o desenvolvimento de ES: edema cutaneo em
quirodactilos (puffy fingers), presenca de FRy, FAN, padrdao SD na capilaroscopia

periungueal e positividade de anticorpos anti-centrdbmero e anti-Scl-70 (22).

Visando aumentar a sensibilidade diagnédstica dos critérios do ACR de 1980, em
2013, um comité do ACR/EULAR foi formado e propbs novos critérios para classificacao da
ES, incluindo manifestacdes presentes tanto em estagios precoces quanto tardios da
doenga (23) (Quadro 1). Ressalta-se a inclusdo da capilaroscopia periungueal e de
autoanticorpos especificos para ES nestes novos critérios. Os critérios do ACR/EULAR de
2013 possibilitaram a identificagcdo de um espectro maior de pacientes com ES na pratica
clinica. Entretanto, nao incluiram todos os pacientes com ES precoce, sendo que pacientes
com FRYy, presenga de autoanticorpo especifico e capilaroscopia alterada permaneceram

sem preencher os novos critérios de classificacao.
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Quadro 1. Critérios de 2013 do ACR/EULAR para classifica¢ido de ES *

Item Sub item Valor-

1 | Espessamento cutaneo dos dedos das
duas maos, proximal as articulacées 9
metacarpofalangeanas (MCFs)

, Espessamento cutidneo dos dedos Edema de dedos (puffy fingers) 2
(somente computar o maior escore) | Distal as articulacdes MCFs 4
3 LesGes de polpa digital Ulceras digitais 2
(somente computar o maior escore) Microcicatrizes 3
4 | Telangiectasias 2
5 | Capilaroscopia periungueal alterada 2

6 | Hipertensdo arterial pulmonar ou

2
doenga intersticial pulmonar
7 | Fenébmeno de Raynaud 3
8 anti-centromero,
Autoanticorpos especificos para ES 3

anti-RNA polimerase lll, anti -
topoisomerase | (anti-Scl-70)

*Esses critérios sdo aplicaveis a qualquer paciente considerado para inclusdo em estudo de ES. Os critérios
ndo sdo aplicaveis a pacientes com espessamento cutaneo poupando os dedos ou a pacientes que tenham
uma desordem semelhante a esclerodermia que melhor explique suas manifestagdes (exemplos: fibrose
nefrogénica esclerosante, morfeia generalizada, fasciite eosinofilica, escleredema diabeticorum,
escleromixedema, eritromelalgia, porfiria, liquen esclerético, doenca do enxerto versus hospedeiro,
quiroartropatia diabética)

- O escore total é determinado ao adicionar o peso maximo de cada categoria. Pacientes com um escore
total de 9 sdo classificados como ES definida.

Nos ultimos anos é crescente a importancia dada ao diagndstico da ES em suas
fases iniciais, com o objetivo de tratar precocemente as manifestagdes clinicas da doenga.
Assim, coortes de pacientes com manifestacgdes iniciais da ES tem sido estudados com o
objetivo de identificar fatores de risco para desenvolvimento de doenga estabelecida (21,

24-28). A maioria dos estudos nesta linha de pesquisa avalia individuos com FRYy,
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capilaroscopia periungueal alterada e/ou autoanticorpos especificos para ES, associados
ou ndo a alguma outra manifestacdo clinica, como puffy fingers ou visceralizagdo. No
estudo de Koenig et al (21), que acompanhou 586 pacientes com FRy durante 20 anos, os
principais fatores preditores para desenvolvimento de ES estabelecida foram positividade
do fator antinucleo (FAN), presenca de autoanticorpos especificos para ES e presenca de
padrdo SD na CPU panoramica. Em outro estudo com 74 pacientes com FRy, Fitzgerald et
al (26) observaram que alteragdes na capilaroscopia periungueal e na prova de funcgéo
pulmonar conferiram maior risco para desenvolvimento de ES. De forma semelhante,
Pavlov et al acompanharam 3.029 individuos com FRy e observaram associagdo entre

padrdo SD na capilaroscopia periungueal e desenvolvimento futuro de ES (27).

Adicionalmente, esforcos tém sido feitos para identificacdo de fatores de risco para
desenvolvimento de determinadas manifestagdes clinicas da doenga em pacientes com ES
ja estabelecida (29-33). Pesquisas anteriores ja relacionaram a presenca do padrao tardio
na capilaroscopia periungueal a maior incidéncia de Uulceras isquémicas digitais em
pacientes com ES (29, 30). Em 2010, Assassi et al (31) observaram que presencga de
anticorpos anti-Scl-70 foi fator de risco independente para o desenvolvimento de menor
capacidade vital forgada pulmonar em um seguimento de 266 pacientes com ES com
menos de 5 anos de doencga. Outro estudo publicado em 2012 (32), identificou que maior
escore cutdneo de Rodnan e menor capacidade vital forgada pulmonar no inicio do
acompanhamento conferiram risco para maior progressdo do acometimento cuténeo e
pulmonar ao longo de 3 anos, respectivamente. Em 2016, Avouac et al, utilizando o banco
de dados de 1301 pacientes do EUSTAR acompanhados durante 2 anos, observaram que
presenca de sinovite e de atrito tendineo, além de forma cutanea difusa e positividade para
anti-topoisomerase-|, foram fatores preditores independentes para progressao da ES em
pacientes com menos de 3 anos de doenca (33). Mais recentemente, Avouac et al (34)
avaliaram uma coorte de 140 pacientes com ES durante 3 anos, submetidos anualmente a
analise dos parametros da videocapilaroscopia. Neste estudo, alteragdes significativas
foram observadas na videocapilaroscopia (incidéncia ou piora da dilatacdo capilar,
microhemorragias, desvascularizagado e neoangiogénese) em 51% dos pacientes ao longo
do seguimento. Progressdo da desvascularizagdo foi associada a ocorréncia de novas
ulceras digitais e também a progressdo da vasculopatia pulmonar, do acometimento

cutaneo e piora do escore de gravidade de Medsger (35).
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1.2 Métodos para avaliagdo do fluxo sanguineo em pacientes com fenémeno de
Raynaud

Diversos métodos para avaliagao do fluxo sanguineo tem sido aplicados no estudo

da ES, dada a predominéancia da microangiopatia na fisiopatologia desta doenca.

1.2.1 Capilaroscopia periungueal

A capilaroscopia periungueal (CPU) € um método nado invasivo que permite a
visualizagao da fileira distal das algas capilares da regido periungueal dos dedos das
maos. E um método amplamente utilizado para o diagnéstico diferencial de FRy primario e
secundario as doengas reumatologicas autoimunes (DRAIs) e para avaliacdo das

alteragbes anatdmicas da microcirculagao.

A CPU panoramica foi introduzida na década de 1970 por H. Maricq, que descreveu
0 padrao capilaroscépico associado a ES, denominado padrdo SD (scleroderma pattern),
que consiste de um conjunto de alteracbes morfoldgicas caracteristicas, compostas pela
presenca de capilares dilatados (capilares ectasiados ou megacapilares), associada a
areas de desvascularizagdo e desorganizacao capilar (Figura 1). Essas alteragdes muitas
vezes surgem nas fases iniciais da ES, quando o FRy é ainda a unica manifestagao clinica
da doenca (36, 37). O padrao SD, porém, nao é exclusivo da ES e pode ser observado
também na dermatomiosite, na doenca mista do tecido conjuntivo e em sindromes de

superposicado com componente esclerodérmico.

Apos os estudos iniciais de Maricq et al, diversos grupos confirmaram a
aplicabilidade do método para diagnéstico da ES e para avaliacdo do FRy. No Brasil, o
método foi introduzido em 1987 por Andrade, mediante um amplo estudo de padronizacao
da CPU para nossa populagéo (38).

Figura 1 - Capilaroscopia periungueal normal (A) e com microangiopatia padrao SD
(capilares dilatados, microhemorragias e areas de desvascularizagéo) (B)
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A CPU panoramica é classicamente realizada com um estereomicroscépio, com
magnificagdes de 10 a 25 vezes. As algas capilares sao visualizadas em toda a extensao
da regido periungueal, apos a aplicacdo de uma gota de meio oleoso sobre a superficie
cutanea (36). Os principais pardmetros analisados em cada dedo sdo: numero de capilares
por milimetro, atipias na morfologia capilar (capilares enovelados, ramificados, ectasiados

e megacapilares), presenca de micronemorragias e grau de desvascularizagao.

O aumento no calibre das algas capilares é registrado pela quantificagédo do numero
de capilares ectasiados (algas alargadas em todos os seus trés ramos, com tamanho 4-9
vezes maior que o normal) e de megacapilares (algas extremamente alargadas, com
calibre 10 vezes superior ao dos capilares adjacentes) em cada dedo (36). A
desvascularizagao capilar pode ser difusa (avaliada pelo nimero de capilares/mm) ou
focal. Para quantificarmos o grau de desvascularizagao focal, avalia-se a presenga de
areas avasculares em cada dedo, segundo a escala de Lee et al (1983), que define como
desvascularizagao a auséncia de dois ou mais capilares sucessivos, permitindo quantificar

este par@metro em uma escala de 0 a 3 conforme a extensao das lesées (Quadro 2) (39).

Quadro 2 — Escala de desvascularizagao adaptada de Lee e colaboradores

Tipo de desvascularizagéo Grau
Nenhuma area de desvascularizagao zero
Uma ou duas areas de desvascularizagdo descontinuas um

Mais de duas areas de desvascularizagdo descontinuas dois
Areas de desvascularizacdo extensas e confluentes trés

1.2.2 Videocapilaroscopia

A videocapilaroscopia € uma extensdo da técnica de CPU panoramica, na qual a
lente de magnificagdo é ligada a uma camera de video associado a softwares
comercialmente disponiveis. A ampliacao utilizada é muito superior do que com a técnica
panoramica, variando de 200 a 600 vezes. Permite a medi¢cado das dimensdes de cada um
dos capilares, bem como de seus ramos arteriais e venosos, da largura das algas e da
densidade capilar. Por outro lado, apenas uma pequena parte da regido periungueal &
visualizada, devido ao grande aumento que esta técnica proporciona (40, 41). Segundo

alguns autores, a disponibilidade de imagens obtidas utilizando sistemas completamente
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digitalizados, tornaram a técnica mais confiavel e de facil uso (40, 42), sendo que alguns
centros especializados principalmente na Europa, utilizam a videocapilaroscopia em

substituicdo a CPU panoramica na avaliagdo de pacientes com ES.

Cutolo et al (2009) classificam as alteragbdes capilaroscépicas associadas ao padrao
SD em trés estagios: precoce, ativo e tardio (42). No padrdo “precoce”, nota-se
principalmente dilatagdo capilar e microhemorragias, sem evidéncia de desorganizacédo da
arquitetura capilar ou perda de capilares; no “ativo”, observa-se uma maior freqiéncia de
dilatagcao capilar e de microhemorragias associada a moderada perda vascular; no padrao
“tardio” encontram-se raros capilares alargados ou microhemorragias, associado a areas
avasculares extensas e desorganizagdo da arquitetura capilar. As alteracbes de padrao

tardio correlacionam-se com o tempo de FRy e de diagndstico da ES.

Segundo Sulli et al (2008) (43), os seguintes parametros devem ser avaliados na
videocapilaroscopia para a quantificagdo das anormalidades capilares especificas da ES:
presenca de capilares alargados (aumento no didmetro do capilar > 20um); presenca de
capilares gigantes (aumento no didmetro do capilar > 50um); microhemorragias (depdsitos
de hemossiderina); perda capilar; angiogénese (capilares ramificados e espessados); e
desorganizagdo da arquitetura capilar. Foi criado um sistema de escore semiquantitativo
para a quantificagdo de cada um dos parametros avaliados segundo uma escala de 0 a 3

conforme a intensidade das anormalidades capilares (Quadro 3).

Quadro 3 - Escore semiquantitativo para a quantificacao dos parametros

avaliados na videocapilaroscopia

Proporcao de alteragdes morfolégicas Grau
sem alteracoes Zero
<33% de alteragdes dos capilares Um

33-66% de alteragdes dos capilares Dois
>66% de alteragdes dos capilares Trés

Independentemente do método (CPU panorémica ou videocapilaroscopia), diversos
estudos mostram que pacientes com FRy e alteragdes capilaroscopicas na CPU
apresentam um elevado risco para o desenvolvimento de ES e doengas do seu espectro
(37, 40). Em 2008, Ingegnoli et al (44) avaliaram cinco parametros classificados de acordo

com a escala semiquantitativa utilizada por Cutolo et al, com o objetivo de construir um
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indice de progndstico para pacientes com FRy. Os parametros associados a um elevado
risco para o desenvolvimento de doencas do espectro da ES foram: presenca de
megacapilares, microhemorragias e o numero médio de capilares menor do que 7 por mm.

Avaliagdo de marcadores séricos e medida do fluxo sanguineo néo foram realizadas.

Nosso grupo realizou recentemente um estudo com o objetivo de comparar os
métodos de CPU panorémica e videocapilaroscopia em individuos com FRy e ES. Foi
encontrada uma forte correlagdo entre os métodos e uma excelente reprodutibilidade intra-
e inter-observador de ambos os métodos. Neste estudo, houve uma boa performance
diagnéstica de ambos os métodos na comparagdo entre pacientes com ES e demais
pacientes com FRy (doenca indiferenciada do tecido conjuntivo e FRy primario). Na analise
de numero de capilares/mm, a area abaixo da curva ROC foi de 0,831 e 0,872, utilizando-
se CPU panoramica e videocapilaroscopia, respectivamente (p< 0,001 para ambos). Na
analise do escore de desvascularizacao, a area abaixo da curva ROC foi de 0,915 e 0,869,
utilizando-se CPU panoramica e videocapilaroscopia, respectivamente (p< 0,001 para
ambos) (45).

1.2.3 Laser Doppler imaging

O laser Doppler imaging (LDI) € um método utilizado para a avaliagdo dindmica do
fluxo sanguineo, fornecendo uma medida objetiva do fluxo sanguineo da microcirculacao
cutanea em pacientes com FRy. O aparelho de laser Doppler imaging baseia-se em uma
técnica relativamente recente que permite a mensuragao direta do fluxo sanguineo sobre
uma area ao invés de um unico ponto, como o método de laser Doppler convencional.
Além disso, possui a vantagem de nao requerer contato direto com a superficie cutanea
eliminando alteragbes secundarias a pressdo ou por artefatos causados por movimento
(46). Ao contrario do fluxémetro tradicional que utiliza uma fibra dptica para levar o feixe de
laser até a pele, o LDI utiliza um espelho movel que direciona o feixe de laser até a
superficie cutanea. Uma determinada regido da pele é entdo rastreada, sob forma de
varredura, gerando uma imagem bidimensional que corresponde a somatéria dos
movimentos das células vermelhas sobre a superficie cuténea (46) (Figura 2). O feixe de
laser tem uma penetragdo de aproximadamente 1mm, dependendo do comprimento da
onda e da configuragao do aparelho. Todos os elementos vasculares da derme sao
incluidos na analise: vasos superficiais nutricionais e vasos termo-regulatérios mais
profundos (47).

11
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Figura 2 — Figura ilustrativa mostrando imagens sequenciais do fluxo sangiineo de polpa
digital captadas pelo aparelho Moor LDI de um individuo antes e logo apés um estimulo
frio, em que se observa diminuicdo importante e posterior recuperagado gradual do fluxo

sanguineo

Estudos anteriores avaliaram o fluxo sanguineo periférico em pacientes com ES por
meio do LDI (48-50). Gunawardena et al avaliaram a resposta vasomotora em 20 pacientes
com ES, 10 pacientes com FRYy primario e 17 controles saudaveis apos estimulos quente e
frio utilizando o LDI. Foi observada uma resposta hiperémica maxima significativamente

menor nos individuos com ES comparados aos controles saudaveis (50).

Em 2010, nosso grupo realizou um estudo no qual foi utilizado o LDI para avaliagdo
do fluxo sanguineo da microcirculagdo cutédnea na ES. O LDI mostrou ser um método
objetivo e reprodutivel para a quantificagdo da perfusdo sanguinea. O fluxo sanguineo
médio das polpas digitais (FPD) foi significativamente menor em condi¢gdes basais em
pacientes com ES quando comparados a controles (296,9+208,8 vs 503,6+146,4 UP;
p<0,001). Apds estimulo frio, houve queda significativa do FPD em ambos os grupos
estudados, seguida de recuperacao gradual do fluxo sanguineo em individuos saudaveis,

mas nao nos pacientes com ES (51).

Em seguida, realizamos estudo transversal com pacientes com ES precoce, ES
estabelecida, individuos com FRy primario e controles saudaveis. Neste estudo, publicado
em 2015, observamos que pacientes com ES estabelecida apresentavam maior grau de

12
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desvascularizagdo e aumento no numero de capilares ectasiados e megacapilares tanto a
CPU panoramica quanto a videocapilaroscopia em comparagdo a pacientes com ES
precoce. A avaliagdo do fluxo sanguineo da microcirculagdo pelo LDI mostrou valores de
fluxo de polpa digital (FPD) basal significativamente mais elevados no grupo controle em
relagdo aos pacientes com FRy primario, ES precoce e ES estabelecida. Além disso, foi
observado que a recuperagédo do fluxo sanguineo apds estimulo frio foi mais lenta nos
pacientes com ES precoce e ES estabelecida quando comparados aos pacientes com FRy
primario e controles saudaveis. Neste estudo foram dosados niveis séricos de fvW, sendo
que encontramos valores mais elevados tanto em pacientes com ES estabelecida quanto
naqueles com ES precoce em comparagdo aos controles e pacientes com FRy primario
(52). Ao longo de 3 anos, uma parcela dos pacientes com ES precoce e estabelecida foi
acompanhada e submetida novamente aos exames para avaliacdo anatémica e funcional

da microcirculagéo, cujos dados serao descritos a seguir.
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1.3 Justificativa

A ES é uma doenga cronica na qual a microangiopatia representa uma das
alteragbes fundamentais envolvidas na patogénese e na progressao da doenga. Poucos
estudos avaliaram os fatores associados ao risco de evolugcao para doencga estabelecida
em pacientes com ES precoce. No presente estudo pretende-se avaliar de forma
prospectiva pacientes com diagnéstico de ES recente e estabelecida em um seguimento
de 3 anos, visando avaliar a progressdao da microangiopatia periférica e da doenga e

fatores de risco associados a sua evolugao.
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OBJETIVOS

Objetivo primario:

Avaliacdo de fatores de risco clinicos e laboratoriais para evolugdo de pacientes
com ES precoce para doenga estabelecida, assim como para progressao de doenga em
pacientes com ES estabelecida, por meio de realizacdo de CPU panoramica,
videocapilaroscopia, LDl e marcadores séricos de lesdo endotelial em um seguimento de 3

anos.

Objetivo secundario:

Avaliagao longitudinal da microangiopatia periférica nos pacientes com ES precoce

e estabelecida ao longo de um periodo de 3 anos.
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CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Foi realizado estudo prospectivo observacional no qual foram incluidos pacientes
com ES que participaram do estudo “Microangiopatia no fendmeno de Raynaud primario e
secundario: marcadores séricos de lesdo endotelial, alteracdes anatébmicas e disturbios
funcionais”. Os pacientes foram avaliados em dois momentos: avaliagdo inicial de

setembro de 2010 a setembro de 2011 (tempo 0) e 3 anos apés.
3.2 Pacientes

Dos 126 pacientes incluidos no estudo inicial (52), 94 (74,6 %) pacientes foram

reavaliados, sendo:

e 34 pacientes com ES precoce segundo os critérios de LeRoy e Medsger de
2001 (20);

e 60 pacientes com ES estabelecida segundo os critérios do ACR de 2013
(23).

Critérios de inclusdo:

e Idade maior ou igual a 18 anos;
e Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado
pela Comissao de Etica da UNIFESP (Estudo 1582/2015) (Anexo 1).

Critérios de exclusio:

o Sobreposicao de doengas reumaticas autoimunes;

e Vasculopatia central ou periférica clinicamente significante;

e Pacientes com hipertensdo arterial sisttmica ou diabetes mellitus clinicamente
descompensados;

e Tabagismo ativo.

O estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica da UNIFESP (Estudo
1582/2015) (Anexo 2)
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3.3 Coleta de dados clinicos

Dados demograficos e clinicos foram obtidos por meio de entrevista e exame fisico,
no dia da realizagdo dos exames, tanto no tempo 0 (coleta de dados de setembro de 2010
a setembro de 2011) quanto no tempo 1 (coleta de dados de janeiro de 2014 a janeiro de
2015).

No tempo 0 foram coletados dados de idade, sexo, tempo de FRy, tempo de
doenca e forma cutanea. Os pacientes com ES estabelecida foram classificados nas
formas cutaneas difusa ou limitada, de acordo com os critérios propostos por LeRoy et a/
(53). Ja nos tempos 0 e 1 foram registrados dados de escore cutdneo de Rodnan,
presenga de crise renal atual ou pregressa, presenga de sinais como microcicatrizes ou
Ulceras de polpas digitais, necrose ou amputacdo de dactilos, reabsor¢do de polpas
digitais, espessamento cutdneo proximal as metacarpofalangeanas, puffy fingers,
esclerodactilia e telangiectasias. O escore cutdneo de Rodnan modificado (54) foi avaliado
por reumatologista experiente e utilizado para avaliar o grau de espessamento cutaneo

(graduagéao de 0 a 3) no exame fisico.

Dados de exames complementares foram coletados nos tempos 0 € 1 por meio de
prontuario eletrébnico do Ambulatério de Reumatologia do Hospital Sao Paulo — UNIFESP.
Foram registrados pressao de artéria pulmonar (PAP) sistdlica medida através de
ecocardiograma transtoracico e PAP média através de cateterismo cardiaco direito,
presenca de intersticiopatia observada na tomografia computadorizada de térax de alta
resolucdo (TCAR de térax), capacidade vital forcada (CVF) medida pela prova de funcao
pulmonar (PFP) e presenca de dismotilidade esofageana avaliada por eséfago-estdbmago-
duodenografia (EED). Além da PAP, foi avaliada presenca de disfuncao diastdlica medida
pelo ecocardiograma transtoracico. Pacientes foram classificados como portadores de
hipertensao arterial pulmonar (HAP) nos casos em que a PAP média medida através do
cateterismo cardiaco direito era maior do que 25 mmHg associada a pressao de oclusao
de capilar pulmonar <15 mmHg (55).

Foi considerada progressao geral da doenca quando os pacientes apresentassem
pelo menos uma das seguintes condi¢des: piora do escore cutdneo de Rodnan maior de
que 20%, queda maior do que 10% da capacidade vital forgcada, ocorréncia de novas
ulceras digitais ou microcicatrizes, nova incidéncia de HAP ou de intersticiopatia (33).

Na avaliacdo prospectiva dos pacientes com ES estabelecida foram avaliados
incidéncia de novas ulceras digitais, piora da CVF e progressao da doenga.

Ao final do seguimento, os pacientes com ES precoce foram reavaliados quanto ao
preenchimento dos critérios do ACR/EULAR para ES de 2013.
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3.4 Avaliagao complementar

Todos os pacientes foram submetidos a coleta de sangue e aos exames de
capilaroscopia periungueal panoramica, videocapilaroscopia e laser Doppler imaging no
tempo 0 e no tempo 1.

Todos os exames foram realizados pelo mesmo operador que nao tinha

conhecimento do diagndéstico ou estado clinico do individuo.

3.4.1 Capilaroscopia periungueal panoramica

Foi utilizada uma lupa estereomicroscépica SZ40 (Olympus), com magnificagdo de
10-25 vezes, associado a uma fonte de epi-iluminagao (Olympus) que incide a 45° sobre a
superficie da pele. Aplicou-se um meio oleoso sobre a regido da pele a ser examinada, que
torna a superficie regular permitindo a entrada e saida de raios luminosos. Todos os dedos
das maos foram avaliados, exceto polegares. Para a obtencdo de resultados mais
acurados, o paciente foi orientado a nao retirar a cuticula por no minimo 3 semanas antes
do exame. Todos os exames foram realizados mediante avaliagdo direta das alcas
capilares na regido periungueal, sem captura de imagens.

Foi utilizado o protocolo conforme quadro abaixo. Enfase foi dada aos seguintes
parametros: numero de capilares/mm, numero de capilares ectasiados, numero de
megacapilares, numero de microhemorragias, capilares ramificados, e escore de
desvascularizagcao. Todos os parametros foram compilados como a média obtida nos

dedos analisados.
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Quadro 4 - Protocolo para realizagao da capilaroscopia periungueal panoramica

Mao esquerda

Mao direita

Dedos 5°

Numero de
microhemorragias

Algcas anémalas
Ramificados
Ectasiados
Megacapilares

N° capilares/mm

Escore de perda capilar

4°

30

20

20

30

4°

50

3.4.2 Videocapilaroscopia

A videocapilaroscopia foi

realizada sob magnificacdo de 200 vezes,

com

equipamento computadorizado com sistema de video Videocap 8.14 (DS-Medica, Italia).

As imagens foram capturadas e arquivadas para posterior analise.

Os seguintes parametros foram avaliados:

- numero de capilares/mm

- numero de capilares ectasiados (aumento no didmetro do capilar > 20um)/mm;

- numero de capilares gigantes (megacapilares) (aumento no diametro do capilar >

50pum)/mm;

- numero de microhemorragias (depdsitos de hemossiderina)/mm;

- perda capilar (avaliada pelo nimero de algas em 1mm);

- numero de capilares ramificados/mm.

Para quantificagdo da perda capilar, utilizamos a seguinte escala - escore 0: = 9

capilares/mm escore 1: 7 a 8 capilares/mm; escore 2: 4 a 6 capilares/mm; escore 3: < 3

capilares/mm. A média de pontuagao para cada valor foi calculada a partir da analise de

dois campos consecutivos (um milimetro linear para cada uma) por dedo; as pontuagdes

médias dos valores dos oito digitos das maos (excluindo-se os polegares) foram somadas

e o valor final dividido pelo nimero de dedos avaliados (Anexo 3). As imagens da
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videocapilaroscopia foram armazenadas em software especifico e analisadas
posteriormente de forma cega.

Todos os exames de CPU panoramica e videocapilaroscopia foram também
classificados em trés padrdes: padrao da normalidade, microangiopatia inespecifica e
padrao SD. Além disso, os exames com padrdao SD foram subclassificados em padrao

precoce, ativo e tardio, conforme descrito previamente (56).

Na analise prospectiva dos dados, foi considerada piora do numero de
capilares/mm e piora do grau de desvascularizagdo quando houve redug¢ao maior ou igual
a 0,5 na média do numero de capilares/mm e maior ou igual a 0,2 na média do grau de
desvascularizacao, respectivamente. Foi considerada piora do niumero de megacapilares
quando houve aumento maior ou igual a 0,1 no numero médio de megacapilares para ES

precoce e maior ou igual a 0,3 para ES estabelecida.

3.4.3 Avaliagao do fluxo sanguineo da microcirculagado pelo método do Laser

Doppler imaging antes e apés estimulo frio

A mao esquerda dos individuos foi colocada sobre uma superficie plana (nivel do
coragao), e o fluxo sanglineo do dorso da falange distal (FPD) dos 4 dedos da mao
esquerda (excluindo-se o polegar) foi avaliado em condigbes basais com o uso do /aser
Doppler imaging (Moor LDI, Moor Instruments, Axminster, UK). Esse aparelho utiliza um
sistema de emissao de laser vermelho hélio-neon de baixa intensidade que opera com um
comprimento de onda de 633 nm. O feixe de luz é direcionado a uma area selecionada da
pele por um espelho localizado a uma distancia de 40 cm da superficie cutanea. Todas as
imagens foram captadas com velocidade de 4 pixel/milissegundo com tempo de aquisicao
de 3 minutos e 15 segundos para cada imagem. O fluxo sanglineo médio da area
selecionada foi derivado com auxilio do aplicativo MoorLDI V5.2 software e expresso em
unidades arbitrarias de perfusdo (UP) em relagdo a uma calibragdo interna padrao do
aparelho. O fluxo médio das quatro polpas digitais (FPD) foi considerado para analise. Em
seguida foi realizado estimulo frio (EF) mediante imersdo de ambas as maos em agua a
15°C por 60 segundos (UNITEMP 116, Fanem, Brasil), seguido de monitoramento do fluxo

sanglineo 20 minutos apds o EF (Anexo 4).
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3.4.4 Dosagem sérica de fator de von Willebrand e autoanticorpos

Para dosagem do fator de Von Willebrand (fvW) e pesquisa de autoanticorpos
foram coletados 5 mL de sangue em tubos a vacuo com citrato e 5 mL em tubo seco por
puncéo da veia antecubital. Apés centrifugacdo, o plasma resultante foi armazenado a -
20°C.

O método de ELISA foi utilizado para dosagem sérica do fvwW (American
Diagnostica, Stamford, CT, USA). As reagbes foram realizadas no Laboratério da Disciplina
de Reumatologia da UNIFESP. Todas as rea¢des foram realizadas em duplicata.

Para o ensaio, 100 pl de plasma diluidos em reagente apropriado foram
dispensados em duplicata em pocos de placas de ELISA cobertas com anticorpo
monoclonal murino IgG anti-f'vW, e incubados durante 1 hora a TA (18 a 25°C). Apés
lavagem da placa, foram adicionados 100 pl de solu¢do contendo anticorpo murino
monoclonal anti-fvWW humano em cada pogo e deixado em incubacao durante 15 minutos a
TA. Foi realizada nova lavagem da placa e em seguida dispensados 100 ul de
tetrametilbenzidina em cada pogo, seguida por incubagdo durante 15 minutos a TA.
Finalmente, foram adicionados 100 pl de solugdo de parada em cada pogo e em 30
minutos realizada leitura da placa em espectrofotdmetro com absorbancia especifica (450
nm).

Os valores de DO (densidade 6ptica) medidos pelo espectrofotdmetro de cada pogo
da placa de ELISA foram tabulados em programa Excel para posterior calculo da média
destes valores, sendo gerado um valor de DOM (densidade optica média) para cada
amostra de plasma de cada participante do estudo. De forma semelhante, foi determinada
a DOM de amostras de solugdes fornecidas pelo kit ELISA com composi¢do padronizada,
também dispensadas em duplicata nos primeiros pocos de cada placa, em diferentes
diluigdes. Utilizando os valores de DOM e de concentracdo de cada marcador sérico nas
solugcbes padrao, foi construido um gréafico para cada placa a partir do qual foram
calculados os valores de concentracdo dos marcadores seéricos nas amostras dos
individuos a partir das DOMs das mesmas.

A pesquisa de fator antinicleo (FAN) foi realizada no Laboratério de
Imunoreumatologia da UNIFESP, mediante a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI)
em células Hep-2 (carcinoma de laringe humano). A pesquisa de anticorpos anti-
centrdbmero foi considerada positiva quando observado na IFl em células HEp-2 aspecto
caracteristico em diluicdo = 1/80. Nos soros em que a pesquisa de autoanticorpos por IF|
for positiva, foi realizado o teste de imunodifusdo dupla (ID) para identificagdo do anticorpo

anti-Scl-70. Foi realizada também a dosagem de anti-RNA polimerase Ill pelo método de
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ELISA (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA) apenas na primeira avaliagdo (tempo 0),

segundo orientacdes do fabricante.

3.5 Anadlise estatistica

Os dados de variaveis numéricas foram apresentados como média e desvio padrao
ou mediana e valores minimo/maximo e os dados de variaveis categéricas foram
apresentados como valores absolutos e frequéncias, sob a forma de tabelas. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliagdo de normalidade na distribuicdo das
variaveis numeéricas. Na analise prospectiva dos dados foram utilizados os testes de t de
student para amostras pareadas ou Wilcoxon para variaveis numéricas de distribuicao
normal e ndao normal, respectivamente, além de teste de McNemar para variaveis
categodricas. Foram realizadas analises uni e multivariadas no estudo dos fatores
relacionados a progressdo da doenca. Na andlise univariada, foi utilizado o teste t de
student para amostras nao pareadas ou Mann-Whitney para dados de variaveis numéricas
com distribuicdo normal e ndao-normal, respectivamente, e teste qui quadrado para dados
de variaveis categoricas. Variaveis com p < 0,10 foram selecionadas para a andlise
multivariada, na qual foram utilizados modelos de regressado logistica binaria. Foi
considerado p de significancia estatistica < 0,05. Todos as analises foram realizadas com
software SPSS verséao 18.
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RESULTADOS

4.1 Dados demograficos e clinicos

Dos 80 pacientes com ES estabelecida e 46 pacientes com ES precoce, 60
pacientes com ES estabelecida e 34 pacientes com ES precoce compareceram na
segunda avaliagdo, com tempo médio de seguimento de 3,2 + 0,3 anos (perda de
seguimento de 25% para os pacientes com ES estabelecida e de 26,08% para os
pacientes com ES precoce). Foram consideradas para analise apenas os pacientes que
compareceram a segunda avaliagdo. Do total de 32 pacientes que perderam seguimento,
12 (37,5%) ndo podiam comparecer a segunda avaliagéo, 16 (50%) alteraram o nimero de

telefone e 4 (12,5%) foram a dbito (Figura 3).

Figura 3 — Sele¢ao dos pacientes nos tempos 0 e 1

80 pacientes 46 pacientes

Tempo O .
P ES estabelecida ES precoce
7 ndo puderam comparecer 5 ndo puderam comparecer
9 alteraram namero de telefone 7 alteraram nimero de telefone
4 ghitos
60 pacientes 34 pacientes
Tempo 1 ES estabelecida ES precace

26



RESULTADOS

Os dados clinicos e demograficos dos pacientes avaliados estdo descritos na tabela

1. O tempo de FRy foi maior nos pacientes com ES estabelecida (14,55 + 10,25 anos)

quando comparado aos pacientes com ES precoce (10,62 +

7,64 anos). Houve

predominancia do sexo feminino em ambos os grupos. Dentre os pacientes com ES

estabelecida, 63,3% apresentavam a forma cutanea limitada e 36,7% a forma difusa.

Tabela 1 — Dados clinicos e demograficos dos pacientes com esclerose sistémica

(ES) precoce e ES estabelecida na avaliagao inicial (T0)

Caracteristica ES estabelecida (n 60) ES precoce (n 34) p
Idade média (anos) + DP 54,42 + 14,16 53+12,73 0,63
Sexo
Feminino 54 (90%) 32 (94,1%) 0,71
Masculino 6 (10%) 2 (5,9%)
Tempo de FRy (anos) 14,55 + 10,25 10,62 + 7,64 0,02
Tempo de doenca (anos) 10,84 + 8,29 n/a n/a
Forma clinica
Difusa 22 (36,7%) n/a n/a
Limitada 38 (63,3%) n/a n/a
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Os dados clinicos dos pacientes com ES estabelecida e precoce avaliados no TO e
no T1 estdo descritos na tabela 2. Na avaliacao inicial (T0), 3 pacientes (8,8%) com ES
precoce apresentavam puffy fingers, 3 (8,8%) apresentavam disfungdo diastdlica no
ecocardiograma, 1 paciente (2,9%) apresentava microcicatrizes de polpa digital e 1
paciente (2,9%) apresentava telangiectasias. Ao final do acompanhamento de 3 anos,
foram observados puffy fingers em 10 pacientes (29,4%), esclerodactilia em 5 pacientes
(14,7%), telangiectasias em 2 (5,9%), disfuncao diastdlica em 6 (18,2%) e esofagopatia
em 42,4% dos pacientes com ES precoce. Houve aumento significativo na propor¢ao de
pacientes com esofagopatia (de 0% para 42,4%, p = 0,004) nos pacientes com ES precoce
ao longo do seguimento. Nenhum paciente com ES precoce apresentou espessamento
proximal as articulagdes metacarpofalangeanas (MCFs) ou ulceras isquémicas de polpa

digital na avaliagao final.

Na avaliagao inicial (TO) dos pacientes com ES estabelecida, 5% apresentavam
puffy fingers, 95% esclerodactilia, 58,3% microcicatrizes e 51,7% telangiectasias. Na
avaliacao final (T1) dos pacientes com ES estabelecida, 6,7 % apresentavam puffy fingers,
96,7 % esclerodactilia, 66,7% microcicatrizes e 55 % telangiectasias. Houve aumento da
proporgcao de reabsorgéo de polpas digitais (de 8,3% para 38,3%, p < 0,001) e de ulceras
ativas (de 3,3% para 16,7%, p = 0,04) nos pacientes com ES estabelecida ao longo do

seguimento.

Nenhum paciente com ES precoce apresentou positividade para anti-Scl-70, ao
passo que 16,9% dos pacientes com ES estabelecida apresentou anti-Scl-70 positivo na
avaliacao final. Na avaliacao inicial, 30% dos pacientes com ES estabelecida e 35,3% dos
pacientes com ES precoce apresentaram positividade para anti-centrdbmero. Anti-RNA
polimerase Ill foi avaliado apenas na avaliagao inicial, sendo que 10,5% dos pacientes com
ES estabelecida e 14,7% dos pacientes com ES precoce apresentaram positividade para

este anticorpo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dados clinicos dos pacientes com esclerose sistémica (ES) precoce

e ES estabelecida, avaliados no T0 e no T1

Caracteristica ES estabelecida (n 60) ES precoce (n 34)

T0 T1 P T0 T1 P
Escore 6,3 15,82 5,78 £4,93 0,64 0x0 0,24 £ 0,65 0,05
cutaneo de
Rodnan
Necrose ou 2 (3,3%) 2 (3,3%) 1,00 0 (0%) 1(2,9%) 1,00
amputacdo de
extremidades
Reabsorgdo de 5(8,3%) 23 (38,3%) < 0,001 0 (0%) 1(2,9%) 1,00
polpa digital
Espessamento 31 (51,7%) 33 (55%) 0,63 0 (0%) 0 (0%) n/a
proximal as
MCFs
Puffy fingers 3 (5%) 4(6,7%) 1,00 3(8,8%) 10 (29,4%) 0,07
Esclerodactilia 57 (95%) 58 (96,7%) 1,00 0 (0%) 5(14,7%) 0,06
Microcicatrizes 35 (58,3%) 40 (66,7%) 0,06 1(2,9%) 1(2,9%) 1,00
Ulceras ativas 2(3,3%) 10 (16,7%) 0,04 0 (0%) 0 (0%) n/a
Telangiectasias 31 (51,7%) 33 (55%) 0,50 1(2,9%) 2 (5,9%) 1,00
HAP 2(3,3%) 2 (3,3%) 1,00 0 (0%) 0 (0%) n/a
Intersticiopatia 28 (46,7%) 31 (51,7%) 0,25 0 (0%) 3(8,8%) 0,25
CVF < 70% 8(17%) 13 (26,5%) 0,13 0 (0%) 1(3,6%) 1,00
Disfungdo 18 (30,5%) 25 (42,4%) 0,09 3 (8,8 %) 6 (18,2%) 0,25
diastolica
Artrite 8(13,3%) 10 (16,7%) 0,82 1(2,9%) 2 (5,9%) 1,00
Acometimento 36 (61%) 42 (70%) 0,06 0 (0%) 14 (42,4%) 0,004
esofagico
Anti- 18 (30%) 16 (26,7%) 0,63 12 (35,3%) 11 (32,4%) 1,00
centromero
Anti-Scl-70 4(6,7%) 10 (16,9%) 0,11 0 (0%) 0 (0%) n/a
Anti-RNA 6 (10,5%) _ n/a 5(14,7%) _ n/a
polimerase Ill
FAN 58 (96,7%) 57 (95%) 1,00 23 (67,6%) 22 (64,7%) 1,00

MCFs: metacarpofalangeanas (articulagbes); HAP:

forgada; FAN: fator antinucleo

hipertensdo arterial pulmonar; CVF: capacidade vital
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4.2 Analise prospectiva da microcirculagao periférica
4.2.1 Capilaroscopia periungueal panoramica e videocapilaroscopia

Os parametros analisados por meio da capilaroscopia periungueal panoramica
(CPU) e videocapilaroscopia durante o seguimento dos pacientes com ES precoce e
estabelecida estao listados na tabela 3. Na CPU panoramica, ao longo do seguimento de 3
anos, houve aumento significativo do numero de capilares ectasiados no grupo de
pacientes com ES precoce (1,14 + 1,08 para 1,44 £ 1,23; p=0,01), ao passo que no grupo
com ES estabelecida houve aumento tanto do nimero de capilares ectasiados (3,16 + 2,69
para 3,97 + 2,64; p=0,01) quanto do numero de megacapilares (0,61 + 0,82 para 0,88 *
1,07; p < 0,001) e capilares ramificados (0,01 £ 0,04 para 0,09 + 0,23; p=0,01). Também
houve piora do grau de desvascularizacdo (1,10 + 0,80 para 1,48 + 0,92; p<0,001) e
reducao do nimero de capilares/mm (8,06 + 1,64 para 7,26 + 1,76; p<0,001) nos pacientes

com ES estabelecida no final do seguimento.

A analise prospectiva dos dados de videocapilaroscopia mostrou aumento
significativo do numero de capilares ectasiados (0,55 + 0,53 para 1,16 + 0,97; p<0,001) e
de megacapilares (0,03 + 0,10 para 0,17 + 0,35; p=0,01) no grupo com ES precoce. No
grupo com ES estabelecida houve aumento do numero de capilares ectasiados (1,04 *
0,82 para 1,72 + 0,81; p<0,001) e de megacapilares (0,24 + 0,34 para 0,53 + 0,60; p <

0,001). Também houve piora do escore de desvascularizacéo (1,14 + 0,58 para 1,38

I+

0,68; p<0,001) e redugdo do numero de capilares/mm (7,58 = 1,71 para 6,71 £ 1,78;
p<0,001) no grupo com ES estabelecida (Tabela 3).

Quando avaliamos a frequéncia de piora dos parametros da CPU panoramica,
observamos que 17,6% dos pacientes com ES precoce e 35% dos pacientes com ES
estabelecida apresentaram aumento do numero de megacapilares ao longo do
seguimento. Adicionalmente, 11,8% dos pacientes com ES precoce e 63,3% dos pacientes
com ES estabelecida apresentaram aumento do grau de desvascularizacdo. Qualquer
piora dos parametros da CPU panoramica foi observada em 55,9% dos pacientes com ES

precoce e em 91,7% dos pacientes com ES estabelecida (Tabelas 4 e 5).

Segundo avaliagao por videocapilaroscopia, 32,4% dos pacientes com ES precoce
e 45% dos pacientes com ES estabelecida apresentaram aumento do numero de
megacapilares ao longo do seguimento. Cerca de 23,5% dos pacientes com ES precoce e
61,7% dos pacientes com ES estabelecida apresentaram aumento do grau de

desvascularizagdo. Qualquer piora dos parametros da videocapilaroscopia foi observada
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em 67,6% dos pacientes com ES precoce e em 95% dos pacientes com ES estabelecida

(Tabelas 4 e 5).

Tabela 3 — Parametros analisados através da capilaroscopia periungueal (CPU)

panoramica e videocapilaroscopia durante o seguimento dos pacientes com ES

precoce e estabelecida

ES precoce (34) ES estabelecida (60)
TO0 T1 P T0 T1 p
CPU panoramica
Numero de
capilares/mm 9,38+ 0,67 9,21 +0,88 0,18 8,06 + 1,64 7,26 £1,76 <0,001
Numero de capilares
ectasiados 1,14 + 1,08 1,44 +1,23 0,01 3,16 £ 2,69 3,97 £ 2,64 0,01
Numero de
megacapilares 0,06 +0,12 0,08 + 0,21 0,57 0,61+0,82 0,88 + 1,07 <0,001
Numero de
microhemorragias 0,34 £ 0,65 0,49 + 0,66 0,09 0,86 +1,54 0,92 +1,56 0,22
Numero de capilares
ramificados 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,00 0,01 +£0,04 0,09 £ 0,23 0,01
Escore de
desvascularizagao 0,20+ 0,31 0,21 +0,36 0,91 1,10+ 0,80 1,48 £ 0,92 <0,001
Videocapilaroscopia
Numero de
capilares/mm 9,41+ 0,94 9,28+ 1,36 0,41 758+1,71 6,71+1,78 <0,001
Numero de capilares
ectasiados/mm 0,55%+0,53 1,16+0,97 <0001 1,04+0,82 1,72+0,81 <0,001
Numero de
megacapilares/mm 0,03x0,10 0,17£0,35 0,01 0,24+0,34 0,53+0,60 <0,001
Numero de
microhemorragias/mm 0,35+0,54 0,25%0,26 0,46 0,44+0,89 0,30+0,35 0,98
Numero de capilares
ramificados/mm 0,00+ 0,00 0,01 0,03 0,10 0,03+0,08 0,03+0,08 0,76
Escore de
desvascularizagdo/mm 0,41+0,38 0,41+ 0,48 0,98 1,14+0,58 1,38+0,68 <0,001
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Tabela 4 — Frequéncia de piora dos parametros da capilaroscopia periungueal (CPU)

panoramica e videocapilaroscopia durante o seguimento dos pacientes com ES

precoce

Frequéncia de piora

CPU panoramica

Redugdo < 0,5 na média do nimero da capilares/mm
Aumento > 0,3 na média do nimero de capilares ectasiados
Aumento > 0,1 na média do nimero de megacapilares
Aumento > 0,2 na média do grau de desvascularizagdo

Qualquer piora

10 (29,4%)
17 (50%)
6 (17,6%)
4(11,8%)

19 (55,9%)

Videocapilaroscopia

Reducdo < 0,5 na média do nimero da capilares/mm
Aumento > 0,3 na média do numero de capilares ectasiados
Aumento > 0,1 na média do numero de megacapilares
Aumento > 0,2 na média do grau de desvascularizagdo

Qualquer piora

12 (35,3%)
21(61,8%)
11 (32,4%)
8(23,5%)

23 (67,6%)
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Tabela 5 — Frequéncia de piora dos parametros da capilaroscopia periungueal (CPU)

panoramica e videocapilaroscopia durante o seguimento dos pacientes com ES

estabelecida

Frequéncia de piora

CPU panoramica

Redugdo < 0,5 na média do nimero da capilares/mm
Aumento > 0,3 na média do nimero de capilares ectasiados
Aumento > 0,3 na média do nimero de megacapilares
Aumento > 0,2 na média do grau de desvascularizagdo

Qualquer piora

40 (66,7%)
40 (66,7%)
21 (35%)
38(63,3%)

55 (91,7%)

Videocapilaroscopia

Reducdo < 0,5 na média do nimero da capilares/mm
Aumento > 0,3 na média do numero de capilares ectasiados
Aumento > 0,3 na média do numero de megacapilares
Aumento > 0,2 na média do grau de desvascularizagdo

Qualquer piora

41 (68,3%)
43 (71,7%)
27 (45%)
37 (61,7%)

57 (95%)
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4.2.2 Laser Doppler imaging

Nos pacientes com ES estabelecida observamos uma piora do fluxo de polpa digital
(FPD) medido antes (324,53 £ 163,25 para 208,7 + 106 UP; p<0,001) e 20 minutos apds o
estimulo frio (300,78 + 168,23 para 193,36 + 101,60 UP; p<0,001) através do laser Doppler
imaging (LDI) ao longo do seguimento de 3 anos. Nao foi observada diferenca entre os

valores de FPD nos pacientes com ES precoce ao longo do seguimento (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de fluxo de polpa digital (FPD) medidos através do laser Doppler

imaging (LDI) durante o seguimento dos pacientes com ES precoce e estabelecida

ES precoce (34) T0 T1 P
FPD pré EF 363,1 + 160,38 290,45 +172,14 0,12
FPD pds EF 20 minutos 305,29 + 205,67 274,76 £ 174,84 0,15
ES estabelecida (60) T0 T1 P
FPD pré EF 324,53 £163,25 208,7 + 106 <0,001
FPD pds EF 20 minutos 300,78 + 168,23 193,36 +£101,60 <0,001

EF: estimulo frio
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4.2.3 Dosagem sérica de fator de von Willebrand (fvW)

RESULTADOS

A dosagem do fator de von Willebrand (fvW) mostrou aumento significativo dos

seus niveis tanto nos pacientes com ES precoce (152,38 £ 49,37 para 216,41 + 82,42,
p<0,001) quanto nos pacientes com ES estabelecida (147,13 + 47,86 para 199,62 + 64,54;

p<0,001) ao longo do seguimento de 3 anos (Tabela 7).

Tabela 7 — Niveis séricos de fator de von Willebrand (fvW) durante o seguimento dos

pacientes com ES precoce e estabelecida

ES precoce (34) T0 T1 P
fvW (%) 152,38 + 49,37 216,41 £ 82,42 < 0,001
ES estabelecida (60) T0 T1 P
fvW (%) 147,13 + 47,86 199,62 + 64,54 < 0,001
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4.3 Fatores de risco para desenvolvimento de doenga estabelecida em pacientes

com ES precoce

Dos 34 pacientes com ES precoce, 8 (23,5%) desenvolveram doenga
estabelecida no periodo compreendido entre a avaliag&o inicial (TO) e final (T1). Na analise
univariada, a frequéncia de puffy fingers na avaliagéo clinica inicial foi significativamente
maior nos pacientes que desenvolveram ES estabelecida em comparagdo ao grupo que
nao desenvolveu (p=0,01) (Tabela 8). Adicionalmente, um numero maior de pacientes que
evoluiu para ES estabelecida apresentou padrao ativo ou tardio na CPU na avaliagcao
inicial (p=0,01). Na analise multivariada, padréo ativo ou tardio na CPU foi fator de risco
independente para desenvolvimento de ES estabelecida (OR=30,0 [IC de 95%: 2,1-421,1],
p=0,01).

Além disso, a propor¢do de pacientes que evoluiu com aumento do numero de
megacapilares (p=0,02) e de piora do grau de desvascularizagao (p=0,002) na CPU
panoramica foi maior entre os pacientes que evoluiram para ES estabelecida. Observou-se
também tendéncia a maior numero de capilares ectasiados no TO tanto na CPU quanto na
videocapilaroscopia e a aumento do niumero de megacapilares na videocapilaroscopia no
grupo de pacientes que evoluiu para ES estabelecida (Tabela 9). Na analise multivariada
de carater exploratério, aumento do numero de megacapilares na CPU panoramica
(OR=12,0 [IC de 95%: 1,6-88,7], p=0,02) e na videocapilaroscopia (OR=5,6 [IC de 95%:
1,0-30,3], p=0,04) foram fatores preditores independentes para desenvolvimento de ES

estabelecida
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Tabela 8 - Fatores de risco na avaliagdo inicial para desenvolvimento de doenca

estabelecida em pacientes com ES precoce — analises univariada e multivariada

Nao desenvolveu

Parametros ES estabelecida Desenvolyeu ES A.néli.se ArTéIis.e
(26) estabelecida (8) univariada multivariada
i i (95C°)/:{IC)
Idade, média £ DP (anos) 53,08 + 14,09 52,75+7,34 0,93
Sexo, n (%) feminino 24 (92,3%) 8 (100%) 1,00
masculino 2(7,7%) 0(0,0%)
Tempo de FRy, média + DP (anos) 10,42 + 7,43 11,25+8,81 0,82
Puffy fingers, n (%) 0(0,0%) 3(37,5%) 0,01
Esclerodactilia, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Telangiectasias, n (%) 1(3,8%) 0(0,0%) 1,00
Ulceras digitais, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Microcicatrizes, n (%) 0(0,0%) 1(12,5%) 0,24
Reabsorgdo de polpa, n (%) 0(0,0%) 0(0,0%) n/a
HAP, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Intersticiopatia, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
CVF < 70%, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Disfungdo diastdlica, n (%) 3(8,8%) 0(0,0%) 1,00
Acometimento esofagico, n (%) 0(0,0%) 0(0,0%) n/a
Anti-RNA polimerase Ill, n (%) 4 (15,4%) 1(12,5%) 1,00
Anti-Scl-70, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Anti-centromero, n (%) 8(30,8%) 4 (50%) 0,41
AutoAc especifico para ES, n (%) 10 (38,5%) 5(62,5%) 0,42
FAN, n (%) 17 (65,4%) 6 (75%) 1,00
Fator de von Willlebrand, média + DP 155,93 + 47,45 140,87 + 57,05 0,46
30.0

Padrdo CPU, n (%) precoce 15 (93,8%) 2 (33,3%) 0,01 0,01 (2.1-421.1)

ativo/tardio 1(6,3%) 4 (66,6%)
Laudo CPU, n (%) normal 6(23,1%) 0(0,0%) 0,31

microangiopatia

inespecifica 4 (15,4%) 2 (25%)

padrio SD 16 (61,5%) 6 (75%)
AutoAc especifico ES + padrdo SD,
n(%) 2(7,7%) 3(37,5%) 0,07

HAP: hipertensao arterial pulmonar; CVF: capacidade vital forgcada; FAN: fator antinucleo
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Tabela 9 — Parametros avaliados pela capilaroscopia periungueal (CPU) panoramica,

videocapilaroscopia e Jlaser Doppler imaging e desenvolvimento de doenca

estabelecida em pacientes com ES precoce — analise univariada

Parametros

Nao desenvolveu ES
estabelecida (26)

Desenvolveu ES
estabelecida (8)

Andlise univariada

P
Capilaroscopia panoramica

Microhemorragias TO, média + DP 0,40+0,72 0,16 £ 0,27 0,77
Numero de capilares/mm T0, média + DP 9,46 + 0,57 9,13+ 0,95 0,22
Piora do nimero de capilares/mm, n (%) 7 (26,9%) 3(37,5%) 0,67
Ramificados TO, média + DP 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,00
Ectasiados TO, média + DP 0,93+0,77 1,8+1,67 0,05
Piora ectasiados, n (%) 11 (42,3%) 6 (75%) 0,23
Megacapilares TO, média + DP 0,03 +0,07 0,16+ 0,19 0,11
Piora megacapilares, n (%) 2(7,7%) 4 (50%) 0,02
Desvascularizagdo TO, média + DP 0,15+0,22 0,38+0,50 0,26
Piora desvascularizacdo, n (%) 0(0,0%) 4 (50%) 0,002
Videocapilaroscopia

Microhemorragias TO, média + DP 0,04 + 0,06 0,10+0,12 0,10
NUmero de capilares/mm T0, média + DP 9,60+0,79 8,80+1,17 0,10
Piora nimero de capilares/mm, n (%) 8(30,8%) 4 (50%) 0,41
Ramificados TO, média + DP 0(0,0%) 0 (0,0%) 1,00
Ectasiados TO, média + DP 0,45+0,44 0,86+ 0,69 0,06
Piora ectasiados, n (%) 14 (53,8%) 7 (87,5%) 0,12
Megacapilares TO, média + DP 0,00 +0,01 0,12+0,17 0,14
Piora megacapilares, n (%) 6(23,1%) 5(62,5%) 0,08
Desvascularizagdo TO, média + DP 0,36 +0,35 0,58 +0,46 0,16
Piora desvascularizagao, n (%) 5(19,2%) 3(37,5%) 0,36
FPD pré EF TO, média + DP 372,42 £ 160,96 332,79+ 165,41 0,55

LDI: laser Doppler imaging; EF: estimulo frio
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4.4 Fatores de risco para desenvolvimento de Ulceras digitais em pacientes com ES

estabelecida

Durante o acompanhamento dos pacientes com ES estabelecida foi verificado que,
dos 60 pacientes avaliados inicialmente, dois apresentavam Ulceras isquémicas ativas de
polpa digital na avaliagéo inicial. Entre os 58 restantes, 10 (17,2%) evoluiram com novas
ulceras digitais no seguimento. Na analise univariada, novas ulceras foram mais frequentes
em pacientes do sexo masculino (p=0,01), com forma clinica difusa (p=0,04) e com maior
escore cutdaneo de Rodnan (p=0,01) no TO (Tabela 10). Além disso, pacientes que
desenvolveram Ulceras ativas apresentaram menor numero de capilares por mm e maior
grau de desvascularizagdo observados tanto na CPU panoramica (p=0,04 e p=0,01,
respectivamente) quanto na videocapilaroscopia (p=0,02 e p=0,03, respectivamente),
maior niumero de megacapilares na videocapilaroscopia (p=0,04) e menor FPD no LDI
(p=0,03) no TO. Piora do numero de megacapilares na CPU panoramica também foi mais
frequente nos pacientes que evoluiram com ulceras digitais (p=0,02 na analise univariada).
Houve uma tendéncia a niveis mais elevados do fator de von Willebrand nos pacientes
com ulceras digitais em comparagao aos pacientes que nao evoluiram com ulceras digitais
(Tabelas 10 e 11). Na analise multivariada, observamos que piora do numero de
megacapilares tanto na CPU panoramica (OR=8,69 [IC de 95%: 1,28-58,98], p=0,03)
quanto na videocapilaroscopia (OR=6,92 [IC de 95%: 0,94-50,79], p=0,049), sexo
masculino (OR=40,55 [IC de 95%: 3,38-486,20], p=0,01) e niveis elevados de fvW (OR=
1,03 [IC de 95%: 1,00-1,06], p=0,03) foram fatores preditores independentes para

desenvolvimento de novas ulceras isquémicas digitais (Tabelas 10 e 11).
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Tabela 10 - Fatores de risco na avaliagao inicial para desenvolvimento de novas

ulceras digitais em pacientes com ES estabelecida — analises univariada e
multivariada
Ndo
Desenvolveu L1 L1
desenvolveu , . Analise Analise
, . ... Ulceras digitais . .
Ulceras digitais (10) univariada multivariada
Parametros (48)
OR
P P (95% IC)
Idade, média + DP (anos) 54,42 + 14,20 52,30+ 14,18 0,67
40,55
Sexo, n (%) feminino 46 (95,8%) 6 (60,0%) 0,01 0,01 (3,38-486,20)
masculino 2 (4,2%) 4 (40,0%)
Tempo de Fry, média + DP (anos) 14,56 £ 10,01 15,10+12,74 0,99
Tempo de doenc¢a, média + DP (anos) 10,63 + 8,66 12,44 + 7,06 0,21
Forma cutédnea difusa 15 (31,9%) 7 (70,0%) 0,04
limitada 32 (68,1%) 3 (30,0%)
Escore cutaneo, média + DP 5,60+5,18 10,30+ 7,69 0,01
Puffy fingers, n (%) 2 (4,2%) 1(10,0%) 0,44
Esclerodactilia, n (%) 45 (93,8%) 10 (100,0%) 1,00
Telangiectasias, n (%) 23 (47,9%) 6 (60,0%) 0,49
Ulceras digitais, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n/a
Microcicatrizes, n (%) 25 (52,1%) 8 (80,0%) 0,16
Necrose ou amputagao, n (%) 1(2,1%) 0 (0,0%) 1
HAP, n (%) 1 (100%) 0 (0,0%) 1,00
Intersticiopatia, n (%) 21 (43,8%) 6 (60%) 0,49
CVF < 70%, n (%) 8(21,1%) 0 (0%) 0,32
Disfungdo diastdlica, n (%) 16 (34%) 2 (20%) 0,48
Acometimento esofagico, n (%) 26 (55,3%) 8 (80%) 0,18
Anti-RNA polimerase lll, n (%) 4 (8,9%) 2 (20,0%) 0,30
Anti-Scl-70, n (%) 3(6,3%) 1(10,0%) 0,54
Anti-centromero, n (%) 13 (27,1%) 3 (30,0%) 1,00
AutoAc especifico para ES, n (%) 20 (41,7%) 5 (50,0%) 0,73
FAN, n (%) 46 (95,8%) 10 (100,0%) 1,00
Padrdo CPU, n (%) precoce 16 (34,8%) 2 (20,0%) 0,60
ativo 21 (45,7%) 5(50,0%)
tardio 9(19,6%) 3 (30,0%)
Laudo CPU, n (%) normal 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,00
microangiopatia
inespecifica 2 (4,2%) 0 (0,0%)
padrdo SD 46 (95,8%) 10 (100,0%)
1,03
Fator de von Willlebrand, média +
DP 141,20+ 47,19 174,05+ 43,58 0,05 0,03 (1,00-1,06)

HAP: hipertensao arterial pulmonar; CVF: capacidade vital forgada; FAN: fator antintcleo
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Tabela 11 - Parametros avaliados pela capilaroscopia periungueal (CPU) panoramica,
videocapilaroscopia e laser Doppler imaging e desenvolvimento de novas ulceras

digitais em pacientes com ES estabelecida — analises univariada e multivariada

Ndo
desenvolveu Desenvolveu
Ulceras digitais Ulceras Analise

Parametros (48) digitais (10) univariada Andlise multivariada

OR

P P (95% IC)

Capilaroscopia panoramica
Microhemorragias TO, média + DP 0,89+ 1,67 0,84 £ 0,94 0,53
Numero de capilares/mm T0, média + DP 8,29+ 1,58 7,14+ 1,51 0,04
Piora ndmero de capilares/mm, n (%) 34 (70,8%) 6 (60%) 0,48
Ramificados TO, média + DP 0,01 +0,05 0,00+ 0,00 0,42
Ectasiados TO, média + DP 2,93 + 2,46 4,70 + 3,51 0,06
Piora ectasiados, n (%) 32 (66,7%) 6 (60,0%) 0,72
Megacapilares TO, média + DP 0,54 +0,81 1,02+ 0,84 0,06

8,69
Piora megacapilares, n (%) 13 (27,1%) 7 (70,0%) 0,02 0,03 (1,28-58,98)
Desvascularizagdo TO, média + DP 1,00+ 0,76 1,68+0,78 0,01
Piora desvascularizagdo, n (%) 32 (66,7%) 5 (50,0%) 0,47
Videocapilaroscopia
MicrohemorragiasTO, média + DP 0,08 +0,15 0,10+0,10 0,30
Numero de capilares/mm T0, média + DP 7,83 +1,65 6,47 + 1,52 0,02
Piora nimero de capilares/mm, n (%) 36 (75%) 4 (40%) 0,06
Ramificados TO, média + DP 0,01+0,02 0,00 £ 0,00 0,20
Ectasiados TO, média + DP 0,98 £ 0,81 1,40+0,91 0,15
Piora ectasiados, n (%) 35(72,9%) 6 (60,0%) 0,46
Megacapilares TO, média + DP 0,19+0,31 0,44+0,43 0,04

6,92
Piora megacapilares, n (%) 19 (39,6%) 7 (70,0%) 0,10 0,049 (0,94-50,79)
Desvascularizagdo TO, média + DP 1,05+0,57 1,48 + 0,49 0,03
Piora desvascularizagao, n (%) 25 (52,1%) 4 (40%) 0,49
FPD pré EF TO, média + DP 348,89 + 224,29 0,03

160,98 150,59

LDI: laser Doppler imaging; EF: estimulo frio
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4.5 Fatores de risco para doenca pulmonar intersticial em pacientes com ES
estabelecida

Dos 60 pacientes incluidos, 8 ja possuiam diagndstico prévio de doenga pulmonar
intersticial (DPI) definida como CVF < 70%. Dentre os outros pacientes que realizaram a
PFP e possuiam CVF > 70% na avaliacao inicial, apenas 4 desenvolveram DPI. Devido ao

pequeno numero de pacientes com dados para analise, a mesma nao foi realizada.
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4.6 Fatores de risco para progressao da doenga em pacientes com ES estabelecida

Dos 60 pacientes avaliados apds 3 anos, 46,7% apresentaram progressao da
doenga. Destes, 13 (21,7%) apresentaram piora do escore cutdneo de Rodnan maior de
que 20%, 5 (8,3%) apresentaram queda maior do que 10% da capacidade vital forgada, 13
(21,7%) ocorréncia de novas ulceras digitais ou microcicatrizes, 3 (5%) ocorréncia de

intersticiopatia na TCAR de torax, e 1 (1,7%) ocorréncia de HAP.

Na analise univariada observamos maior frequéncia de acometimento cutaneo
difuso, maior frequéncia de anti-Scl-70 positivo e maior frequéncia de piora do numero de
capilares/mm avaliada através da CPU panoramica nos pacientes que tiveram progressao
da doencga (p=0,045, p=0,04, p=0,04, respectivamente) (Tabela 12 e 13). Os valores de
FPD pré EF no TO avaliados pelo LDI foram significativamente menores nos pacientes com
progressao da doenga em comparacao aqueles que nao apresentam progressao (p=0,02).
Na analise multivariada, foi observado que menor FPD no TO (OR=0,99 [IC de 95%: 0,99-
1,00], p=0,03), acometimento cutaneo difuso (OR= 3,00 [IC de 95%: 1,01-8,93], p=0,048) e
piora do numero de capilares/mm avaliada pela CPU panoramica (OR= 3,48 [IC de 95%:
1,04-11,61], p=0,04) foram fatores preditores independentes para progressdo da doenca
em pacientes com ES estabelecida (Tabelas 12 e 13).
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Tabela 12 - Fatores de risco na avaliagao inicial para progressao geral da doenca em

pacientes com ES estabelecida — analises univariada e multivariada

Nao progrediu Progrediu Andlise Andlise
Parametros doenca (32) doenca (28) univariada multivariada
p p OR (95% IC)
Idade, média + DP (anos) 56,66 + 12,89 51,86 + 15,33 0,19
Sexo, n (%) feminino 30(93,8%) 24(85,7%) 0,40
masculino 2(6,3%) 4(14,3%)
Tempo de Fry, média + DP (anos) 16,72 + 11,31 12,07 £ 8,41 0,10
Tempo de doenga, média + DP
(anos) 12,13 +9,94 9,31+5,55 0,42
3,00(1,01-
Forma cutdnea difusa 8(25,0%) 14(50,0%) 0,045 0,048 8,93)
limitada 24(75,0%) 14(50,0%)
Escore cutaneo, média + DP 5,69 + 5,64 7,00 + 6,06 0,31
Puffy fingers, n (%) 1(3,1%) 2(7,1%) 0,59
Esclerodactilia, n (%) 30(93,8%) 27(96,4%) 1,00
Telangiectasias, n (%) 15(46,9%) 16(57,1%) 0,43
Ulceras digitais, n (%) 1(3,1%) 1(3,1%) 1,00
Microcicatrizes, n (%) 19(59,4%) 16(57,1%) 0,86
Necrose ou amputagdo, n (%) 2(6,3%) 0(0,0%) 0,49
HAP, n (%) 1 (100%) 0(0,0%) 1,00
Intersticiopatia, n (%) 12 (37,5%) 16 (57,1%) 0,13
CVF < 70%, n (%) 3(11,1%) 5 (25%) 0,26
Disfuncgdo diastdlica, n (%) 10 (31,3%) 8(29,6%) 0,89
Acometimento esofagico , n (%) 18 (56,3%) 18 (66,7%) 0,41
Anti-RNA polimerase Ill, n (%) 3(11,5%) 3(10,0%) 1,00
Anti-Scl-70, n (%) 0(0,0%) 4(14,3%) 0,04
Anti-centromero, n (%) 10(31,3%) 8(28,6%) 1,00
AutoAc especifico para ES, n (%) 13 (40,6%) 14(50,0%) 0,47
FAN, n (%) 31(96,9%) 27(96,4%) 1,00
Padrdo CPU, n (%) precoce 12(40,0%) 7(25,0%) 0,38
ativo 11(36,7%) 15(53,6%)
tardio 7(23,3%) 6(21,4%)
Laudo CPU, n (%) normal 0(0,0%) 0(0,0%) 0,49
microangiopatia
inespecifica 2(6,3%) 0(0,0%)
padrao SD 30(93,8%) 28(100,0%)
Fator de von Willlebrand, média
+ DP 136,39 + 53,17 159,42 + 38,30 0,06

HAP: hipertensao arterial pulmonar; CVF: capacidade vital forgcada; FAN: fator antinucleo
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Tabela 13 - Parametros avaliados pela capilaroscopia periungueal (CPU) panoramica,

videocapilaroscopia e laser Doppler imaging e progressao geral da doenga em

pacientes com ES estabelecida — analises univariada e multivariada

Ndo progrediu Progrediu Analise Analise
Parametros doenca (28) doencga (32) univariada multivariada
p p OR (95% IC)

Capilaroscopia panoramica

Microhemorragias TO, média £

DP 0,96+1,72 0,74+1,34 0,76

Nimero de capilares/mm TO, média + DP 8,22+ 1,69 7,87 +1,60 0,41

Piora nimero de capilares/mm, 3,48 (1,04-

n (%) 15 (53,6%) 25 (78,1%) 0,04 0,04 11,61)

Ramificados TO, média + DP 0,01 +0,06 0,00 £ 0,02 0,62

Ectasiados TO, média + DP 2,81+2,71 3,58 + 2,67 0,27

Piora ectasiados, n (%) 20(62,5%) 20(71,4%) 0,46

Megacapilares TO, média + DP 0,49 +0,81 0,76 £ 0,82 0,20

Piora megacapilares, n (%) 15(46,9%) 19(67,9%) 0,10

Desvascularizagdo TO, média =

DP 0,94+0,74 1,29+0,85 0,09

Piora desvascularizagdo, n (%) 16 (57,1%) 22 (68,8%) 0,35

Videocapilaroscopia

Microhemorragias TO, média +

DP 0,45+ 0,80 0,43 +£0,99 0,56

NUmero de capilares/mm T0, média + DP 7,80+ 1,65 7,32+1,76 0,28

Piora nimero de capilares/mm, n (%) 21 (75%) 20 (62,5%) 0,30

Ramificados TO, média + DP 0,03+0,10 0,02 £ 0,06 0,79

Ectasiados TO, média + DP 0,86 +£0,78 1,26 £ 0,83 0,06

Piora ectasiados, n (%) 22(68,8%) 21(75,0%) 0,59

Megacapilares TO, média + DP 0,18+0,34 0,30+0,34 0,17

Piora megacapilares, n (%) 18(56,3%) 21(75,0%) 0,13

Desvascularizagdo TO, média =

DP 1,04 £ 0,56 1,25+0,58 0,16

Piora desvascularizagao, n (%) 11 (39,3%) 18 (56,3%) 0,19
0,995
(0,991-

FPD pré EF TO, média + DP 369,74 £ 154,96 272,86 = 159,60 0,02 0,01 0,999)

LDI: laser Doppler imaging; EF: estimulo frio
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No presente estudo, foram avaliados de forma prospectiva, aspectos clinicos e
relacionados a microangiopatia periférica tanto em pacientes com ES precoce quanto em
pacientes com doencga ja estabelecida em um seguimento de 3 anos. Em especial, a
relevancia dos métodos utilizados para avaliacdo de aspectos anatdomicos e funcionais da

microcirculagado como preditores de progressao de doenga foram avaliados extensamente.

Desde a classificagdo de Le Roy e Medsger (20) publicada em 2001, tem se dado
cada vez mais importancia para a investigacao de fatores de risco para o desenvolvimento
de ES em pacientes com FRy que possuam autoanticorpos especificos e/ou alteragbes
capilaroscopicas tipicas de ES. Apds a publicacdo dos novos critérios de classificagao de
ES de 2013, o conceito de ES precoce vem sofrendo alteragdes, ja que uma proporg¢ado dos
pacientes com ES precoce segundo a definigio de LeRoy e Medsger passaram a
preencher os critérios de 2013 e ndo podem mais ser classificados como ES precoce. No
entanto, uma parcela dos pacientes continua a ndo preencher os critérios do ACR/EULAR

de 2013 e permanece sendo classificado como ES precoce.

Neste subgrupo de pacientes, observamos que a capilaroscopia foi um método
capaz de identificar pacientes com risco de desenvolvimento de doenga estabelecida. A
presenca de padrao ativo ou tardio na capilaroscopia periungueal conferiu risco para o
desenvolvimento de doencga estabelecida 30 vezes maior em um seguimento de 3 anos.
Além disso, aumento do numero de megacapilares e piora do grau de desvascularizagao
foram mais frequentes nos individuos que desenvolveram ES estabelecida pela analise
univariada. Portanto, podemos sugerir que uma microangiopatia mais grave na

capilaroscopia periungueal pode estar associada a evolucao para ES estabelecida.

Em nosso estudo, 23,5% dos pacientes com ES precoce desenvolveram ES
estabelecida durante o acompanhamento. Alguns estudos prospectivos avaliaram a
incidéncia de ES no seguimento de pacientes com FRy e enfatizaram o papel da
capilaroscopia na identificagdo de individuos com risco de desenvolvimento de ES (21, 25-
27, 44, 57-60). Nesses estudos, a frequéncia de progressao para ES variou de 17,3% (44)
para 92% (57) dos pacientes.

Em 2008, Koenig et al observaram que 47% dos 140 pacientes com padréo SD na
CPU panoramica e/ou autoanticorpos especificos para ES, classificados como ES precoce,
evoluiram para ES estabelecida em 5 anos. Neste estudo, positividade para FAN e auto-
anticorpos especificos da ES, além de presenca de capilares dilatados e de
desvascularizagdo na CPU, foram fatores preditores para desenvolvimento de ES
estabelecida (21). No mesmo ano, Ingegnoli et al observaram que 18 dos 104 pacientes

com FRy que ndo preenchiam critérios para doenca reumatoldgica autoimune
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desenvolveram ES em uma mediana de 3 anos de acompanhamento (44). Neste estudo,
presenca de megacapilares, microhemorragias e o numero de capilares menor do que 7
por mm foram associados ao desenvolvimento de doenca do espectro da ES. Em outro
estudo publicado em 2012, pesquisadores observaram que 92% dos pacientes com ES
precoce, com padrdao SD na CPU e/ou autoanticorpos especificos para ES, evoluiram para
ES estabelecida em um seguimento de 5 anos (57). Entretanto, 48,7% dos pacientes com
ES precoce tinham uma ou mais alteragdes funcionais no ecocardiograma, manometria e
prova de fung¢do pulmonar (57). Em outro estudo do mesmo grupo, 52,3% dos pacientes
com padrdo SD e positividade para estes autoanticorpos evoluiram para doenca
estabelecida em um seguimento de 3 anos (60). Comparado aos estudos anteriores,
observamos uma frequéncia menor de pacientes com ES precoce que evoluiram para ES
estabelecida. Entretanto, nossa amostra de individuos com ES precoce apresentou menor
frequéncia de acometimento visceral, com apenas 8,8% dos pacientes com disfungéo
diastdlica observada inicialmente no ecocardiograma e nenhum paciente com esofagopatia

ou intersticiopatia.

Adicionalmente, a variagdo na frequéncia de desenvolvimento de ES entre os
diferentes estudos pode estar relacionada a diferengcas no tempo de acompanhamento e
na definicdo de ES precoce. Além disso, parte desses estudos foi realizada antes da
publicacdo dos novos critérios ACR / EULAR de 2013 para ES, e € possivel que uma
parcela desses pacientes seja classificada como ES estabelecida na avaliacao inicial,

utilizando os novos critérios.

Tais estudos também observaram maior risco de progressdo de ES precoce para
estabelecida em pacientes que apresentavam maior grau de desvascularizacdo na
capilaroscopia periungueal (57). Em nosso estudo, encontramos também uma maior
frequéncia de piora do grau de desvascularizacdo observado na CPU panoramica entre os
pacientes com ES precoce que evoluiram para ES estabelecida. No presente estudo, a
positividade de autoanticorpos associados a ES e sua associacdo com padrdao SD nao
conferiram risco para o desenvolvimento de ES estabelecida, o que nao esta de acordo
com estudos prévios (21, 60). Observamos que 62,5% dos pacientes que desenvolveram
ES apresentavam positividade para autoanticorpos especificos para ES e 37,5%
apresentavam associagio desses autoanticorpos com padrao SD na avaliagao inicial, no
entanto, ndo encontramos uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos que
desenvolveram e nado desenvolveram doenga estabelecida. Tal achado pode ser
decorrente do menor nimero de individuos em nossa amostra. Além disso, de forma

inesperada, anti-Scl70 nao foi observado entre os pacientes de nossa coorte.
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Além do estudo pioneiro de Koenig et al (21), este é o primeiro estudo a avaliar a
progressdo das alteragbes capilaroscopicas em pacientes com ES precoce.
Interessantemente, Koenig et al observaram que a frequéncia do padrdao SD aumentou de
58% para 88% nos pacientes que apresentaram progressao para ES estabelecida durante
o acompanhamento. Especificamente, houve um aumento na frequéncia de capilares
ectasiados e perda capilar. Neste estudo, dilatagcdo capilar e desvascularizacao
observados na avaliagdo inicial conferiram maior risco para o desenvolvimento de ES

estabelecida.

Em nosso estudo, o padrao SD foi observado em 75% dos pacientes que evoluiram
para ES estabelecida, e ndo houve um aumento na frequéncia do padrao SD durante o
seguimento. No entanto, em conformidade com o estudo de Koenig et al (21), houve piora
nos parametros da capilaroscopia em mais da metade dos pacientes durante o
seguimento. Particularmente, a frequéncia dos padrdes ativo e tardio aumentou de 22,7%
para 40,9% e foi associada a um maior risco de desenvolvimento de ES. Esses achados
sugerem que pacientes com ES precoce com padrdo de SD apresentam uma progressao
da microangiopatia, especialmente com piora da dilatagdo capilar, assim como piora da

desvascularizagio.

Em nossa amostra, pacientes com ES precoce que evoluiram para ES estabelecida
apresentavam maior propor¢cao de puffy fingers na avaliagao inicial. Tal observacao esta
de acordo com estudo publicado em 2011, baseado em consenso de especialistas do
EUSTAR, no qual puffy fingers foi considerado um dos fatores importantes para o
diagnostico precoce da ES (22). Uma analise preliminar publicada recentemente destacou
a importancia de puffy fingers para a investigacdo de ES precoce em pacientes com FRy
(61).

Dentre os individuos com ES precoce avaliados, 3 pacientes (8,8%) apresentavam
disfuncédo diastdlica no inicio do estudo. No entanto, ndo houve diferenca entre as
freqiiéncias de disfuncao diastélica nos grupos que desenvolveram e nao desenvolveram
doenga estabelecida, sugerindo que esse achado ecocardiografico também pode ser
secundario a outras condigbes, como a cardiomiopatia hipertréfica hipertensiva. Também
observamos um aumento significativo na proporgdo de pacientes com dismotilidade
esofagica durante o acompanhamento (nenhum no inicio até 14 no final do seguimento).
Entretanto, apenas 3 desses pacientes que desenvolveram esofagopatia progrediram para

ES estabelecida.

No grupo dos pacientes com ES estabelecida optamos por avaliar fatores de risco

associados a progressdo geral da doenga (avaliada mediante exame clinico, prova de
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funcdo pulmonar e tomografia computadorizada de térax), desenvolvimento de novas
Ulceras digitais e desenvolvimento de pneumopatia intersticial. Outras manifestagdes,
como HAP e crise renal esclerodérmica, ndo foram avaliadas devido ao pequeno numero

de pacientes que desenvolveram tais manifesta¢cdes ao longo do seguimento.

A anadlise dos pacientes com ES estabelecida evidenciou que sexo masculino,
niveis séricos elevados de fvW e aumento do numero de megacapilares tanto na CPU
panoramica quanto na videocapilaroscopia foram fatores preditores independentes para o
desenvolvimento de novas Ulceras digitais ao longo do seguimento de 3 anos. Varios
estudos prospectivos anteriores avaliaram a influéncia dos parametros analisados na
capilaroscopia no desenvolvimento de Ulceras digitais em pacientes com ES estabelecida
(29, 30, 62). A presenga do sexo masculino como fator de risco para desenvolvimento de
Ulceras digitais neste grupo de pacientes ja foi estudada anteriormente (63, 64). Em um
estudo publicado recentemente, pacientes com ES mais jovens e do sexo masculino
apresentaram maior incidéncia de ulceras digitais ao longo de um seguimento de 10 anos.
Entretanto, apenas a positividade para anti-topoisomerase | foi associada ao
desenvolvimento de novas Ulceras digitais, na analise multivariada (63). Em 2016, Silva et
al observaram que a presenca de padrao tardio na videocapilaroscopia foi associada a
novos eventos de Ulceras digitais em pacientes com ES estabelecida (29). Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Smith et al , no qual foi observado que a
chance de pacientes com ES estabelecida com padrao tardio na videocapilaroscopia de
desenvolver ulceras digitais ao longo de 2 anos é cerca de 15 vezes maior, quando
comparado a pacientes com ES com padrao normal na videocapilaroscopia (30). Ja outro
estudo publicado em 2009 observou que presenga de maior numero de megacapilares na
avaliacao inicial de pacientes com ES foi fator preditor para desenvolvimento de novas
Ulceras digitais nesses individuos, na analise univariada, ao longo de um seguimento de 3
meses. O mesmo grupo de pesquisadores propds um indice de avaliagdo do risco de
desenvolvimento de novas ulceras (62). Em nosso estudo, ndo houve influéncia do padrao
da capilaroscopia no desenvolvimento de novas Ulceras digitais em pacientes com ES.
Observamos, porém, que pacientes com ES que desenvolveram novas Ulceras digitais
apresentavam maior grau de desvascularizagdo na capilaroscopia periungueal e menor
fluxo de polpa digital avaliado pelo laser Doppler imaging na analise univariada. O unico
parametro da CPU panoramica e videocapilaroscopia preditor para desenvolvimento de
novas ulceras digitais nos individuos com ES foi aumento do numero de megacapilares, na
andlise multivariada. Tal achado sugere que a dilatacdo capilar observada na

microcirculagéo de pacientes com ES nao promove melhora funcional do fluxo sanguineo
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periférico nestes individuos, ocorrendo vasculopatia periférica grave com desenvolvimento

de ulceras digitais e microcicatrizes.

Optamos por dosar o fator de von Willebrand, um marcador de ativacdo endotelial,
nos individuos participantes de nossa pesquisa, com o objetivo de avaliar sua influéncia
nas manifestagdes clinicas desenvolvidas ao longo do acompanhamento dos pacientes
com ES. Estudos anteriores ja avaliaram outros marcadores de disfun¢cado endotelial como
fatores para desenvolvimento de ulceras digitais nesses pacientes (29, 65). De modo
interessante, observamos que niveis séricos elevados de fvW foi um dos fatores preditores
independentes para desenvolvimento de novas Ulceras digitais em pacientes com ES
estabelecida ao longo do seguimento de 3 anos. O fvW é um importante marcador de
lesdo endotelial, 0 que pode justificar a elevagédo dos seus niveis séricos em pacientes com
microangiopatia da ES. Tal achado sugere que o fvW possa ser utilizado como um

biomarcador para avaliagéo do risco de desenvolvimento de ulceras digitais

A ES é uma doencga multissistémica, cuja evolugao é extremamente variavel. Nosso
estudo evidenciou que pacientes com ES que evoluiram com progressao geral da doenga
apresentavam maior frequéncia de positividade para anti-Scl-70 e de espessamento
cutaneo difuso, além de maior frequéncia de piora do numero de capilares/mm avaliado
pela CPU panoramica e menor FPD avaliado pelo LDI. Na analise multivariada, menor
FPD basal analisado pelo LDI, acometimento cutdneo difuso e piora do numero de
capilares/mm avaliada pela CPU panoramica foram fatores preditores independentes para

progressao geral da doenga nesses pacientes.

Em um estudo publicado este ano, perda capilar observada na videocapilaroscopia
ao longo do seguimento de 3 anos foi um marcador independente de progressao geral da
ES em uma coorte de 140 pacientes (34). Em outro estudo recente, Avouac et al
observaram que a presencga de sinovite e de atrito tendineo, além de forma clinica difusa e
positividade para anti-topoisomerase |, representaram preditores independentes para
progressao geral da doenga em pacientes com ES (33). O nimero pequeno de pacientes

incluidos nestas analises podem ter influenciado os resultados heterogéneos obtidos.

De forma interessante, observamos progressao significativa da microangiopatia nos
pacientes com ES. Observamos na CPU panoramica e videocapilaroscopia um aumento
de capilares ectasiados ao longo do seguimento de 3 anos nos pacientes com ES precoce,
ao passo que nos pacientes com ES estabelecida verificamos um aumento tanto do
numero de capilares ectasiados quanto do numero de megacapilares, além de uma
redugdo do numero de capilares/mm acompanhado de um aumento do grau de

desvascularizagdo. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Sulli et al
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(43), no qual foi observado um aumento dos escores de capilares ectasiados, capilares
ramificados e de perda capilar no pacientes com ES, durante um seguimento de 6 anos.
Por outro lado, foi observada uma reducdo dos escores de megacapilares e de
microhemorragias ao longo do acompanhamento desses pacientes. Em outro estudo (66),
foram acompanhados 38 pacientes com ES com padrao precoce na videocapilaroscopia e
foi verificado que, ao final de 7 anos de seguimento, 47% dos pacientes mantinham o
padrao precoce na videocapilaroscopia, 34% dos pacientes evoluiram para o padrao ativo
e 13 % evoluiram para o padrao tardio. Nesse estudo, foram selecionados pacientes que
preenchiam tanto os critérios de LeRoy (20) quanto os critérios do ACR (18) para
diagnéstico de ES. Tal achado sugere que as alteragdes capilaroscépicas observadas nos

pacientes com ES nao sao estaticas e sofrem alteragdes com a evolugcio da doenga.

Ao longo do acompanhamento em nosso servigo, tanto os pacientes com ES
precoce quanto os com ES estabelecida apresentaram elevagao dos niveis de fvW, ao
passo em que houve piora do FPD em pacientes com ES estabelecida, avaliado pelo LDI.
Tais observagbes sugerem que disfuncao endotelial esta presente ja em fases iniciais da
ES; entretanto, a piora funcional da microcirculagcido é mais acelerada em pacientes com
ES estabelecida. Em alguns estudos prospectivos que avaliaram o efeito de algumas
drogas sobre a microcirculagdo de pacientes com ES, foi realizada a medida do FPD por
meio do LDI (67-70). Tais estudos incluiram somente pacientes com ES estabelecida, com
excecao de Denton et al, que selecionaram 19 pacientes com ES difusa ou limitada e 11
pacientes com FRy primario, estes com FAN negativo, capilaroscopia periungueal normal e
sem evidéncia clinica de doenga reumatologica autoimune. Nesta avaliagdo, ndo houve
diferenca no tempo de recuperagédo do FPD pds estimulo frio avaliado pela fluxometria por
laser Doppler antes e apds 24 semanas de tratamento convencional ou com heparina de
baixo peso molecular (70). Nosso estudo avaliou prospectivamente de forma inédita o FPD

por meio do LDI em pacientes com ES precoce.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes, como a perda de 25,4% dos pacientes
no seguimento, com consequente influéncia sobre o tamanho da amostra. Além disso, nao
foi possivel avaliar de forma adequada o desenvolvimento de pneumopatia intersticial, HAP
e crise renal nos pacientes com ES estabelecida, uma vez que apenas dois pacientes

foram submetidos ao cateterismo cardiaco direito e nenhum apresentou crise renal.

Em concluséao, a capilaroscopia periungueal mostrou-se importante na identificagcao
da evolugdo de pacientes com ES precoce para doenga estabelecida. Progressdo da
dilatagao capilar foi fator determinante para o desenvolvimento de ES nesses pacientes. A

identificacdo de fatores de risco para o desenvolvimento de doenga estabelecida em
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pacientes com ES precoce é uma ferramenta util para o acompanhamento mais rigoroso
deste subgrupo de pacientes que apresentam maiores chances de evolu¢do para ES

estabelecida.

Adicionalmente, a capilaroscopia periungueal mostrou ter importante papel na
avaliacdo do desenvolvimento de novas ulceras digitais e progressao geral da doenga em
pacientes com ES. Aumento do numero de megacapilares foi um fator de risco para o
desenvolvimento de novas Ulceras digitais em pacientes com ES estabelecida. Além disso,
piora do numero de capilares/mm representou um fator preditor para progressdao da

doenca em pacientes com ES estabelecida.

Além da capilaroscopia periungueal, outros métodos que avaliam aspectos da
microcirculagdo, como a dosagem sérica do fator de von Willebrand e o laser Doppler
imaging, auxiliaram no reconhecimento de fatores de risco para desenvolvimento de
manifestacdes clinicas especificas da ES, como ulceras digitais, e para progressao geral
da ES. Tais resultados encontrados em nossa amostra de pacientes com ES estabelecida
complementam estudos anteriores e reforcam a importancia do acompanhamento desses

pacientes com avaliagdes clinicas e laboratoriais regulares.

Estudos futuros sdo necessarios para aprimorar 0O reconhecimento de
caracteristicas clinicas e alteragbes anatdmicas e funcionais da microcirculagdo que
possam ter influéncia sobre o desenvolvimento de ES estabelecida em pacientes com ES

precoce, assim como sobre a progressado da doenga em pacientes com ES estabelecida.
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Presengca de padrdo ativo ou tardio observado na capilaroscopia periungueal
conferiu maior risco de desenvolvimento de ES estabelecida entre os pacientes

com ES precoce.

Aumento do numero de megacapilares na capilaroscopia periungueal, sexo
masculino e niveis séricos elevados de fator de von Willebrand foram fatores
preditores para desenvolvimento de novas Ulceras isquémicas digitais em pacientes

com ES estabelecida.

Menor fluxo de polpa digital avaliado pelo laser Doppler imaging, forma cutanea
difusa e piora do numero de capilares/mm foram fatores preditores para progressao

da doencga em pacientes com ES estabelecida.
Ao longo do seguimento, houve progressao da dilatacdo capilar e da

desvascularizagao em pacientes com ES estabelecida, e progressao da dilatagéo

capilar em pacientes com ES precoce.
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Anexo 1-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

NOME
DATA

MICROANGIOPATIA EM PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA: ESTUDO
PROSPECTIVO EM PACIENTES COM DOENCA PRECOCE E ESTABELECIDA

A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenca autoimune do tecido conjuntivo,
caracterizada por microangiopatia obliterativa e fibrose cutanea e de 6rgaos internos. Além
do efeito sobre a pele, pode afetar o sistema osteoarticular, pulmdes, rins, coragao e trato
gastrointestinal. Sabemos que alteragbes vasculares podem estar envolvidas na origem
desta doenca. Assim sendo, uma avaliacdo mais adequada e objetiva das alteragdes
microcirculatérias (vasos sanglineos de menor calibre) , assim como dosagem de
marcadores de dano vascular encontradas em pacientes com ES precoce e estabelecida,
poderiam ajudar a compreender melhor a progressao desta doenca e com isso estabelecer
tratamentos mais eficientes.

O presente estudo visa reavaliar as alteragdes da microcirculacdo em pacientes
com ES precoce e estabelecida com a realizagdo de trés exames: capilaroscopia
periungueal panoramica, videocapilaroscopia e Laser Doppler Imaging. Além disso, sera
coletada uma amostra de sangue para dosagem de fator de von Willebrand (fvW) , que séo
marcadores de lesdo vascular. Serdo reavaliados pacientes que participaram do estudo
"Associacao entre marcadores séricos e alteragdes na microcirculagdo em pacientes com
fenbmeno de Raynaud" - parecer CEP numero 0825/10.

As presentes informagdes estdo sendo fornecidas para a sua participagcao
voluntaria neste estudo, no qual vocé sera submetido aos seguintes exames:

- capilaroscopia periungueal panoramica e videocapilaroscopia: consiste na visualizagao
da regido da cuticula das unhas através de um microscépio. Sera necessario nao retirar a
cuticula 30 dias antes da realizacdo do exame. Nao ha desconforto nem riscos ao realizar
este exame

- Laser Doppler imaging: avaliacdo do fluxo sanguineo por meio de imagens geradas por
um aparelho que emite um feixe de luz, ndo apresenta desconforto e € isento de riscos

- coleta de exame de sangue: serdo coletados 5 ml de sangue por pungido da veia
antecubital. O procedimento sera realizado por uma enfermeira na casinha da
Reumatologia, apresenta desconforto minimo durante a puncgéao e ¢é isento de riscos

Durante qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal € a Dra
Cintia Zumstein Camargo pertencente a disciplina de Reumatologia do Hospital Sado Paulo
que pode ser encontrado na Disciplina de Reumatologia a Rua Botucatu, 470 — 3° andar
(Fone: 5576-4239). Havendo qualquer duvida quanto a ética desta pesquisa, os pacientes
deverao se dirigir ao Comité de ética em Pesquisa, situado na Rua Botucatu, 572, primeiro
andar, (fone: 5571-1062 ou 5539-7162).

Os pacientes terdo plena liberdade de se recusarem a participar ou de retirarem o
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer forma de penalizacio ou
prejuizo ao seu tratamento.

As informacdes obtidas serao analisadas em conjunto com outros pacientes, nao
sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

Os pacientes terdo o direito de serem atualizados em relagdo aos resultados
obtidos durante a pesquisa desde que estes sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Nao havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao havera compensacao financeira relacionada a
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sua participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera arcada pelo orcamento da
pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente provocado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos pelo estudo (nexo causal comprovado), o participante tera direito a
tratamento médico na instituicdo, bem como as indeniza¢des legalmente estabelecidas.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletados
somente para esta pesquisa. O acesso aos seus registros médicos sera tratado com
confidencialidade, respeitando a legislagédo brasileira, uma vez que serdo coletados dados
de prontuarios conforme descrito no formulario da plataforma Brasil.

Acredito ter recebido explicagdes suficientes a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo da MICROANGIOPATIA EM
PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA: ESTUDO PROSPECTIVO EM PACIENTES
COM DOENCA PRECOCE E ESTABELECIDA

Eu discuti com a Dra. Cintia Zumstein Camargo sobre a minha decisdo de participar
voluntariamente deste estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacao é isenta de
despesas e que tenho garantia ao acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento antes, durante e apés o mesmo, sem que haja
penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no
meu atendimento neste servigo.

Este termo esta sendo disponibilizado em 2 vias originais, uma para o participante
do estudo e outra para o pesquisador.

Data [

Assinatura do paciente

Data [

Assinatura de testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente para a participagao neste estudo.

Data _/ |

Assinatura do pesquisador
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Anexo 2- Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa

UNIFESP
Lol UNIVERSIDADE FEDERAL DE
Jiaeeiiiit SAO PAULO - HOSPITAL SAO 'Q--Qw“,m e
Vo e PAULO UNIFESP-HSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Microangiopatia em pacientes com Esclerose Sistémica: estudo prospectivo em
pacientes com doenca precoce e estabelecida

Pesquisador: Cintia Zumstein Camargo

Area Tematica:

Versido: 2

CAAE: 51962314 .6.0000.5505

Instituigao Proponente: Departamento de Medicina

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP/EFM

DADOS DO PARECER

MNamero do Parecer: 1.496.550

Apresentagio do Projeto:
Trata-se de resposta de pendencia apontada np parecer 1.387.946 de 13/1/2016

N® CEP: 1582/2015

A Esclerose Sistémica (ES) € uma doencga autoimune caracterizada por fibrose da pele

e orgdos internos. Nos dltimos anos, a propagacao de métodos diagnosticos possibilitou a identificagdo de
um maior nimero de individuos com caracteristicas da doencga que ndo preenchem os critérios do Colégio
Americano de Reumatologia (ACR). Neste contexto, em 2001, LeRoy e Medsger propuseram critérios para o
diagnostico precoce da ES. Apesar da importancia do diagnostico precoce da ES, poucos estudos
prospectivos avaliaram a incidéncia de ES no acompanhamento de pacientes com FRy. A capilaroscopia
periungueal (CPU) panoramica & um método que permite a visualizacdo da fileira distal das alcas capilares
da regido periungueal dos dedos das maos. Alem da CPU panoramica, a videocapilaroscopia vem
sendotambém amplamente utilizada. Ja o laser Doppler imaging (LDI) & um método de avaliacdo dinamica
do fluxo sanguineo nos pacientes com ES. Da mesma forma, a pesquisa de auto-anticorpos e de

marcadores sericos para avaliacdo de funcdo endotelial vem

Endereco: Rua Botucatu, 572 17 Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTING CEP: 04.023-061
UF: 5P Municipio: SAOQ PAULO
Telefone:  (11)5571-1062 Fax: (11)3539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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UNIFESP

NS UNIVERSIDADE FEDERAL DE

tigagutst  SAO PAULO - HOSPITAL SAO ‘{Qw"‘,m - e o
oy PAULO UNIFESP-HSP

Confinuagdo do Parecer: 1.496.550

ganhando importancia na literatura.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliacdo de fatores de risco para evolu¢gdo da microangiopatia periférica em pacientes
com ES por meio de realizagdo de CPU panoramica, videocapilaroscopia e LDI, em um seguimento de
3anos.

Objetivo Secundario: Correlacionar a microangiopatia em pacientes com ES precoce e estabelecida com
parametros clinicos e marcadores séricos de lesdo endotelial (endotelina-1 e fator de von
Willebrand),visando a identificagdo de fatores de risco relacionados a evolugéo e gravidade de doenga.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
CONFORME DECLARADO NO PARECER INICIAL

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo com o objetivo académico de Doutorado, vinculado ao departamento/ Disciplina de
Reumatologia da Unifesp, Campus Vila Clementino. Pesquisador responsavel: Cristiane Kayser Medica
Assistente e Profa. Afiliada da Disciplina de Reumatologia da UNIFESP Paés-Graduando: Cintia Zumstein
Camargo Sera realizado estudo prospectivo no qual serdo incluidos pacientes com ES estabelecida e
recente (n=126) que realizaram avaliacao no

tempo 0 e realizardo reavaliacao apos 3 anos de seguimento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Trata-se de resposta de pendencia

Recomendagdes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Pendencias apontadas no parecer inicial:

1) Quanto ao TCLE:

a - & necessario informar que o termo esta sendo disponibilizado em 2 vias originais (ndo usar a palavra
copias), uma para ficar com o participante e oufra para ficar com o pesquisador.

b - todas as folhas devem ser numeradas (ex: 1/4, 2/4, etc ).

c - No momento da aplicacdo do TCLE, todas as paginas deverao ser rubricadas pelo pesquisador e pelo
participante da pesquisa.

d - Deve constar no TCLE que O acesso aos seus registros medicos sera tratado com confidencialidade,

respeitando a legislagdo brasileira, uma vez que serdo coletados dados de

Endereco: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone:  (11)5571-1062 Fax: (11)5539-T162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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e - especificar como sera a coleta de sangue: a quantidade de sangue, quem fara a coleta, em que local o

procedimento sera realizado.

f - ndo consta claramente no TCLE os possiveis riscos relacionados ao procedimento coleta de sangue.

g - no projeto consta que os dados colhidos em outro projeto serdo usados neste novo projeto. Este dado

ndo consta no TCLE.

2) Havendo participacdo de menores de idade, deve ser apresentado o Termo de assentimento além do

TCLE obrigatdrio a ser firmado pelos responsaveis legais. - O Termo de Assentimento deve ser aplicado aos

menores de 18 anos, redigido de em texto bastante simples e direto, conforme o grau de entendimento da

crianga ou adolescente. Nele, devem estar explicados quais sdo os objetivos, quais sdo os procedimentos

pelos quais o menor ira passar, deve ser perguntado se ele quer participar e deve ser informado que caso

ele queira deixar de participar, ele podera sair da pesquisa sem gue seja de forma alguma, punido por iss0.

resposta: novas versdes dos documentos ( TCLE e assentimento) apresentadas - PENDENCIA ATENDIDA

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP informa que a partir desta data de aprovacdo, & necessario o envio de relatdrios parciais

(anualmente), e o relatorio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 30/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 275779.pdf 22:39:50
Qutros CARTA_RESPOSTA docx 30/03/2016 | Cintia Zumstein Aceito

22:37:57 Camargo
TCLE/Termos de |Termo_de_assentimento_para_menares| 30/03/2016 | Cintia Zumstein Aceito
Assentimento / _de_idade docx 22:37-20 |Camargo
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |Termo_de Consentimento_Livre e Escl] 30/03/2016 |Cintia Zumstein Aceito
Assentimento / arecido.doc 22:36:52 | Camargo
Justificativa de
Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14
Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: 5P Municipio: SAOQ PAULO
Telefone:  (11)5571-1062 Fax: (11)5538-T162 E-mail: secretaria cepunifesp@amail.com
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ANEXOS

UNIFESP

AL UNIVERSIDADE FEDERAL DE .

IMSmEL  SAC PAULO-HOSPITAL SAC ‘GREefom®
— L PAULO UNIFESP-HSP

Confinuagdo do Parecer: 1.496.550

Auséncia Termo_de_Consentimento_Livre_e Escll 30/03/2016 |Cintia Zumstein Aceito
arecido.doc 22:36:52 |Camargo
Outros carta_de_autorizacao_da_coordenadori | 16/12/2015 | Cintia Zumstein Aceito

a_de_ensino_e_pesquisa_do_HSP jpeg 22:33:54 | Camargo

Folha de Rosto folha_de_rosto_dez_2015.docx 16/12/2015 | Cintia Zumstein Aceito
22:26:05 | Camargo

Projeto Detalhado / |projeto_detalhado_CEP .doc 25/11/2015 | Cintia Zumstein Aceito

Brochura 23:58:44 | Camargo

| Investigador

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 11 de Abril de 2018

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

{(Coordenador)
Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14
Bairro: VILA CLEMENTING CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com
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Anexo 3- Protocolo para realizagao da videocapilaroscopia

Mao esquerda

ANEXOS

Dedos

2°

Campos

N2 de capilares/mm

N@ de capilares ectasiados/mm
N2 de megacapilares/mm

N2 de microhemorragias/mm

N¢ de capilares ramificados/mm
Escore de desvascularizagdo/mm

2 média 1

Mao direita

Dedos

Campos

N¢ de capilares/mm

N¢ de capilares ectasiados/mm
N2 de megacapilares/mm

N2 de microhemorragias/mm

N¢ de capilares ramificados/mm
Escore de desvascularizagdo/mm
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Anexo 4- Protocolo para realizagao do laser Doppler imaging

ANEXOS

Fluxo de polpa digital Dedos
Campos 22 32 42 52 média
Basal - - - - -

Pds EF 20 minutos
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