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Simbolos e Abreviaturas

Simbolos
= Igual
< Menor que
% Porcentagem

Abreviaturas

MM Micrometros
°c Graus centigrados
CcC Coeficiente de correlagédo
CcD “Cluster of differentiation”
cm? Centimetros quadrados
Cols Colaboradores
G1 Subgrupo hum (conforme classificacdo de Heath-Edwards)
GN1 Subgrupo ndo hum (conforme classificacdo de Heath-
Edwards)
HC — FMUSP |Hospital das Clinicas — Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo
HIV Virus de imunodeficiéncia humana
HP Hipertensao pulmonar

ICI

indice de células infiltrantes




IgA Imunoglobulina a
IgG Imunoglobulina ge
igM Imunoglobulina eme
IL Interleucina
InCor Instituto do Coragéo
Ld Limitada
M Molar
ml Mililitros
mm? Milimetros quadrados
mmHg Milimetros de mercurio
PBS Tampao salino filtrado

TNF

Fator necrotizante tumoral




Resumo

PINTO, R.F.A. Avaliacao imunohistoquimica das células inflamatérias
presentes na parede de artérias pulmonares periféricas de pacientes
com doencga vaso-oclusiva pulmonar secundaria a defeitos cardiacos
congénitos. Sao Paulo, 2004. 156 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo.

Em doencas vasculares oclusivas, como na aterosclerose, o
envolvimento do processo inflamatério na fisiopatologia das lesées encontra-
se bem estabelecido. Também na hipertensdao pulmonar (HP) primaria,
células e mediadores inflamatérios estdo reconhecidamente implicados na
patogénese das lesdes, mas ainda ndo se investigou a sua participacao na
HP secundaria. Com esse objetivo, procurou-se identificar e quantificar
células inflamatérias na parede de artérias pulmonares periféricas de
pacientes com cardiopatias congénitas que provocam hiperfluxo pulmonar,
relacionando esse achado com o tipo de leséo histolégica encontrada na
biopsia: apenas hipertrofia da tunica média ou presenca de lesdes
proliferativas da intima. Analisaram-se 26 bidpsias pulmonares colhidas com
o proposito de determinacao de diagnéstico, e 11 fragmentos de pulméo de
individuos sem doenca cardiovascular como grupo controle. Realizaram-se
reagdes imunohistoquimicas com marcacao para linfocitos B (CD20),
linfécitos T (CD3), macréfagos jovens (MAC387), macrofagos residentes
(CD68) e granulécitos (CD15). Foram quantificadas as células positivas por
area da adventicia de artérias >50um de diametro, e calculada a densidade
média de células para cada caso e marcador celular. Determinou-se também
em cada caso um indice de células inflamatérias atravessando a parede do
vaso. Nao houve diferencga significativa na soma das densidades de células
inflamatérias na adventicia entre os grupos HP e controle, quando se utilizou
MAC387 como marcador de macrofagos, embora com valores médios

menores no grupo HP. Observou-se, por outro lado, soma de densidades



significativamente maior no grupo controle, utilizando CD68 como marcador
de macréfagos. Dentro do grupo HP, houve prevaléncia de células
marcadas com MAC387 (p=0,003) e nos controles das marcadas com CD3
(p=0,001). Quando comparados 0s grupos entre si, houve menor numero de
linfécitos T nos pacientes hipertensos. Ainda dentro do grupo HP, nos
pacientes sem lesbes oclusivas da intima, ndao se verificou diferenga
significativa nas quantidades das diferentes células analisadas. Ja no grupo
com lesbes proliferativas, observou-se prevaléncia de macrofagos jovens
com MAC387 (p=0,005), mas nao de macréfagos residentes (CD68). Quanto
ao indice de células atravessando a parede, ndo houve diferenca quanto ao
tipo celular no grupo controle, enquanto nos individuos hipertensos os
maiores indices foram os de células marcadas pelo MAC387, CD68 e CD15.
Encontrou-se ainda uma correlagdo negativa entre quantidade de linfécitos T
adventiciais e idade no grupo de pacientes cardiopatas. Embora a densidade
total de células na adventicia tenha sido menor no grupo HP em relagao aos
controles, a predominancia de macréfagos jovens no primeiro € compativel
com reacao inflamatéria mais aguda na parede das artérias. Este fato esta
de acordo com o numero aumentado de infeccoes respiratérias verificadas
em criangas com hiperfluxo pulmonar. Além disso, pode estar relacionado
com a patogenia das lesbes vasculares oclusivas nessa forma de
hipertensdo pulmonar, em vista das citocinas produzidas pelas células
inflamatérias. O menor numero de linfécitos T em adventicia de artérias
pulmonares de pacientes com cardiopatias congénitas pode refletir uma
alteracdo do sistema imune desses doentes.



Summary

PINTO, R.F.A. Immunohystochemical evaluation of inflammatory cells in
the walls of peripheral pulmonary arteries from patients with
pulmonary vasoclusive disease secondary to cardiac congenital
defects. Sao Paulo, 2004. 156 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo.

In vaso-occlusive diseases such as in arteriosclerosis, the
involvement of inflammation in the physiopathology of the lesions is well
established. It is known that in the primary form of pulmonary hypertension
(PH), inflammatory cells and mediators are also involved in the pathogenesis
of the disease, but their participation in secondary PH has not been searched
for. Then, we identified and quantified inflammatory cells in the walls of
peripheral pulmonary arteries from patients with congenital heart defects and
left to right shunt, correlating the findings with the grade of histological lesion
found in the biopsy: isolated medial hypertrophy or intimal proliferative
lesions. We analyzed 26 lung biopsies from patients with increased
pulmonary flow and 11 lung fragments from control subjects. B-lymphocytes
(CD20), T-lymphocytes (CD3), recently recruited macrophages (MAC387),
resident macrophages (CD68) and granulocytes (CD15) were quantified by
area of the adventitia in arteries >50um. An index of inflammatory cells
infiltrating the medial and intimal layers was also determined. There was no
difference in the sum of densities of inflammatory cells in the adventitia
between HP and control groups when MAC387 was used as the macrophage
marker, although with lower mean values in the PH group. On the other
hand, a significantly greater sum of densities in the control group was
observed when CD68 was the macrophage marker. There was a significant
prevalence of MAC387-labeled cells in the PH group (p=0.003) and of CD3-



- labeled cells in the controls (p=0.001). Comparing densities of different cells
types between groups, there was a smaller number of T-lymphocytes in the
PH patients. Within the PH group, patients showing exclusively arterial
medial hypertrophy did not exhibit any significant difference in the quantities
of the distinct cells analyzed. In the group with proliferative lesions of the
intima there was prevalence of recently recruited macrophages (p=0.005),
but not of resident macrophages labeled with CD68. Concerning the index of
cells infiltrating the arterial wall, no difference between the various types of
cells was detected in the control group. On the other hand, in the PH group
the highest indexes were for the cells marked with MAC387, CD68 and
CD15. There was also a negative correlation between the quantity of T-
- lymphocytes and age in patients with heart defects. Although the total
density of adventitial cells did not differ between the control and PH groups,
the predominance of recently recruited macrophages in the last one is
compatible with ongoing acute inflammatory reaction in the arterial walls.
This is in conformity with the recurrent respiratory infections in patients with
increased pulmonary flow, and could be related to the pathogenesis of the
vascular lesions, as a consequence of cytokines produced by the
inflammatory cells. The smaller number of adventitial T-lymphocytes in
patients with congenital shunts can reflect an impairment of their immune

response.
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1. INTRODUCAO

Lesdes oclusivas de artérias pulmonares periféricas ocorrem na
evolucao de pacientes portadores de defeitos congénitos do sistema
cardiovascular que provocam hiperfluxo pulmonar. A gravidade e extensao
dessas lesdes sao variaveis ndo apenas dependendo do tipo do defeito, mas
também do tempo de evolugao da doenca e ainda de fatores individuais de
resposta vascular.

Admite-se que o estimulo injuriante seja o fluxo pulmonar

aumentado 324°

, 0 qual, atuando sobre a parede arterial e especificamente
sobre o endotélio, promove reacdes das células de todas as camadas do
vaso. A manutencédo do estimulo ao longo do tempo acaba por propiciar o
aparecimento de lesGes arteriais oclusivas. Esse processo é mediado por
fatores de crescimento e por citocinas, oriundos nao s6 das células
endoteliais, mas também das proprias células musculares da parede arterial
numa forma autécrina e paracrina de acdo*’.

Também foram descritas alteragcbes na tunica adventicia de

artérias pulmonares, tanto em pacientes com hipertensao pulmonar primaria

como na secundaria a cardiopatias congénitas'. O aumento da &rea da
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adventicia e da fibrose peri-vascular parece estar relacionado ao grau de
hipertrofia da tanica média'. Isso mostra claramente que existe uma
interacao entre as varias camadas da parede do vaso no que se refere a

resposta a um agente injuriante.

1.1. Hipertensao Arterial Pulmonar

Define-se  hipertensdo pulmonar como a conseqliéncia
hemodinamica de um grupo de condi¢gdes com mudltiplas etiologias, levando
a progressivas alteracdes vasculares, notadamente arteriais*’. Segundo a
Organizagcdo Mundial de Saude, um individuo é considerado hipertenso
pulmonar quando se constata a sua pressao sistolica arterial pulmonar maior
que 30mmHg, em repouso, ou maior que 35mmHg sob esforco, a resisténcia
vascular pulmonar maior que 4 unidades Wood e o gradiente transpulmonar
maior que 10 a 12 mmHg.

Descrevem-se varias formas:

A) Hipertensdao pulmonar persistente do recém-nascido -

Originaria da ma adaptacao vascular a vida extra-uterina,
apresenta alta morbidade e mortalidade, sendo multifatorial e
comumente associada a doencas hipoxémicas pulmonares.

B) Hipertensdo pulmonar primaria — Nessa forma nao é

reconhecido um agente causal. Observam-se fatores

genéticos associados: incidéncia familial estda presente em
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6% dos casos, e defeito do gene BMPR2 (bone
morphogenetic protein receptor type 2) é descrito em 26%
dos casos. Outras associacbes descritas sao disfuncao
endotelial, intensa vasoconstriccao, disfuncao plaquetaria e
alteragdes do sistema imune.

Hipertensdo pulmonar secundéaria - Pode ser resultado de
multiplas e diversas etiologias, entre elas os defeitos
cardiacos congénitos, a doenga pulmonar obstrutiva crénica,
hepatopatias, especialmente hipertensdo portal, doencas
autoimunes, doencas do coracdo esquerdo com aumento de
pressdo em veias e capilares pulmonares, doenca
tromboembdlica pulmonar, doencas infecciosas como ja

descrito nas infecgdes por HIV *'.

Se a etiologia for reconhecida e a causa possivel de ser tratada

(Ex.: defeitos cardiacos congénitos), as possibilidades de regressao da

hipertensdo sdo boas, mas em casos de hipertensdao pulmonar primaria, a

evolucdo em geral é rapidamente progressiva e com progndstico

reservado

1.2.

13,17

Hipertensao Pulmonar nas Cardiopatias Congénitas

As cardiopatias congénitas ocorrem em aproximadamente 4,05 a

12,3/1000 dos nascimentos, sendo estes dados variaveis de acordo com a
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fonte pesquisada. Aproximadamente 50% das criancas acometidas tém fluxo
pulmonar aumentado, podendo evoluir com hipertensdo pulmonar'®. Entre
as cardiopatias que podem levar a hipertensao pulmonar, podemos citar: as
comunicagbes interatriais, interventriculares, defeitos do septo
atrioventricular, canal arterial persistente, tronco arterial comum,
transposicao dos grandes vasos com comunicacao interventricular.

Desde o relato de hipertensdao pulmonar secundaria a uma
cardiopatia congénita por Eisenmenger, em 1897, muito se tem estudado
sobre esta entidade. A base morfoldégica para este estado clinico, que
passou a ser conhecido por “Sindrome de Eisenmenger”, foi descrita como
uma “endarterite obliterante” nas pequenas artérias periféricas do pulmao. A
partir dai o termo doenga vascular obstrutiva ou doenca vaso-oclusiva
pulmonar foi aplicado ao se referir a este estado funcional®.

A evolucdo das técnicas da cirurgia cardiaca mostra que
pacientes portadores de cardiopatias congénitas cursando com graus
elevados de hipertensdao pulmonar em niveis criticos sdo cada vez mais
raros. Isto se deve principalmente, entre outros fatores, ao aprimoramento
técnico, ao aperfeicoamento da circulacao extra-corp6rea, ao melhor preparo
pré e pos operatorio, bem como ao advento de novas drogas no controle do
estado hipertensivo, como por exemplo uso do 6xido nitrico, aliados a uma
tendéncia crescente de se realizarem cirurgias corretivas definitivas mais
precocemente.

Nas décadas de 1960 e 1970, um paciente com comunicagao

interventricular de grande repercussdo hemodindmica era tratado



Introducdao 6

clinicamente por um periodo suficientemente prolongado, até que
apresentasse ganho de peso ou melhorasse as condi¢des clinicas para que
o risco cirurgico fosse minimizado. Hoje se sabe que esse retardo no
tratamento permitia o aparecimento de alteragcdées vasculares importantes.
Por vezes, como alternativa, fazia-se uso de cirurgias paliativas, como a
bandagem da artéria pulmonar que apresenta risco cirdrgico relativamente
alto®® e que ndo evita completamente as alteragdes nos vasos pulmonares’®.

Em nosso meio, devido as condicbes soOcio-econbmicas da
maioria da populacdo, ha dificuldade de diagnéstico precoce e
encaminhamento aos centros especializados com condicdes de realizacéao
de cirurgia no periodo neonatal. Esse encaminhamento também sofre
retardo nos pacientes refratarios ao tratamento clinico ou que apresentem
evolugdo desfavoravel. Assim, encontra-se com mais freqiéncia que nos
paises desenvolvidos, pacientes portadores de cardiopatias com graus
avancados de hipertensdo pulmonar e ainda praticamente virgens de
tratamento especifico.

Quando existe duvida na indicagao cirdrgica, mesmo na presencga
de avaliacdo hemodinamica, deve-se lancar mao da analise histol6gica das
artérias pulmonares para a obtencdao de dados que auxiliem na decisao.
Além disso, a possibilidade de se realizar correcado cirlrgica de defeitos
cardiacos complexos e em pacientes cada vez mais jovens, aumentou a
necessidade de deteccdo de alteracdes vasculares precoces no intuito de

determinar progndéstico.
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Uma classificacdo histolégica de hipertensdo pulmonar
secundaria a cardiopatias congénitas foi proposta no final da década de
1950, nos primérdios da cirurgia cardiaca, por Heath-Edwards'®, tendo como
objetivo descrever lesdes e identificar os casos reversiveis. Baseava-se em
aspectos qualitativos: Grau 1- hipertrofia da camada média de artérias e
arteriolas; 2- hiperplasia da tunica média com proliferacdo da intima; 3-
hiperplasia e fibrose da intima com estreitamento progressivo do lume
vascular; 4- dilatacdo de vasos com formacado sacular e lesées do tipo
plexiforme; 5- dilatacdo de vasos pulmonares sob forma de lesdes
angiomatodides associadas a hemossiderose pulmonar; 6- necrose fibrindide
da tunica média arterial. Atualmente esta classificagdo é aplicada na
avaliacdo de hipertensdo em todos os tipos de cardiopatias, embora haja
restricbes ao seu uso pelo fato de ser um método muito simplista na
identificacdo das lesdes histolégicas®®. No final dos anos 1970, foi idealizado
por Rabinovitch e cols®® um sistema de classificagdo correlacionando
padroes hemodinamicos em cada fase da evolug¢ao da doenca vascular com
caracteristicas quantitativas, compreendendo: A - muscularizacdo distal
precoce de arteriolas periféricas; B- hipertrofia da tdnica média (B leve-
porcentagem de espessura da média menor que 2 vezes o valor normal e B
severo- porcentagem de espessura da média maior que 2 vezes o valor
normal); C- Alteracdes de A e B, associadas a uma elevacdao na relacao
alvéolo/artéria acima do normal para a idade.

Ambas as classificagdes apresentam limitacées. Todavia, a

avaliagdo morfométrica de Rabinovitch e cols demonstrou algumas
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vantagens em relacdo ao sistema qualitativo de Heath-Edwards. Destas, a
principal baseia-se na tese de que o estudo morfométrico sistematico torna
representativa uma bidpsia de 1cm? de &rea, enquanto as lesdes que
permitem a classificacdo qualitativa sdo esparsas pelo parénquima, o que
torna uma Unica amostra pulmonar de tamanho usual nao suficiente para o
diagnéstico. Outra limitacado do exame qualitativo ficou evidente a partir do
reconhecimento de que alteracbes qualitativamente pouco graves podem

estar associadas a evolugao desfavoravel dos pacientes.

1.3. Patogenia das les6es vasculares na hipertensao pulmonar

Os achados morfol6gicos e mecanismos patogenéticos atuantes
na hipertensdo pulmonar sdo, em linhas gerais, muito semelhantes aos
encontrados em diferentes processos que acometem artérias, como, por
exemplo, o fechamento fisiolégico do canal arterial, a aterosclerose, o estado
pés-angioplastia e a arteriopatia dos transplantes®’. De todos eles, a
aterosclerose é o mais comum e tem sido objeto de incontaveis estudos por
representar a maior causa de morbi-mortalidade nos paises desenvolvidos.

Admite-se que os estimulos injuriantes atuando sobre a parede
arterial e especificamente sobre o endotélio vascular, promovam reacgdes
das células de todas as camadas do vaso, gerando o aparecimento de
lesbes proliferativas da tunica intima, caracterizadas pela presenca de

células musculares lisas migradas a partir da média. As células que migram
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sofrem um processo de desdiferenciacdo, passando a apresentar um
fen6tipo secretor e reducdo na quantidade de filamentos contrateis no
sarcoplasma. A passagem de células para o espago sub-endotelial (intima) é
possibilitada pela presenca de solugdes de continuidade na lamina limitante
elastica interna arterial, as quais aparecem por acdo de enzimas
elastoliticas. Recentes achados evidenciaram experimentalmente que a
inibicdo de elastases™ apds lesdo arterial inibe a inflamacdo da parede
vascular e também a formacéao de lesdes proliferativas da tanica intima.

Em particular na aterosclerose, desde as primeiras descri¢des do
processo, tem sido relatada inflamacao na parede das artérias acometidas,
tanto nas lesbes propriamente ditas (dentro das placas) como na tunica
adventicia, mas apenas mais recentemente o papel das células inflamatérias
foi reconhecido como importante na patogénese das lesdes®. Para
corroborar, nos ultimos anos vém se acumulando fortes evidéncias da
existéncia de agentes infecciosos na parede das artérias com placas de
ateroma e de sua participagdo na génese do processo'*%.

Na arteriopatia dos transplantes, os mecanismos responsaveis
pela formacdo das lesdes oclusivas da tunica intima também incluem a
inflamacao da parede arterial, explicada como conseqlente ao processo de
rejeicdo celular ao enxerto *°. As citocinas envolvidas nesse processo ativam
a producao de elementos da matriz extracelular pelas células musculares
lisas, contribuindo para a expansao das lesdes oclusivas.

Algumas vezes, na descricdo de lesdes arteriais da hipertensao

pulmonar dita primaria®, aparece a inflamagdo da parede vascular® sob
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forma de arterite linfocitaria ou neutrofilica, esta ultima em geral associada a
apresentacoes do tipo necrose fibrindide. Nas ocasibes em que a
hipertensao pulmonar se associa a doencas do tipo auto-imune ou do tecido
conectivo, como, por exemplo, na esclerodermia, a ocorréncia de vasculite
pulmonar n&o é infreqiiente® .

Em artérias pulmonares centrais de pacientes com hipertensao
pulmonar primaria, documentou-se a co-localizacdo de macrofagos em
areas onde havia grande expressdao de sintese de proteinas da matriz
extracelular, sugerindo-se que talvez as citocinas produzidas pelas células
inflamatérias infiltrantes contribuam para a manutencdo da resposta
proliferativa na parede das artérias?.

Também em individuos com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, foram relatadas lesdes vasculares oclusivas em artérias
pulmonares periféricas. Processos inflamatdrios intersticiais pulmonares sao
achados freqlientes nesse grupo de pacientes, mostrando também relacao,
embora controversa, entre hipertensao pulmonar e inflamagao *'.

Diferentemente da fisiopatologia do desenvolvimento da
hipertensao pulmonar em quadros como doencas do colageno e infecgcoes
repetidas em pacientes portadores de HIV®®, onde ocorre fibrose no
parénquima, na hipertensdo pulmonar secundaria em pacientes cardiopatas
com hiperfluxo, o parénquima encontra-se preservado, ficando as alteragdes
restritas a alteracdes na parede vascular arterial.

Existem ainda evidéncias experimentais de que estimulos

inflamatérios resultem em aumento da pressdo arterial pulmonar'®.
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Observou-se que a inflamacdo pulmonar induzida por uma endotoxina
promoveu nao apenas aumento da reatividade vascular, como também
algumas alteracdes morfolégicas de hipertensdo pulmonar®'.

Outros fatores indicativos de um papel fundamental da inflamacéao
em algumas formas de hipertensao pulmonar sao:

1) Uma grande proporcdo de pacientes com hipertenséo
arterial primaria apresenta evidéncias de autoimunidade
e/ou inflamacdo ativa, inclusive com deteccdo de
anticorpos circulantes, elevado nivel sérico de citocinas
pré-inflamatérias e aumento da expressao pulmonar do
fator de crescimento derivado de plaquetas®.

2) uso de antiinflamatérios hormonais, como corticosteroides
e imunosupressores, tem melhorado de modo importante a

condicdo de alguns pacientes com hipertensao pulmonar®.

Em lesbes da hipertensdo pulmonar secundaria a cardiopatias
congénitas, a inflamacao na parede das artérias ndo € uma caracteristica
relevante, porém pode aparecer como achado isolado, ndo apenas em

presenca de necrose fibrindide.
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1.4. Resposta Inflamatoria

A inflamacdo é uma resposta fisiolégica a uma variedade de
estimulos, tais como a lesdo tissular e a infecgao. Uma resposta inflamatéria
aguda envolve tanto efeitos localizados como efeitos sistémicos. Ja a
inflamacgao crénica resulta da persisténcia do antigeno por uma infeccao
com determinados microorganismos resistentes ou a varias condigdes
patoldgicas.

O endotélio vascular serve como um regulador do movimento das
moléculas originarias do sangue e dos leucécitos nos tecidos. Para
circularem, os linfécitos entram nos tecidos inflamados ou nos 6rgaos
linféides periféricos. As células inflamatérias devem aderir e passar entre as
células endoteliais da parede dos vasos sanguineos, no processo de
extravasamento.

Com o desenvolvimento da resposta inflamatéria, diversas
citocinas e outros mediadores atuam nos vasos sanguineos locais, induzindo
a um aumento da expressdao das moléculas de adesdo em células
endoteliais. Geralmente sdo neutréfilos os primeiros a se ligarem ao
endotélio inflamado e extravasar em diregao aos tecidos. Os mondcitos e os
eosindfilos extravasam por meio de um processo similar.

Varios subgrupos de linfécitos extravasam nos sitios inflamatorios
e nos 6rgaos linféides secundarios. A recirculagao dos linfécitos € controlada
para assegurar que as populacdes de células T e B apropriadas sejam

recrutadas em diferentes tecidos. Como ocorre com os neutréfilos, o
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extravasamento de linfécitos envolve interacdes entre diversas moléculas de
adesao celular e compreende as etapas de contato e rolamento, ativacao,
aprisionamento, adesao e, finalmente, a migracdo endotelial. Varias
citocinas desempenham um papel significativo no desenvolvimento da
resposta inflamatéria aguda ou crénica como IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12 entre
outras.

As citocinas sdo proteinas reguladoras de baixo peso molecular
ou glicoproteinas secretadas pelas células sanguineas brancas e vérias
outras células no organismo, em resposta a inimeros estimulos. Constituem
uma familia de mediadores proteicos, tanto da imunidade inata como da
especifica, atuando ainda como mensageiros do sistema imune. Tém uma
acao local (autécrina e paracrina) e em poucos casos uma acao enddcrina.
Estdo envolvidas em cada estagio do desenvolvimento dos leucécitos.
Linfécitos, por exemplo, diferenciam-se em T e B sob a influéncia das
citocinas secretadas primariamente dentro do tecido linféide. Apbs a
maturacdo, a movimentacdao dos leucécitos pelo organismo é influenciada
pela producdo local de citocinas. Depois de ativados por antigenos, sua
diferenciacao e proliferagdo em células efetoras é controlada por citocinas
liberadas por outras células, principalmente macréfagos e linfécitos T
auxiliadores.

As citocinas podem ser classificadas de acordo com as suas
principais acbes, em 3 grupos:

1. As que medeiam a imunidade inata, incluindo as citocinas

antivirais (exemplos: interferon tipo1, interleucina-15,



Introducao 14

interleucina-12), as citocinas pré-inflamatérias (exemplos:
fator de necrose tumoral, interleucina-1, interleucina-6 e
quimiocinas) e citocinas regulatoérias (exemplo: interleucina-
10). Os fagécitos mononucleares sao a fonte celular
predominante destas moléculas.

2. As derivadas dos linfécitos T estimulados por antigenos que
medeiam e regulam a imunidade especifica. Sdo exemplos
deste grupo as interleucinas 2, 4 e 5, o fator de crescimento
transformador B, interferon-y e a linfotoxina.

3. As que sao agrupadas como fatores estimuladores de
colénias, consistindo nas derivadas das células do estroma
da medula éssea e das células T, que estimulam o
crescimento dos precursores da medula Ossea,
proporcionando, assim, uma fonte adicional de leucécitos
inflamatérios.

Além da funcédo de defesa contra patégenos e de regulacdo do
sistema imune, as citocinas atuam como moléculas mensageiras
intercelulares que provocam determinadas atividades biolégicas apés a
ligagcdo com um receptor em uma célula alvo responsivo. Os dois principais
produtores sdo as células T auxiliadoras e os macréfagos. As citocinas
liberadas por estas células ativam uma rede completa de células que estao

interagindo.



Introducao 15

1.5. Inflamacao e Doencgas Vasculares

A aterosclerose é o exemplo do processo patolégico mais comum
que envolve expansdao das células musculares lisas, freqlientemente
acompanhadas de espessamento da média das artérias. Isto ocorre
juntamente com a infiliracdo de células inflamatérias, como macréfagos,
células T e outros leucécitos.

Ha muito se tem investigado a relacao da inflamacéao e infecgdes
como fatores relacionados a aterosclerose e ao infarto agudo do miocardio.
Em 1988, Munro e Cotran®*® chamavam atencdo para a diversidade de
fatores envolvidos na fisiopatologia da aterosclerose, entre eles, a
inflamagdo. Estudos como os de Kovanen e cols® e Laine e cols?,
demonstram a presenca de células inflamatérias no processo
aterosclerotico, quantificando o nimero de macréfagos e células T em sitios
de erosdo ou ruptura de placas em pacientes que sofreram infarto do
miocardio, como também caracterizaram a presenga dessas células na
adventicia de artérias relacionadas com a area infartada. Foi encontrada
maior incidéncia de macréfagos que linfécitos T. Nos segmentos
coronarianos com ruptura de placa, o numero médio de linfécitos T na
adventicia foi 201+107/mm? e o de macréfagos 474+273/mm?. Nos
segmentos sem ruptura, os valores das mesmas células foram 12671mm?e
308+223/mm?, respectivamente.

Ross chega a afirmar em suas pesquisas que 0O processo

aterosclerotico, embora relacionado a dislipidemias, é essencialmente uma
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doenca inflamatéria®. Outros estudos, como de Higuchi e cols, demonstram
incisivamente a associacdo de Chamydia pneumoniae e processo
inflamatério, levando a ruptura da placa aterosclerética e ao infarto do

miocardio®.

1.6. Infeccoes Pulmonares em Cardiopatias Congénitas

E classica a associacdo entre hiperfluxo pulmonar e maior
incidéncia de infeccbes da arvore respiratéria em criangas portadoras de
defeitos cardiacos congénitos®. Pneumonias de repeticdo em geral
comprometem o prognéstico dessas criangas, principalmente dentro do
primeiro ano de vida. Com o desenvolvimento das lesdes arteriais oclusivas
ao longo da evolucdo desses pacientes, a exsudagao pulmonar diminui,
assim como a ocorréncia de episédios infecciosos.

Nao esta esclarecido se os mediadores inflamatérios presentes no
tecido pulmonar inflamado como um todo, poderiam também estar atuando
sobre a parede das artérias e potencialmente agravar a evolucao da doenca
vaso-oclusiva.

Estimulados pelas evidéncias da presenca de processo
inflamatério na fisiopatologia de algumas formas de hipertensao arterial
pulmonar, questionou-se se as infecgdes pulmonares de repeticdo seriam
um fator predisponente indutivo das lesdes arteriais oclusivas em pacientes

com hiperfluxo secundario a cardiopatias congénitas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Substrato da hipotese

Inflamacdo na parede de artérias tem sido relacionada ao
desenvolvimento de lesdes oclusivas em diversos tipos de doencas

vasculares.

2.2. Hipotese

Pacientes com hipertensdo pulmonar secundaria a cardiopatias
congénitas, teriam maior nimero de células inflamatérias na parede de
artérias pulmonares periféricas do que individuos controles. Casos com
lesdes arteriais histologicamente mais avancadas, mostrariam diferencas
quantitativas e/ou qualitativas, quando comparados aos com lesées menos

acentuadas.
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2.3. Objetivos propriamente ditos

Em tecido pulmonar de pacientes com hipertensdo pulmonar
secundaria a cardiopatias congénitas e no grupo controle:

1. Identificar e quantificar as células inflamatérias na parede de
artérias pulmonares periféricas (tunicas intima, média e
adventicia)

2. Relacionar os achados acima com o tipo histolégico de lesao
vaso-oclusiva (hipertrofia isolada da média versus lesdes
proliferativas da intima)

3. Verificar possivel relagcdo dos achados acima com a idade

dos pacientes.
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3. CASUISTICA E METODOS

A partir dos arquivos do Laboratério de Anatomia Patologica do
Instituto do Coracao (HC-FMUSP), foram selecionados casos consecutivos
de bidpsias pulmonares realizadas entre janeiro de 1998 e dezembro de
1999 (tecido emblocado em parafina), provenientes de pacientes portadores
de hipertensdo pulmonar secundéria a cardiopatias congénitas causadoras

de hiperfluxo pulmonar. O nUmero dessas bidpsias no periodo foi 40.

Além do periodo de realizacdo do exame, foram considerados
critérios de inclusdo na amostra, apds analise cuidadosa das laminas

arquivadas:

a) auséncia de artefatos de fixacdo e/ou coleta do tecido

pulmonar;
b) auséncia de hemorragia parenquimatosa macica;

c) disponibilidade de blocos de parafina nos arquivos para

preparagao de novas laminas;

d) auséncia de evidéncias de infeccao pulmonar no tecido

analisado.
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O numero final de casos selecionados foi 26.

As bidpsias foram colhidas com o propésito de estabelecer
diagnédstico para conduta ou entdao para correlacdo anatomoclinica. Todas
foram realizadas obedecendo-se a técnica de coleta sob insuflacado, descrita
por Rabinovitch e cols**. Resumidamente, a via aérea dos pacientes foi
inflada com pressao entre 22 e 34 cm de agua. Duas pingcas de Satinsky
foram colocadas na porcao medial superior do pulméao direito para isolar um
fragmento medindo ao redor de 2cm no maior eixo. O tecido entre as pincas
foi incisado, e a pinga distal com o fragmento de tecido insuflado foi
submersa por 12 a 24 horas em solucédo de formalina tamponada a 10%. A
seguir, o material foi submetido a processamento histolégico convencional e
emblocado em parafina. Cortes de 4um de espessura foram obtidos e
corados pela hematoxilina-eosina e pela técnica de Miller para fibras
elasticas. As laminas foram, entdo, rotineiramente analisadas para
determinacdo do grau histolégico de doenca vascular pulmonar. Outros
cortes sequenciais foram submetidos a reacdes de imunohistoquimica,

conforme descrito mais abaixo.

3.1. Analise Histopatoldgica

Como procedimento de rotina do laboratério e Anatomia
Patoldgica, foi avaliado o grau qualitativo de lesdo da doenga vaso-oclusiva

de acordo com o sistema de Heath-Edwards'®, em cada caso.
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Para o presente trabalho, os casos foram separados em apenas
duas categorias, assim denominadas de acordo com o tipo de lesdes
histopatoldgicas presentes:

G1- presenca apenas de lesdes do tipo hipertrofia da tinica média

GN1- presenca de lesGes proliferativas da intima de qualquer
intensidade (graus 2 a 6 de Heath-Edwards).

Calculou-se também o diametro externo e a porcentagem de
espessura da tunica média arterial em artérias que acompanham
bronquiolos terminais e respiratérios, conforme estudos prévios®
comparando os resultados com valores normais obtidos na literatura'®. As
medidas foram efetuadas com auxilio do sistema Quantimet Q500IW (Leica-

Cambridge, Ld).

3.2. Reacoes de Imunohistoquimica

Cortes histolégicos de 4um de espessura foram submetidos a
reagdes de imunohistoquimica, de acordo com o protocolo de rotina usado
na Secado de Imunopatologia do Laboratério de Anatomia Patolégica do
InCor (sistema avidina-biotina-peroxidase)?'.

Laminas tratadas com organosilano e contendo cortes de tecido
foram desparafinadas em 3 banhos de xilol, hidratatdas e submetidas a

diferentes técnicas de recuperacao de antigenos dependendo do anticorpo
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primario usado, com a finalidade de expor os epitopos teciduais para as

reagOes imunohistoquimicas.

Os anticorpos primarios usados foram:

Anticorpo monoclonal produzido em camundongo, contra
antigeno mieldide/histiocito humano, clone MAC387,
fabricante DAKO, Grostrup, Dinamarca

Anticorpo monoclonal produzido em camundongo, contra
antigeno de célula B - CD20, clone L-26, fabricante DAKO,
Grostrup, Dinamarca

Anticorpo monoclonal produzido em camundongo, contra
antigeno CD15 de granulécitos, clone C3d-1, fabricante
DAKO, Grostrup, Dinamarca

Anticorpo monoclonal produzido em camundongo, contra
antigeno CDS3, clone PS1, fabricante NOVOCASTRA
Laboratoies Ltda, Benton Lane, Newcastle, Inglaterra
Anticorpo Monoclonal produzido em camundongo, anti-

antigeno CD68, Clone PG-M1, DAKO, Grostrup, Dinamarca

As técnicas de recuperacéao utilizadas foram:

Para MAC387: digestdo enzimatica dos cortes em 1,9 ml
de solugao de cloreto de célcio 0,1% pH 7,8 com 100ul de
tripsina 2% pH 7,8 em estufa a 37°C, durante 10 minutos.

Para CD20 e CD15: laminas imersas em citrato de sodio

100MM pH 6, em forno microondas, durante 15 minutos.
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e Para CD3: laminas imersas em tampéao TRIS 0,1 M pH 9,5,
em banho-maria a 95°C, durante 40 minutos.

e Para CD68: digestao enzimatica dos cortes em 1,9 ml de
solucao de cloreto de calcio 0,1% pH 7,8 com 100ul de

tripsina 2% pH 7,8 em estufa a 37°C, durante 10 minutos.

Depois de feita a recuperacdo de antigenos, as laminas foram
lavadas em 2 banhos de PBS (tampéo salina fosfato 1M pH 7,4) e realizou-
se o0 blogueio da peroxidase enddgena pelo tratamento com peroxido de
hidrogénio 130 volumes a 3% em PBS. As laminas foram entdo colocadas
numa camara umida e submetidas ao soro fetal bovino por uma hora, em

estufa a 37 °C. A seguir, foram secas e submetidas ao anticorpo primario.

Os anticorpos primarios foram diluidos em BSA (soroalbumina
bovina) 1% em PBS.

As diluicGes de anticorpos usadas neste trabalho foram:

Anti-Mielo6ide/Histiocito (MAC387) — diluicdo 1/500

CD20(L-26) — diluigao 1/800

CD15(C3d-1) — diluigao 1/25

CD3(PS1) — diluigao 1/50

CD68(PG-M1) — diluicdo 1/200

Apbés a aplicagdo do anticorpo primario, as laminas foram
deixadas em camara Umida a 4 °C na geladeira durante a noite. Apds 18 a

20 h de incubacao, foram entdo lavadas em 3 banhos de PBS pH 7,4 e
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incubadas em camara umida com anticorpo secundario diluido em PBS por
uma hora em estufa a 37 °C.

Para as reagcdes com anticorpos primarios CD20, anti-
Miel6ide/Histiécito e CD68, foi usado anticorpo secundario anti-camundongo
lgG biotinilado produzido em coelho, cédigo E0354 da DAKO, diluido 1/200
em PBS, para marcacgao de linfocitos B, macréfagos jovens (recentemente
recrutados) e macréfagos maduros, respectivamente. De acordo com dados
do fabricante, o anticorpo MAC387 (mieldéde/histiécito) marca também
granulécitos além dos macréfagos jovens.

Para as reagdes com anticorpo primario CD15, foi usado
anticorpo secundario anti-camundongo IgM biotinilado produzido em coelho,
cédigo E0465 da DAKO diluido 1/300em PBS, para marcagdo de

granuldcitos.

Para reagdes com anticorpo primario CD3, foi usado o kit
EnVision, cédigo K4001 da DAKO, pronto para uso, para marcacao de
linfocitos T.

Seguiu-se passagem em 3 banhos de PBS e incubagdo com
estreptoavidina conjugada com peroxidase na diluicdo 1/100 em PBS por 1 h
em estufa a 37°C, com excecdo das laminas de CD3, nas quais foi usado o

kit EnVision.

As laminas foram novamente lavadas em 3 banhos de PBS,
seguindo-se a revelacdo da reacdo, quando se usou 3,0 tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB) 5637 - Sigma 40%, por 5 minutos, em banho-maria

a 37°C.
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Apos passagem em agua corrente, os cortes foram contracorados
pela técnica de Miller para fibras elasticas. A seguir foram desidratados em
banhos sucessivos de agua corrente, alcool a 70%, alcool a 95%, alcool a

100%, xilol e cobertos com laminula usando-se resina sintética.

3.3. Medidas Morfométricas

Ao microscépio Optico acoplado a um sistema de analise de
imagens Quantimet Q500IW (Leica-Cambridge, Ld), foram avaliadas artérias
pulmonares periféricas maiores que 50um de didmetro que nao

apresentavam artefatos de pingamento (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografias de arteriolas de bronquiolos terminal (A),
respiratorio (B) e de ducto alveolar (C), em casos de hipertenséo
pulmonar. Cortes submetidos a marcacdo pelo anticorpo
MAC387 e anticoloracdo pela técnica de Miller. Objetiva = 40
vezes

3.4. Quantificacao de Células Inflamatérias na Adventicia e na

Média

Definiram-se os limites da tdnica adventicia como o tecido
conjuntivo concentricamente arranjado ao redor do vaso (Figura 2), ou
situado até a estrutura alveolar mais proxima. Nas proximidades de

bronquiolos ou brénquios maiores, em trechos onde o tecido conjuntivo nao
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apresentava arranjo concéntrico, padronizou-se uma area delimitada por

uma linha imaginaria paralela a limitante elastica externa e com largura igual

a uma vez a espessura da tunica média arterial.
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Figura 2. Tela de analisador de imagens, mostrando o calculo da area da

adventicia

Ainda utilizando o mesmo sistema de analise de imagens,

mensurou-se a darea da camada adventicia de cada artéria avaliada (em

pum?).

Realizou-se a contagem do numero de cada tipo de célula

inflamatéria marcada por meio das rea¢des de imunohistoquimica, na tunica

adventicia, média e intima.
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Calculou-se ainda a densidade de células inflamatérias na
adventicia, dividindo-se o n? de células encontradas pela area da adventicia
e multiplicando-se por 10°, para se obter o resultado em mm?, ja que a area

fora medida originariamente em um?.

Densidade de céls. Inflam. na adventicia = N° de céls. na adventicia x 10° (cels/ mm?)
Area da adventicia

Em cada caso, foi calculada a densidade média de cada tipo
celular, marcado a partir da soma das densidades de artérias individuais,
pelo niumero de artérias adequadas para analise.

Ja para as células que infiltravam as tunicas média e intima, foi
determinado apenas o seu numero absoluto e calculado um indice que
compreende o produto do numero total de células na parede, pela proporcao
entre artérias com células infiltrantes, dividido pelo nimero total de artérias

analisadas — indice de células infiltrantes (ICl).

indice = n? total de céls. na parede x n2de artérias com céls. infiltrantes
n? total de artérias analisadas

3.5. Grupo Controle

Como grupo controle, foram utilizados fragmentos de pulméao
obtidos no Servigo de Verificacdo de Obitos da Capital, de nove necrépsias

realizadas com tempo inferior a seis horas ap6s o 6bito, e fragmentos de




Casuistica e Métodos 31

biépsia de dois pacientes sem doenca cardiovascular, mas com afecgao
pulmonar que exigiu pneumectomia, estes ultimos obtidos no Laboratério de
Anatomia Patologica do Instituto do Coracdo. Os pulmdes de necrépsia
foram fixados por injecao intra-traqueal de solucdo a 10% de formalina
tamponada. Os demais fragmentos de controle foram colhidos de local ndo
acometido pelo processo patolégico principal.

Todos os cortes dos controles foram submetidos aos mesmos
procedimentos descritos para o grupo de estudo em relagdo as técnicas de

imunohistoquimica.

3.6. Diagndstico Principal, Idade e Sexo de Pacientes e Controles

Dados referentes ao sexo, idade, diagnéstico da cardiopatia e
pressdes na artéria pulmonar estao listados na Tabela 1. As caracteristicas
dos individuos do grupo controle constam da Tabela 2. A analise descritiva
dessas caracteristicas consta do capitulo Resultados.

O trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissao Cientifica e de
Etica do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (protocolo de pesquisa SDC — 1876/01/64 em 11/06/01) e na
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo, em 11/07/01 (protocolo de pesquisa n® 447/01).
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Tabela1. Pacientes: Dados clinicos, hemodinamicos e histolégicos (grau

de HP)
Caso | Sexo | Idade PmAP Grau Diagnodstico
(meses) (mmHg) HP
1 B9852 F 43 49 1 tga + civ + epv
1 dveve + dvsve +
2 B98237 M 6 37 tga + fo patente
3 B98615 F 34 65 N1 civ
4 B98713 M 63 n 1 civ + banda anémala de vd
5 B98759 F 31 47 N1 civ multipla
1 datvpc/o + dvsvd+ civ+ am +
6 B98785 F 38 65 iso.esq
7 B98834 F 13 52 N1 dsav-t tipo A + sind Down
N1 dsav-t-tipo A + pca + coao
8 B981259 F 20 45 leve
9 B981310 M 23 41 N1 civ
10 |B981325 M 25 45 N1 dsav-t tipo C
11 B981443 F 35 ? 1 dsav-t + sind.Down
12 | B981587 F 19 83 1 civ + coao
13 |B981604 F 96 n 1 Nao disponivel
14 |B981718 M 12 69 N1 civ + pca + coao
15 |B981802 M 15 n N1 civ + pca + sind.Down
16 |B981827 M 19 44 N1 truncus tipo1 + cia
1 sind.Shone (vmparaquedas
17 | B981897 M 19 71 + esvm +coao + Civ)
1 vutipo e. + tga + esvao +
18 |B982115 M 38 33 pca + vmparaquedas
19 | B982267 F 7 47 N1 cia + civ + im + pca
20 | B982417 M 61 n N1 cia fo
N1 vcse + dvsvd + aao a d+ civ
21 B9942 F 13 43 néo relacionada
22 | B99318 F 19 n N1 dsav-t +pca
23 | B991033 F 9 n N1 iaao tipo B + civ
24 | B991121 M 81 55 1 civ + cia + pca
25 | B991145 F 83 61 N1 pca
26 | B991565 F 17 60 N1 dsav-p + iso. e. + im + civ

Legenda: aao = arco aortico; am = atresia mitral; B = bidpsia; cia = comunicagdo interatrial; civ =
comunicagdo interventricular; coao = coarctacdo da aorta; datvpc/o = drenagem anb6mala de veias
pulmonares com obstrugdo; dsav-t = defeito do septo atrioventricular total; dsav-p = defeito septal
atrioventricular parcial; dvsvd = dupla via de saida de ventriculo direito; dveve = dupla via de entrada de
ventriculo esquerdo; dvsve = dupla via de saida de ventriculo esquerdo; epv = estenose pumonar valvar;
esvao = estenose supravalvar aértica; esvm = estenose supravalvar mitral; F = feminino; fo = forame oval;
HP = hipertensdo pulmonar; iaao = interrupgdo do arco adrtico; im = insuficiéncia mitral; iso.esq =
isomerismo esquerdo; M = masculino; N1 = ndo 1; pca = persisténcia do canal arterial; PmAP = pressao
média na artéria pulmonar; sind = sindrome; tga = transposicao das grandes artérias; vese = veia cava
superior esquerda; vd = ventriculo direito; vm = valva mitral; vu = ventriculo Gnico
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Tabela 2. Grupo Controle: Sexo, idade, “causa mortis” nas autopsias e
diagndstico clinico nas biopsias

Autdpsias
Caso Sexo Idade Causa mortis
(meses)
1 A1 M 6 Morte subita
2 A2 M 7 Geca
3 A3 M 10 Geca
4 A4 M 9 BCP*
5 A5 M 3 Desidratacao
6 A6 F 16 Insuficiéncia Hepatica
7 A7 F 3 BCP*
8 A8 F 47 Anemia aguda
9 A9 F 11 Toxemia
Biopsias
10 B10 M 74 Pseudo tumor inflamatério hilar pulmonar
11 B11 M 72 Fibrohistiocitoma pulmonar

Legenda: BCP = Broncopneumonia®; F = feminino; Geca = gastroenterocolite aguda; M =
masculino * Dado de atestado de ébito (exame macroscépico) ndo confirmado ao exame
histologico

3.7. Metodologia Estatistica

3.7.1. Analise Descritiva e Diferencial

Para atingir todos os objetivos propostos na tese, foi necessaria a
aplicacao de diversas técnicas de analise estatistica.
Na andlise descritiva das variaveis quantitativas, foram

apresentadas estatisticas descritivas (média, desvio padrdo, minimo,
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mediana e maximo) e graficos do tipo Box Plot, de dispersdo e de médias®.
O grafico tipo Box Plot é muito utilizado para o estudo da distribuicdo da
variavel de interesse (principalmente assimetria e dispersao). Na Figura 3,
segue uma ilustracdo desse grafico, e os demais apresentados no decorrer
deste trabalho tém interpretacao similar. Para as variaveis qualitativas, essa
analise foi realizada por meio de tabelas e graficos de freqtiéncias para o

estudo de sua distribuigéo.
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Figura 3. llustracdo de um gréfico tipo Box Plot
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Sempre que necessario, a comparacao da distribuicdo dos dados
com a distribuicao tedrica normal (curva de Gauss) foi realizada pelo teste
nao paramétrico de Kolmogorov-Smirnov®?, além da verificagdo descritiva da
simetria dos dados no grafico tipo Box Plot, ja citado acima.

O teste t de Student® foi utilizado para a comparacdo dos
resultados médios dos grupos de pacientes controle e HP estudo quanto a
uma variavel quantitativa (por exemplo, a idade ou as densidades). No caso
da comparacao de mais de duas médias (por exemplo, a comparagao de
densidades dos grupos controle e subgrupos G1 e GNT1), aplicou-se a
técnica ANOVA®* e, quando necesséario, realizaram-se comparacdes
multiplas pelo método de Tukey®®. Quando a hipétese de normalidade dos
dados (distribuicdo de Gauss) nao foi satisfeita, essas analises foram
realizadas por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis®?,
respectivamente.

O teste Qui-Quadrado® , Qui-quadrado exato ou de Fisher® foram
utiizados para avaliar a existéncia de uma possivel associacao
(dependéncia) entre duas variaveis qualitativas (por exemplo, grupo e sexo).

O teste t de Student pareado® foi utilizado para a comparagao de
médias de duas variaveis quantitativas mensuradas no mesmo paciente (por
exemplo, a densidade de macrofagos, linfécitos T e linfocitos B). Nesses
casos, tém-se dados com medidas repetidas, ou seja, diferentes medidas
que foram obtidas no mesmo paciente. No caso da comparacdo de mais de
duas médias, aplicou-se a técnica ANOVA com medidas repetidas® e,

quando necessario, realizaram-se comparacées mudultiplas pelo método de
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Tukey®®. Quando a hipétese de normalidade dos dados (distribuicdo de
Gauss) nao foi satisfeita, essas analises foram realizadas pelos testes nao
paramétricos de Wilcoxon e Friedman®?, respectivamente.

A andlise de associacao linear entre duas variaveis quantitativas
foi realizada por meio de graficos de dispersdao e do coeficiente de
correlacdo de Pearson®. Por definicdo, os valores do coeficiente de
correlacdo de Pearson® estdo entre -1 e 1, e o sinal do coeficiente indica a
direcdo da associacdo. Alto valor absoluto do coeficiente indica uma forte
associagao entre as variaveis, e valores proximos de zero indicam
independéncia entre as variaveis. Realizou-se um teste para verificar se o
coeficiente poderia ser considerado diferente de zero, ou seja, se havia
indicios de associagao entre as variaveis.

O nivel de significancia considerado foi 5%.
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4, RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da Amostra

A distribuicdo dos pacientes em estudo quanto as variaveis
qualitativas grupo e grau histolégico estao apresentadas na Tabela 3. Esses
resultados mostram que a maioria dos pacientes em estudo é do grupo HP
(70,3%), e dentro desse grupo a maioria dos pacientes apresenta grau

histologico GN1 (61,8%).

Tabela 3. Distribuicao das variaveis grupo e grau histolégico

Variaveis Freqliéncia
Absoluta(n) Relativa(%)
Grupo
Controle 11 29,7
HP 26 70,3
Total 37 100

Grau Histolégico
G1 10 38,5
GN1 6 61,5
Total 26 100
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A analise descritiva das variaveis quantitativas idade (em meses)
e pressao da artéria pulmonar (em mmHg) estao apresentadas na Tabela 4.
Esses resultados mostram que o grupo HP apresenta maior média da idade
que o grupo controle, mas com grande variabilidade. Vale destacar que
ambos 0s grupos apresentam pacientes com idades bem maiores que os
demais. Para a comparacgao da idade média desses dois grupos, foi utilizado
o teste t-Student®, pelo fato de essa varidvel apresentar a suposicdo de
normalidade satisfeita (p=0,07 no teste de Kolmogorov-Smirnov). Assim,
pode-se dizer que a idade média do grupo controle nao difere da idade
média do grupo HP (p=0,35), concluindo, entdo, que a amostra é
significativamente homogénea quanto a idade. Avaliando a idade quanto ao
grau histolégico dos pacientes do grupo HP, observou-se que os pacientes
GN1 apresentam menor média da idade que os pacientes com G1, com
grande variabilidade e presenca de outliers entre os pacientes com GN1.
Com isso, concluiu-se que existe uma diferenga marginalmente significativa
(p=0,06) entre essas médias, destacando que os pacientes GN1 apresentam
os menores resultados. Essa mesma analise foi realizada para a pressao
arterial média dos pacientes com G1 e GN1, onde se concluiu pelo teste t-
- Student (p=0,73 no teste de Kolmogorov-Smirnov) que nao existe diferenca
significativa entre esses resultados (p=0,48), apesar de os pacientes com
GN1 apresentarem menores valores da pressao arterial pulmonar que os

pacientes com G1.
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Tabela 4. Estatisticas descritivas das variaveis idade e pressao da artéria

pulmonar
o - Desvio .- . .
Variaveis n Média Padrio Minimo | Mediana |[Maximo| p

Controle | 11 23,45 27,35 3 10,0 74

Idade (meses) 0,35
HP 26 32,27 24,92 6 21,5 96
G1 10 43,80 28,44 6 38,0 96

Idade (meses) 0,06
GN1 16 25,06 20,13 7 19,0 83

Pressao da artéria G1 7 56,1 4 18,1 4 33 55,0 83 048

pulmonar (mmHg) | GN1 12 | 51,58 | 9,61 41 47,0 69 ’

A distribuicao da variavel sexo quanto aos grupos em estudo e ao
grau histolégico do grupo HP esta apresentada na Tabela 5. Nela, observa-
se que a maioria dos pacientes do grupo controle € do sexo masculino,
enquanto no grupo HP a maioria é do sexo feminino, destacando que essa
distribuicdo esta muito proxima de 50%. Para avaliar se existe uma
associagao significativa entre as variaveis qualitativas sexo e grupo, foi feito
o teste de homogeneidade Qui-Quadrado®, que apresentou “p” igual a 0,235,
indicando que ndo ha dependéncia significativa entre elas, ou seja, 0s
grupos controle e HP podem ser considerados homogéneos quanto ao sexo.

Tabela 5. Distribuicdo de freqléncias da varidvel sexo em relagao aos
grupos em estudo

Sexo Grupo Total
Controle HP
% n % N %
Masculino 7 63,6 11 42,3 18 48,6
Feminino 4 36,4 15 57,7 19 51,4
Total 11 100 26 100 37 100

Teste Qui-quadrado: p=0,235
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Pela Tabela 6, observa-se um perfeito equilibrio no subgrupo de
pacientes com G1 quanto ao sexo, e a maioria do sexo feminino no
subgrupo GN1, destacando que a distribuicdo € também préxima de 50%.
Da mesma forma, para avaliar se existe uma associacao significativa entre
as variaveis qualitativas sexo e grau histolégico, foi feito o teste de
homogeneidade Qui-Quadrado®, que apresentou “p” igual a 0,530, indicando

que nao ha dependéncia significativa entre elas, ou seja, os subgrupos G1 e

GN1 do HP podem ser considerados homogéneos quanto ao sexo.

Tabela 6. Distribuicao de freqiiéncias da varidvel sexo em relagédo ao grau
histoldgico do grupo HP

Sexo Grau Histologico Total
G1 GN1
% n % n %
Masculino| 5 50 6 37,5 11 42,3
Feminino 5 50 10 62,5 15 57,7
Total 10 100 16 100 26 100

Assim, de uma forma geral, a amostra em estudo pode ser
considerada homogénea quanto a idade, pressdo da artéria pulmonar e
sexo, em relacdo aos grupos controle e HP e os graus 1 e ndo 1 dentro do
grupo HP, destacando que os dados apresentam grande variabilidade.

A Tabela 7 apresenta estatisticas descritivas das variaveis
relacionadas aos marcadores de células inflamatérias nos grupos HP e

controle.
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Tabela 7. Estatisticas descritivas das variaveis relacionadas aos
marcadores de células inflamatérias nos grupos HP e controle
Marcadores Variaveis Grupo | Média Desv~|o Minimo | Maximo
Padrao
Numero de artérias ~ [HP 13,4 7,5 4,0 34,0
analisaveis Controle | 13,8 7,5 4,0 26,0
Ndmero de artérias com |HP 1,0 1,4 0,0 5,0
MAC387 células infiltrantes na
média e intima Controle 0,3 0,6 0,0 2,0
Area de adventicia por HP 13547,6 5001 ,2 7440,5 30907,8
artéria (mm®) Controle | 22619,8 | 13122,5 | 7821,6 | 50335,9
Numero de artérias  [HP 15,0 9,8 2,0 40,0
analisaveis Controle | 19,2 11,3 8,0 36,0
Ndmero de artérias com |HP 0,3 0,6 0,0 2,0
CD15 células infiltrantes na
média e intima Controle 0,0 0,0 0,0 0,0
Area de adventic2|a por HP 10461 ,5 4327,4 3847,3 21 488,2
artéria (mm°©) Controle | 13762,6 | 8075,5 | 5127,6 | 32559,4
Numero de artérias ~ [HP 13,2 8,1 2,0 31,0
analisaveis Controle | 16,7 6,1 8,0 26,0
Numero de artérias com [HP 0,1 0,3 0,0 1,0
CD20 células infiltrantes na
média e intima Controle | g 0,0 0,0 0,0
Area de adventi%ia por HP 12640,2 4832,0 631 1 ,4 2291 2,1
artéria (mm°©) Controle | 16698,8 | 11870,7 | 6206,6 49470,2
Numero de artérias  [HP 11,4 8,3 3,0 39,0
analisaveis Controle | 19,4 9,3 5,0 34,0
Ndmero de artérias com |HP 0,0 0,0 0,0 0,0
CcD3 células infiltrantes na
média e intima Controle | g2 0,4 0,0 1,0
Area de adventi%ia por HP 1 1399,1 5508,1 4598,3 26383,6
artéria (mm°©) Controle | 11474,2 | 6906,7 | 2527.4 | 22890,6
NuUumero de artérias HP 9,961 5 7,0398 1 ,O 36,0
analisaveis Controle | 16,0909 | 7,6479 5,0 27,0
Numero de artérias com [HP 1,0385 | 2,9864 0,0 15,00
CDe68 células infiltrantes na
média e intima Controle | 2727 | 0,4671 0,0 1,00
Area de adventic2|a por HP 17863,30 10075,96 6806,20 421 02,50
artéria (mm°©) Controle [19126,89|6967,689| 3884,50 | 25729,80
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4.2, Célula Inflamatéria Prevalente nos Grupos HP, Controle e
Subgrupos G1, GN1 e Comparacoes de Densidades Entre os

Grupos

4.2.1. Células inflamatérias prevalentes dentro de cada grupo

4.2.1.1. Grupos HP e Controle considerando marcador MAC387 para

macrofagos

No grupo controle, observa-se maior prevaléncia de linfécitos T
(Tabela 8). As células marcadas pelo MAC387 apresentam a segunda maior
densidade média, seguidas pelos linfocitos B. Esse resultado estéa ilustrado
na Figura 4. Pela avaliagdo da Quadro 1, observa-se que existe diferenca
significativa entre todas as médias das densidades de trés tipos de células
inflamatérias em estudo (p<0,040), o que permite concluir que, no grupo
controle, as células inflamatérias prevalentes sao os linfocitos T, seguidos

por células MAC387 positivas.
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Quadro 1.Resultados da analise de variancia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos
de células inflamatérias pelas densidades médias no grupo
controle, considerando MAC387 como marcador de macroéfagos.

Ho 0=0,001 Existg pelo menos uma diferenca entre as médias das
densidades das células MAC, CD20 e CDS3.
Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria
MéA[()D?’x p=0,009 A média do MAC é menor que a média do CD3.
“éggox 0=0,016 A média do MAC é maior que a média do CD20.
Cgsg X p=0,002 A média do CD20 é menor que a média do CD3.
Tabela8. Estatisticas descritivas da média de densidades de células
inflamatorias (todos os marcadores) por area da adventicia nos
grupos controle e HP (células/mm?)
Grupo Marcadores Média gae;;,aig Minimo | Mediana Maximo
CD68 110,8 105,7 0 86 339
MAC387 145,2 147,0 0 96 439
CD15 56,8 50,5 1 36 160
C&T{:’)'e CD20 17,7 19,3 0 14 64
CD3 376,9 285,9 95 300 957
CD20 + CD3 394.,6 290,0 109 300 991
Média Geral 1415 80,9 63 98 304
CD68 130,0 212,8 0 60 1054
MAC387 248.,8 323,6 0 124 1125
CD15 54,4 63,5 0 35,5 283
HP (n=26) CD20 48,0 81,2 0 12 306
CDs3 51,0 68,5 0 19,5 197
CD20 + CD3 99,0 105,083 0 37 333
Média Geral 106,4 101,9 15 80 478
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Figura 4. Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por area da
adventicia no grupo controle (células/mm?), considerando MAC387
como marcador de macréfagos.

Mesmo quando se avaliam conjuntamente os linfécitos B e T,
conclui-se que esse tipo de célula inflamatéria apresenta prevaléncia
significativamente maior que os demais no grupo controle, revelando o
grande dominio dos linfocitos T em relacédo aos linfécitos B nesse grupo de

pacientes (Quadro 2 e Figura 5).
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Quadro 2. Resultados do teste t-pareado para avaliar a prevaléncia de
diferentes tipos de células inflamatérias pelas densidades
médias no grupo controle, considerando o somatério
CD20+CD3 - MAC387 como marcador de macrofagos

H _0.006 Existe diferenca entre as médias das densidades das
0 =L, células MAC e CD20+CD3.
MAC x CD20+CD3 A média do MAC é menor que a média do CD20+CDS.
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Figura 5. Distribuicdo da varidvel densidade de células inflamatorias por
adrea da adventicia no grupo controle (células/mm?),
considerando o somatério CD20 + CD3 - MAC como
marcador de macrofagos

Ja no grupo de pacientes com HP, observa-se maior prevaléncia
de células inflamatérias marcadas pelo MAC387, onde se tem a média da
densidade igual a 248,8 células/mm?, com grande variabilidade. Os demais

tipos de células inflamatérias em estudo apresentam menores médias de

densidades, com resultados muito proximos e em torno de 52células/mm?.
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Esse resultado esta ilustrado na Figura 6. Pela avaliacdo do Quadro 3,
observa-se que existe diferenca significativa entre a média da densidade dos
macréfagos e todas os demais (p<0,01), enquanto, como esperado, 0s
linfocitos B e T nado apresentam densidades médias significativamente
diferentes (p>0,70), o que permite concluir que, no grupo HP, as células

inflamatérias prevalentes sdo os macroéfagos.

Quadro 3. Resultados da andlise de variancia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades médias no
grupo HP, considerando MAC387 como marcador de
macrofagos

Existe pelo menos uma diferenga entre as médias das

Ho p=0.,004 densidades das células MAC, CD20 e CD3.
Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria
MAC x CD3 | p=0,005 A média do MAC é maior que a média do CD3.
MAC x CD20| p=0,005 A média do MAC é maior que a média do CD20.

CD 20 x CD3| p=0,885 A média do CD20 nao difere da média do CD3.
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Figura 6. DistribuicAdo da variavel densidade de células inflamatorias por
area da area da adventicia no grupo HP (células/mm?),
considerando MAC387 como marcador de macréfagos

Quando se avalia os linfécitos B e T conjuntamente, conclui-se

que esse tipo de célula inflamatdria apresenta prevaléncia significativamente

menor que o0s macréfagos

(p<0,01),

mas a maior prevaléncia dos

macréfagos ainda € destaque em relacdo as demais células inflamatérias.

(Quadro 4 e Figura 7).
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Quadro 4.

Resultados do teste t-pareado para avaliar a prevaléncia de
diferentes tipos de células inflamatérias pelas densidades
médias no grupo HP, considerando o somatério CD20+CD3
— MAC387 como marcador de macréfagos

Ho

p=0,034

Existe diferenga entre as médias das densidades
das células MAC e CD20+CD3.

MAC x CD20+CD3

A média do MAC é maior que a média do
CD20+CDs3.

Densidade por area da adventicia
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Figura 7.

Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP (células/mm?), considerando o
somatério CD20 + CD3 - MAC como marcador de
macrofagos
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4.21.2. Grupos HP e Controle, considerando marcador CD68 para

macrofagos

Para verificacao do tipo de célula prevalente nos grupos HP total,
G1, GN1 e controle e a comparacao desses grupos entre si, em relacao as
células marcadas com CD68 e os demais marcadores, a metodologia
estatistica foi semelhante a utilizada anteriormente e descrita no item
4.2.1.1(Tabela 8).

Nos pacientes do grupo controle, houve prevaléncia de linfocitos
T, seguidos de células marcadas por CD68 (Figura 8). Com exceg¢ao da
comparacao entre CD68 e CD15 onde nao se encontra diferenca, houve
diferenca estatistica significativa entre CD68 e CD20 com prevaléncia de
macréfagos (p=0,018) e entre CD68 e CD3 com predominio de linfécitos

T(p=0,025) (Quadro 5).

Quadro 5: Resultados da andlise de varidncia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades médias no
grupo controle, considerando CD68 como marcador de
macrofagos

H ~0.003 Existe pelo menos uma diferencga entre as médias das
° P=" densidades das células CD68, CD15, CD20 e CD3.

Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

CD68 x CD15| p=0,196 A média do CD68 nao difere da média do CD15.
CD68 x CD20| p=0,018 A média do CD68 € maior que a média do CD20.
CD68 x CD3 | p=0,025 A média do CD68 é menor que a média do CD3.
CD15 x CD20| p=0,020 A média do CD15 & maior que a média do CD20.
CD15x CD3| p=0,003 A média do CD15 é menor que a média do CD3.

CD 20 x CD3| p=0,002 A média do CD20 € menor que a média do CD3.
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Figura 8. Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatorias por
adrea da adventicia no grupo controle (células /mm?),
considerando CD68 como marcador de macréfagos

Avaliando-se os linfécitos B e T conjuntamente confirma-se que
esse tipo celular apresenta prevaléncia em relacdo as demais (p=0,020)
(Quadro 6 e Figura 9).
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Quadro 6. Resultados da analise de variancia com medidas repetidas
(andlise de perfis), para avaliar prevaléncia de diferentes tipos
de células inflamatérias pelas densidades médias no grupo
controle, considerando o somatorio CD20+CD3 - CD68
como marcador de macrofagos

Ho

p=0,006

Existe pelo menos uma diferenga entre as médias das
densidades das células CD68, CD15 e CD20+CD3.

Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

CD68 x CD15 | p=0,196

A média do CD68 nao difere da média do CD15.

CD68 x

CD20+CD3 p=0,020 | A média do CD68 é menor que a média do CD20+CD3.
CD15 x o ] o
CD20+CD3 p=0,002 | A média do CD15 é menor que a média do CD20+CD3.
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Figura 9.

Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatdrias por

area da

adventicia no grupo controle (células/mm?),

considerando o somatorio CD20 + CD3 - CD68 como
marcador de macroéfagos
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Ja no grupo HP, houve predominio das células marcadas por
CDe68 (Figura 10), mas sem diferenca estatistica (p=0.082) como se observa

no Quadro 7.

Quadro 7. Resultados da andlise de varidncia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades no grupo
controle, considerando CD68 como marcador de

macrofagos
H ~0.082 Nao existe diferenca entre as médias das densidades das
° =5, células CD68, CD15, CD20 e CD3.
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Figura 10 . Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP (células /mm?), considerando
CD68 como marcador de macrofagos
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Mesmo quando se comparam conjuntamente os linfécitos B e T,

constatou-se nao haver diferencga entre os tipos celulares (p=0,156) (Quadro

8 e Figura 11).

Quadro 8. Resultados da analise de variancia com medidas repetidas
(andlise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos
de células inflamatérias pelas densidades no grupo HP,
considerando o somatério CD20+CD3 - CD68 como
marcador de macrofagos

Ho |p=0,156

Nao existe diferenca entre as médias das densidades das
células CD68, CD15 e CD20+CD3.
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Figura 11.Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por
area de adventicia no grupo HP (células/mm?), considerando o
somatério CD20 + CD3 - CD68 como marcador

macrofagos.
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4.2.1.3.

Grupo HP Quanto ao Grau Histoldogico (Subgrupos G1 e

GN1)

células por area de adventicia vascular nos subgrupos de HP.

A Tabela 9 mostra as estatisticas descritivas da quantidade de

Tabela 9. Estatisticas descritivas da média de densidades de células

inflamatérias na adventicia no grupo HP quanto ao grau
histolégico (células/mm?)

Hi stcirlgtg;i co Marcadores | Média PD:‘;S:%Z Minimo | Mediana | Maximo

CD68 83,9 104,2 0 52 349

MAC387 90,6 108,6 0 46,5 348

G1 CD15 40,8 39,5 0 35,5 104
(n=10) CD20 92,0 113,8 0 39,5 306
CcD3 22,5 25,4 0 17 80

CD20+CD3 | 114,5 131,5 8 50,5 333

CcD68 158,8 258,1 0 69 1054

MAC387 347.6 374,6 28 172 1125

GN1 CD15 62,9 74,7 0 35,5 283
(n=16) CD20 20,4 33,3 0 10,5 131
CD3 68,9 80,9 0 26 197

CD20+CD3 | 89,3 88,1 0 37 237
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4.2.1.4. Célula prevalente em cada sub-grupo de HP, considerando

marcador MAC387 para macréfagos

No grupo de pacientes G1, observa-se densidades médias
maiores e semelhantes para as células do tipo macréfagos (MAC387) e
linfécitos B e menores para linfécitos T, mas com grande variabilidade.
Assim, nao se observa nenhum destaque quanto a maior prevaléncia de um

tipo de célula inflamatéria em especial, como mostra a Quadro 9 e Figura 12.

Quadro 9. Resultados da andlise de variancia com medidas repetidas
(analise de perfis) para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos
de células inflamatérias pelas densidades médias no grupo HP
- subgrupo G1, considerando MAC387 como marcador de
macrofagos

Nao existe diferencga significativa entre as médias das

Ho | p=0.225 | 4o sidades das células MAC, CD20 e CD3 no grupo G1.
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Figura 12. Distribuicdo da varidvel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP — subgrupo G1 (células/mm?),
considerando MAC387 como marcador de macréfagos

Mesmo avaliando os linfécitos B e T conjuntamente, conclui-se
que esse tipo de célula inflamatéria ndo apresenta prevaléncia

significativamente diferente das demais (Quadro 10 e Figura 13) no

subgrupo G1(p=0,707).
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Quadro 10. Resultados da analise de varidncia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades médias no
grupo HP - subgrupo G1, considerando o somatério
CD20+CD3 - MAC387 como marcador de macréfagos

Nao existe diferencga significativa entre as médias das

Ho | P=0,707 |4ensidades das células MAG e CD20 + CD3 no grupo G1.
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Figura 13. Distribuicao da varidvel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP - subgrupo G1 (células/mm?),
considerando o somatério CD20+CD3 - MAC387 como
marcador de macréfagos

Ja no grupo de pacientes GN1, observa-se maior prevaléncia de

células inflamatérias do tipo macréfago. Esse resultado esta ilustrado na

Figura 14. Pela avaliacdo do Quadro 11, observa-se que existe diferenca
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significativa entre a média da densidade dos macrofagos e todas as demais

células (p=0,005). Esse resultado permite concluir que, no grupo GN1, as

células inflamatérias prevalentes sdo os macrofagos.

Quadro 11. Resultados da analise de varidncia com medidas repetidas
(andlise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades médias no
grupo HP - subgrupo GN1, considerando MAC387 como
marcador de macrofagos

Existe pelo menos uma diferenca entre as

Ho p=0,005 |médias das densidades das células MAC, CD20
e CDS.
Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

MAC x CD3 | p=0,012

A média do MAC é maior que a média do CD3.

MAC x CD20| p=0,002

A média do MAC é maior que a média do CD20.

CD 20 x CD3| p=0,041

A média do CD20 é menor que a média do CD3.
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Figura 14. Distribuicdo da variavel densidades de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP - subgrupo GN1 (células/mm?),
considerando MAC387 como marcador de macréfagos
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Quando se avaliam os macrofagos em relacao aos linfécitosBe T
conjuntamente (Quadro 12 e Figura 15), conclui-se que esse tipo de célula
inflamatéria também apresenta prevaléncia significativamente maior que as
demais (p=0,014), com maior predominio dos linfécitos T em relacao aos
linfocitos B (p=0,041).

Quadro 12. Resultados da andlise de variancia com medidas repetidas
(analise de perfis), para avaliar a prevaléncia de diferentes
tipos de células inflamatérias pelas densidades médias no

grupo HP - subgrupo GN1, considerando o somatério
CD20+CD3 - MAC387 como marcador de macréfagos

Existe diferenca entre as médias das densidades

Ho P=0,014 425 células MAC e CD20+CD3.

Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

A média do MAC é maior que a média do

MAC x CD20+CD3
CD20+CDs3.
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Figura 15. Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP (celulas/mm?) no grupo HP -
subgrupo GN1, considerando o somatério CD20+CD3 -
MAC387 como marcador de macrofagos
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4.2.1.5.

Célula prevalente em cada subgrupo de HP, considerando

marcador CD68 para macréfagos

Subdividindo o grupo HP em subgrupos G1 e GN1, pode-se

observar que no G1 nao ha diferenca entre os diversos tipos celulares

marcados como demonstra a Quadro 13 e Figura 16 (p=0,166).

Quadro 13. Resultados de andlise de variancia com medidas repetidas,
para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos de células
inflamatérias pelas densidades médias no grupo HP -
subgrupo G1, considerando CD68 como marcador de
macrofagos

Ho

p=0,166

Nao existe diferenga significativa entre as médias das
densidades das células CD68, CD15, CD20 e CD3 no
subgrupo Gl.
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Figura 16. Distribuicdo da varidvel densidade de células inflamatorias por
area de adventicia no grupo HP - subgrupo G1 (células/mm?) -
considerando CD68 como marcador de macréfagos
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Mesmo quando se compara a soma dos linfécitos B e T, ndo se
observa predominio de nenhum tipo celular (p=0,243) (Quadro 14 e Figura

17).

Quadro 14. Resultados de analise de varidncia com medidas repetidas,
para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos de células
inflamatérias pelas densidades médias no grupo HP -
subgrupo G1 - considerando o somatério CD20+CD3 -
CD68 como marcador de macréfagos

Nao existe diferencga significativa entre as médias das

Ho p=0,243 |densidades das células CD68,CD15, CD20 + CD3 no
subgrupo G1.
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Figura 17. Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatorias por
area da adventicia no grupo HP (celulas/mm?) no grupo HP -
subgrupo G1, considerando o somatério CD20+CD3 - CD68
como marcador de macrofagos
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Ja

no GN1, pode-se observar que a média de CD68 € maior em

relacdo a média de CD20 que, por sua vez, € menor que CD15 (p=0,046 e

0,021 respectivamente) (Quadro 15 e Figura 18).

Quadro 15. Resultados de andlise de varidancia com medidas repetidas,
para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos de células
inflamatérias pelas densidades médias no grupo HP -
subgrupo GN1, considerando CD68 como marcador de
macrofagos

Ho 0=0,046 Existg pelo menos uma diferenca entre as médias das
densidades das células CD68,CD15, CD20 e CD3.
Comparacoées 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

CD68 xCD15 p=0,189 A média do CD68 néo difere da média doCD15.

CD68 x CD20 p=0,046 A média do CD68 & maior que a média do CD20.

CD68 x CD3 p=0,165 A média do CD68 nao difere do CDS3.

CD15 x CD20 p=0,021 A média doCD15 é maior que a média do CD20.

CD15x CD3 p=0,817 A média doCD15 nao difere da média do CD3.

CD 20 x CD3 p=0,041 A média do CD20 é menor que a média do CDS3.
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Figura 18. Distribuicdo da varidvel densidade de células inflamatoérias por
area de adventicia no grupo HP - subgrupo GN1 (células/mm?),
considerando CD68 como marcador de macréfagos

Quando se somam as densidades de CD20 e CD3, nao se

observa diferenga em relagdo as densidades de CD15 e CD68 (p=0,224)

(Quadro 16 e Figura 19).

Quadro 16.

Resultados de analise de variancia com medidas repetidas,

para avaliar a prevaléncia de diferentes tipos de células
inflamatérias pelas densidades médias no grupo HP -
subgrupo GN1, considerando o somatério CD20+CD3 -
CD68 como marcador de macréfagos

Ho

p=0,224

Nao existe diferenga significativa entre as médias das
densidades das células CD68,CD15, CD20 e CD3 no
subgrupo GN1.
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Figura 19. Distribuicdo da variavel densidade de células inflamatérias por
area da adventicia no grupo HP (celulas/mm?) no grupo HP -
subgrupo GN1, considerando o somatério CD20+CD3 -
CD68 como marcador de macréfagos
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4.2.2. Comparacoes de Densidades Entre Grupos

Quadro 17. Resultados das comparacdes dos grupos HP x Controle (testes
t) e dos subgrupos G1 x GN1 x Controle (analise de variancia)
quanto a densidade de cada tipo de célula inflamatéria em

estudo.

Densidade média Comparacoes p
Macréfagos(CD68) HP x Controle 0,779
G1 x GN1 x Controle 0,597
Macrofagos(MAC387) HP x Controle 0,318
G1 x GN1 x Controle 0,064
Granul6citos(CD15) HP x Controle 0,911
G1 x GN1 x Controle 0,660
Linfécitos B (CD20) HP x Controle 0,084
G1 x GN1 x Controle 0,015
G1 x GN1 0,022
G1 x Controle 0,030
GN1 x Controle 0,993
Linfécitos T (CD3) HP x Controle 0,004
G1 x GN1 x Controle <0,001
G1 x GN1 0,766
G1 x Controle <0,001
GN1 x Controle <0,001
LinfécitosBe T HP x Controle 0,007
(CD20+CD3) G1 x GN1 x Controle <0,001
G1 x GN1 0,937
G1 x Controle 0,003
GN1 x Controle <0,001
Total HP x Controle 0,008
CD68+CD15+CD20+CD3 [G1 x GN1 x Controle 0,024
G1 x GN1 0,999
G1 x Controle 0,034
GN1 x Controle 0,079
Total HP x Controle 0,142
MAC387+CD20+CD3 G1 x GN1 x Controle 0,092
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Quanto a densidade média de macrofagos (marcador MAC387),
nao se observa diferenca significativa entre os grupos controle e HP
(p=0,318), mas observa-se de forma descritiva no Quadro 17, que o grupo
HP apresenta maiores valores que o controle. Quando se avalia essa
comparacao entre os subgrupos G1, GN1 e controle, nota-se uma diferenca
apenas marginal entre eles (p=0,064), onde o subgrupo GN1 se destaca por
apresentar maiores valores (Quadro 17). Comparando a densidade das
células macrofagicas marcadas com CD68 nos grupos HP e controle e entre
os grupos G1, GN1 e controle, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa, tanto entre o grupo HP e controle (p=0,779) quanto entre G1,

GN1 e controle (p=0,597) (Quadro 17 e Figuras 20,21,22 e 23).
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Figura 20. Distribuicdo da variavel densidade de macréfagos por area da
adventicia quanto aos grupos HP e controle (células/mm?),
considerando MAC387 como marcador de macréfagos
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Figura 21. Distribuicao da variavel densidade de macrofagos por area da
adventicia quanto aos grupos G1, GN1
(células/mm?), considerando MAC387 como marcador de

macroéfagos

e controle
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Figura 22. Distribuicdo da varidvel densidade de macrofagos por area da
adventicia quanto aos grupos HP e Controle (células/mm?),
considerando CD68 como marcador de macréfagos
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Figura 23.  Distribuicdo da variavel densidade de macréfagos por area da
adventicia quanto aos grupos G1, GN1 e controle
(células/mm?), considerando CD68 como marcador de

macroéfagos

Para os granulécitos,

também ndo se observa diferenca

significativa entre a densidade média dos grupos controle e HP (p=0,911),

com resultados descritivos muito semelhantes (Quadro 17). Quando se

avalia essa comparagao entre os subgrupos G1, GN1 e controle, ndo se

nota diferenca significativa entre eles (p=0,660), mas de forma descritiva

tém-se que os pacientes do subgrupo G1 apresentam menores resultados

que os demais grupos (Quadro 17 e Figuras 24 e 25).
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Figura 24. Distribuicdo da variavel densidade de granuldcitos por area da
adventicia quanto aos grupos HP e controle (células/mm?),
considerando MAC387 como marcador de macrofagos
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Figura 25. Distribuicao da variavel densidade de granuldcitos por area da
adventicia quanto aos subgrupos G1, GN1 e grupo controle
(células/mm?).
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Quando se analisam os dados referentes aos linfécitos B,

observa-se uma diferenca marginalmente significativa entre a densidade

média dos grupos controle e HP (p=0,084), sendo a primeira menor que a

segunda (Quadro 17 e Figura 26).
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Figura 26. Distribuicdo da variavel densidade de linfécitos B por area da
adventicia quanto aos grupos HP e controle (células/mm?).

Quando se avalia essa comparacao entre os subgrupos G1, GN1

e controle, nota-se diferenca significativa entre eles (p=0,015), onde o

subgrupo G1 apresenta maior média de densidade que os demais (p<0,04)

enquanto os subgrupos GN1 e controle ndo mostram diferenga significativa

entre si (p=0,993) (Quadro 17). Esse resultado esta ilustrado na Figura 27.
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Figura 27. Distribuicdo da variavel densidade de linfocitos B por area da
adventicia quanto aos subgrupos G1, GN1 e grupo controle
(células/mm?).

Para os linfécitos T, observa-se que a densidade média do grupo
controle é significativamente maior que a do grupo HP (p=0,004), como

mostra o Quadro 17 e a Figura 28.
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Figura 28. Distribuicdo da variavel densidade de linfécitos T por area da
adventicia quanto aos grupos HP e controle. (células/mm?).

Quando se avalia essa comparacao entre os subgrupos G1, GN1

e controle, também se observa diferenca significativa entre eles (p<0,001),

onde o grupo controle apresenta maior média de densidade que os demais

(p<0,001) enquanto os subgrupos G1 e GN1 ndo mostram diferenca

significativa entre si (p=0,766) ( Quadro 17 e Figura 29).
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Figura 29. Distribuicdo da variavel densidade de linfécitos T por area da
adventicia quanto aos subgrupos G1, GN1 e grupo controle
(células/mm?)

Quando se avaliam conjuntamente as densidades de linfocitos B e

T, observa-se que a média do grupo controle é significativamente maior que

a do grupo HP (p=0,007), como mostra o Quadro 17 e a Figura 30.
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Figura 30. Distribuicdo da variavel densidade por area da adventicia
quanto aos grupos HP e controle (células/mm?),
considerando o somatério CD20+CD3

Fazendo essa comparacdo entre os subgrupos Gi1, GN1 e
controle, também se observa diferenca significativa entre eles (p<0,001),
onde o grupo controle apresenta maior média de densidade que os demais
(p<0,01), enquanto os subgrupos G1 e GN1 n&o mostram diferenca

significativa entre si (p=0,937) (Quadro 17 e Figura 31).
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Figura 31.  Distribuicdo da varidvel densidade de por area da adventicia
quanto aos subgrupos G1, GN1 e controle (células/mm?),
considerando o somatério CD20+CD3

Por fim, quando se avaliam todas as células inflamatérias em
estudo pela média das densidades dos macréfagos (marcador MAC387),
granuldcitos, linfocitos B e linfécitos T (densidade total), ndo se observa
diferenga significativa entre a densidade média dos grupos controle e HP

(p=0,142), destacando que, pelos resultados descritivos, 0 grupo controle

apresenta maiores valores que o HP (Quadro 17 e Figura 32).
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Figura 32. Distribuicao da variavel densidade total de células inflamatérias
por area da adventicia quanto aos grupos HP e controle
(células/mm?), considerando MAC387 como marcador de
macroéfagos

Quando se avalia essa comparacao entre os subgrupos G1, GN1

e controle, observa-se uma diferenga apenas marginal entre eles (p=0,092),

onde o subgrupo de pacientes GN1 se destaca por apresentar menores

valores que os demais (Quadro 17 e Figura 33).
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Figura 33. Distribuicdo da variavel densidade total de células inflamatérias
por area da adventicia quanto aos subgrupos G1, GN1 e grupo
controle (células/mm?), considerando MAC387 como
marcador de macrofagos

Quando se avalia a densidade total de células considerando o

CD68 como marcador de macrofagos, observa-se uma diferenca significativa

entre a densidade média do grupo controle e HP (p=0,008), destacando a

presenca de maior numero de células no grupo controle (Quadro 17 e Figura

34).
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Figura 34. Distribuicdo da variavel densidade total de células inflamatérias
por area da adventicia quanto aos grupos HP e controle
(células/mm?), considerando CD68 como marcador de
macroéfagos

Quando se compara entre os grupos G1, GN1 e controle observa-
se diferenca significativa entre o grupo controle e o G1(p=0,034) e uma
diferenca marginal em relacdo ao GN1(p=0,079), ndo havendo diferenca

entre os grupos G1 e GN1(p=0,999) (Quadro 17 e Figura 35).
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Figura 35. Distribuicdo da varidvel densidade total de células inflamatérias
por area da adventicia quanto aos subgrupos G1, GN1 e grupo
controle (células’/mm?), considerando CD68 como marcador
de macroéfagos

Vale destacar que todos os objetivos apresentados nessa secao
também foram avaliados pelo total de células dividido pelo total de areas
observadas (e ndo pela densidade média, o que foi denominado
simplesmente densidade no decorrer deste trabalho), e os resultados
observados foram muito semelhantes aos apresentados acima, levando as
mesmas conclusdes. Esse fato parece claro, quando se observa a alta

correlacao entre essas duas variaveis analisadas.
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4.3. Correlacao Entre as Densidades dos Diferentes Tipos de
Células Inflamatérias nos Grupos HP, Controle e Subgrupos

G1, GN1, e Controle

4.3.1. Considerando o MAC387 como marcador de macréfagos

Para verificar possiveis correlacdes entre as densidades dos tipos
de células inflamatérias macréfagos, granulécitos, linfécitos B e linfécitos T
nos grupos HP, G1, GN1 e controle, calculou-se o coeficiente de correlagao
de Pearson dessas densidades duas a duas.

Na Tabela 10, tém-se os resultados desse estudo no grupo
controle, onde observa-se associacdo linear significativa positiva entre a
densidade de macréfagos e granuldcitos com coeficiente de correlagdo de
Pearson igual a 0,623 (p=0,041), ou seja, pode-se dizer que, quanto maior a
densidade de macrofagos em pacientes do grupo controle, maior a
densidade de granulécitos, e vice-versa. Da mesma forma pode-se dizer
que, de forma significativa, quanto maior a densidade de linfécitos T, maior a
densidade de linfécitos B e T nesse grupo (CC de Pearson igual a 0,998 e
p<0,001), como era esperado. Por outro lado, vale destacar que nao existe
associacao significativa entre os linfécitos B e a avaliagdo conjunta dos
linfécitos B e T (CC de Pearson igual a 0,247 e p=0,464), mostrando, mais
uma vez, o dominio dos linfécitos T nessa analise conjunta de linfécitos.

Associacao linear positiva marginalmente significativa foi observada entre as
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densidades de macréfagos e linfocitos T (CC de Pearson igual a 0,563 e
p=0,071) e macroéfagos e linfocitos B e T (CC de Pearson igual a 0,560 e
p=0,073). Nas demais associa¢des entre as densidades dos diferentes tipos
de células inflamatérias, duas a duas, ndo se observa nenhuma correlacao

linear significativa.

Tabela 10.  Coeficiente de correlacdo (CC) de Pearson (e respectivo p)
entre as densidades dos diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo controle (n=11), considerando
MAC387 como marcador de macrofagos

Correlacao MAC387 CD15 CD20 CD3
CC 0,623
CD15
p 0,041
CC 0,067 0,382
CD20
p 0,845 0,246
CC 0,563 0,368 0,183
CD3
p 0,071 0,265 0,590
CC 0,560 0,388 0,247 0,998
CD20-+CD3
p 0,073 0,238 0,464 | <0,001

Na Tabela 11, tém-se os resultados desse estudo no grupo HP,
onde se observa associacao linear significativa positiva somente entre cada
um dos linfécitos B e T e os linfocitos B e T avaliados conjuntamente
(p<0,001), como naturalmente € de se esperar, uma vez que a segunda
variavel € a soma das primeiras. Nas demais associacées entre as
densidades dos diferentes tipos de células inflamatérias, duas a duas, nao

se observa nenhuma correlagéo linear significativa.
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Tabela 11.Coeficiente de correlacdo (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades dos diferentes tipos de células inflamatérias no
grupo HP (n=26), considerando MAC387 como marcador de

macroéfagos
Correlacao MAC387 CD15 CD20 CD3
CcC 0,303
CD15
P 0,133
CC -0,027 0,069
CD20
p 0,896 0,737
CcC 0,029 0,129 -0,021
CD3
P 0,888 0,529 0,919
CcC -0,002 0,138 0,759 0,635
D2 - D ’ ) ’ ’
CD20-+CD3 p 0,993 0,502 <0,001 <0,001

Dentro do grupo HP, de acordo com o grau histolégico, obteve-se

os resultados que constam das Tabelas 12 e 13.

Tabela 12.Coeficiente de correlagdo (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades dos diferentes tipos de células inflamatérias no

grupo HP - subgrupo G1 (n=10), considerando MAC387

como marcador de macréfagos

Correlacao MAC387 CD15 CD20 CD3
-0,027
CD15 cC 0.0
p 0,940
-0,34 21
D20 CC 0,348 0,0
p 0,324 0,954
CC -0,064 -0,557 0,641
CD3
p 0,860 0,095 0,046
CC -0,314 -0,089 0,989 0,748
CD20-+CD3
p 0,377 0,807 <0,001 0,013
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Tabela 13. Coeficiente de correlacdo (CC) de Pearson (e respectivo p)
entre as densidades dos diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo HP subgrupo GN1 (n=16),
considerando MAC387 como marcador de macréfagos

Correlacao MAC387 CD15 CD20 CD3
CC 0,290
CD15 o 0.276
CC 0,717 0,477
CDb20 p 0,002 0,062
CC -0,122 0,141 0,020
CDb3 p 0,652 0,603 0,940
CC 0,159 0,310 0,397 0,926
CDb20-+CD3 p 0,557 0,243 0,128 |<0,001

Para avaliar a existéncia de associacao entre as densidades e a

idade na sua forma continua, realizou-se uma analise de correlagdo como

descrito inicialmente e na secao anterior. Os coeficientes de correlacao de

Pearson e respectivo “p” da andlise de associagcdo de cada uma das

densidades de células inflamatérias e a idade estao apresentados na Tabela

14, onde se observa associagcao negativa significativa entre idade e linfécitos

T no grupo HP e entre idade e linfécitos B e T no grupo GN1, ou seja,

nesses casos temos que, quanto maior a idade menor a densidade de

linfécitos T e linfécitos B e T nos grupos HP e GN1, respectivamente. Nos

demais casos, nao se observa associagoes significativas (p>0,05).
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Tabela 14. Coeficiente de correlacao (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
diferentes tipos de células inflamatérias e a idade (em meses)
em cada um dos grupos controle, HP, G1 e GN1

Correlagég da Idade
Grupo | O™ dﬁgﬁ:f;asdes de| Mac3s7 | cpes | cp15 | cD20 | CD3 Cgsg*
inflamatorias
Controle cC -0,201 | -0,540 | 0,048 | 0,077 | 0,157 | 0,160
(n=11) P 0,554 | 0,086 | 0,888 | 0822 | 0644 | 0,638
HP cC -0,295 | -0,241 | -0,323 | -0,088 | -0,388 | -0,320
(n=26) P 0,144 | 0237 | 0,108 | 0,671 | 0,050 | 0,111
Gl CC 0,065 | -0,575 | -0,457 | -0,325 | -0,105 | -0,301
(n=10) P 0,859 | 0,082 | 0,184 | 0,359 | 0,774 | 0,397
GNI CC -0,279 | -0,101 | -0,248 | -0,319 | -0,430 | -0,515
(n=16) P 0,295 | 0,708 | 0,355 | 0,229 | 0,097 | 0,041
4.3.2. Considerando o CD68 como marcador de macréfagos

Com a mesma metodologia estatistica utilizada anteriormente,
nota-se nas Tabelas 15 e 16, tanto no grupo controle como no grupo HP,

que nao houve correlacdo significativa entre os diversos tipos celulares.
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Tabela 15. Coeficiente de correlacao (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades de macréfagos marcados pelo CD68 e os

diferentes tipos de células inflamatérias no grupo controle
(n=11)

Correlacao CD68
MAC387 cc 0,035
P 0,919

-0,2
CD15 CC 0,280
P 0,405

-0,11
CD20 cc 0,119
P 0,728
CC -0,328

CD3

P 0,325

Tabela 16. Coeficiente de correlacao (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades de macréfagos marcados pelo CD68 e os
diferentes tipos de células inflamatérias no grupo no grupo HP

(n=26)
Correlacao CD68
MAC387 CPC g:gﬁg
e a———
R

Quando se subdivide em subgrupos G1 e GN1, nota-se
correlacdo entre CD68 e CD15 no subgrupo G1 (p=0,048); no subgrupo

GN1, ndo se observa correlacao entre os diversos marcadores. (Tabelas 17e
18).



Resultados 87

Tabela 17. Coeficiente de correlacao (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades dos diferentes tipos de células inflamatérias no
subgrupo G1 (n=10)

Correlacao Mac387 CD68 CD15 CD20 CD3
CC 0,130
CD68
P 0,721
-0,027 0,637
CD15 cC 0.0
P 0,940 0,048
-0,34 1
cD20 CC 0,348 0,169 0,021
P 0,324 0,641 0,954
cD3 CC -0,064 -0,314 -0,557 0,641
P 0,860 0,378 0,095 0,046
CcC -0,314 , -0, , ,74
CD3 + CD20 0,086 0,089 0,989 0,748
P 0,377 0,814 0,807 <0,001 0,013

Tabela 18. Coeficiente de correlacao (CC) de Pearson (e respectivo p) entre
as densidades dos diferentes tipos de células inflamatérias no

subgrupo GN1 (n=26)

Correlacio MAC387 CD68 CD15 CD20 CcD3
cC 0,529
CD68 ’
P 0,035
CC 0,290 -0,141
CD15 P 0,276 0,604
CC 0,717 0,167 0,477
CD20 P 0,002 0,536 0,062
D3 CC 20,122 0,296 0141 0,020
P 0,652 0,265 0.603 0,940
cC 0,159 0,335 0,310 0,397 0,926
D D2 3 3 3 b
CD3 + CD20 P 0,557 0,204 0,243 0128 | <0,001
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44. Células Inflamatérias na Parede (tunicas média e intima)

441, Comparacoes dentro de cada grupo

44.1.1. Considerando MAC387 como marcador de macrofagos

Os Quadros 18 e 19 mostram, respectivamente, os resultados das
comparagdes entre os indices de diferentes tipos de células inflamatdrias,

infiltrando a parede nos grupos controle e HP.

Quadro 18. Resultados do teste nado paramétrico de Friedman para
comparar a distribuicdo do indice de diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo controle, considerando MAC387
como marcador de macrofagos

H _0.264 Nao existe diferenca nas distribuicdes dos indices das células MAC,
o |P=U5% 16D20 e CDS.

No grupo HP, o indice de macréfagos infiltrantes marcados pelo
MAC387 foi maior que o das células marcadas com CD20 (p=0,003) e CD3

(p=0,001) (Quadro 19).
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Quadro 19. Resultados do teste ndo paramétrico de Friedman para

comparar a distribuicdo do indice de diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo HP, considerando MAC387 como
marcador de macréfagos

Existe pelo menos uma diferenga entre as distribuicbes dos

Ho P<0.001T  lindices das células MAG, CD20 e CD3.

Comparacoes 2 a 2 — Tipo de célula inflamatéria

MAC x CD3 |p=0,001 O indice MAC apresenta maiores valores que o indice CD3.

MAC x CD20 |p=0,003 O indice MAC apresenta maiores valores que o indice CD20.

CD 20 x CD3 [p=0,083 Os indices CD20 e CD3 apresentam valores semelhantes.
4.41.2. Considerando CD68 como marcador de macréfagos

Utilizando CD68 como marcador de macrofagos, aplicou-se a

mesma metodologia descrita anteriormente. Testou-se a diferenca de

indices dentro de cada grupo (Quadro 20 e Figura 36).

Quadro 20. Resultado do teste nao paramétrico de Friedman para a

distribuicdo do indice de diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo controle, considerando CD68 como
marcador de macréfagos

Ho |p=0,087

Nao existe diferenca nas distribuicées dos indices das células CD68,
CD15, CD20 e CD3.

No grupo HP, o indice de macréfagos infiltrantes marcados pelo

CD68 foi semelhante ao das células marcadas com CD15 (p=0,209), e maior

que as marcadas com CD20 (p=0,003) e linfécitos T(p=0,022) (Quadro 21 e

Figura 36).
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Quadro 21. Resultado do teste nao paramétrico de Friedman para a
distribuicdo do indice de diferentes tipos de células
inflamatérias no grupo HP, considerando CD68 como
marcador de macréfagos

Ho

p=0,001

Existe pelo menos uma diferenca entre as distribuicbes dos
indices das células CD68,CD15, CD20 e CD3.

Comparacoes 2 a 2 — Tip

o de célula inflamatoria

CD68 xCD15 |p=0,209 |Os indices CD68 e CD15 apresentam valores semelhantes.

CD68 x CD3 |p=0,022 |O indice CD68 apresenta maiores valores que o indice CD3.

CD68 x CD20|p=0,003 |O indice CD68 apresenta maiores valores que o indice CD20.

CD15 x CD20|p=0,096 |Os indices CD20 e CD15 apresentam valores semelhantes.

CD15x CD3 |p=0,005 |O indiceCD15 apresenta maiores valores que o indice CD3.

CD 20 x CD3 |p=0,083 |Os indices CD20 e CD3 apresentam valores semelhantes.
4.4.2. Comparacoes entre grupos

Quando se comparam os indices de cada célula entre grupos HP

e controle, ndo se observam diferencgas significativas entre os dois, 0 mesmo

ocorrendo quando se comparam os subgrupos G1, GN1 e controle (Quadro

22).
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Quadro 22. Resultados das comparacdes dos grupos HP x Controle (testes
de Mann-Whitney) e dos grupos Gl x GNI x Controle (Kruskal-
Wallis), quanto ao indice de cada tipo de célula inflamatéria em

estudo.

indice Comparacdes p

HP x Controle 0,170
MAC387

Gl x GNI x Controle 0,156

HP x Controle 0,501
CD68

Gl x GNI x Controle 0,355

HP x Controle 0,150
CD15

Gl x GNI x Controle 0,096

HP x Controle 0,589
CD20

Gl x GNI x Controle 0,125

HP x Controle 0,402
CD3

Gl x GNI x Controle 0,088

HP x Controle 0,270
MAC387+CD20+CD3

Gl x GNI x Controle 0,245

HP x Controle 0,216
CD68+CD15+CD20+CD3

Gl x GNI x Controle 0,174

A Figura 36 mostra a distribuicdo do numero de artérias positivas
para células infiltrantes na camada média nos grupos HP e controle, e a
distribuicdo do indice proposto para os diferentes tipos de células
inflamatérias presentes na parede. O indice total foi definido pela soma dos

indices de todos os tipos de células inflamatérias.
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Figura 36. Box Plots dos indices das células inflamatérias (ICl) quanto aos
grupos HP e controle

Pela grande concentracdo de valores iguais a zero nesses

indices, avaliou-se o indice geral de forma qualitativa considerando as

categorias “iguais a zero” ou “maior que zero”. A distribuicdo desse indice

quanto aos grupos esta apresentada na Tabela 19.
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Tabela 19. Distribuicdo das freqiéncias do indice geral (soma de indices)
em relagédo ao grupo, considerando MAC387 como marcador
de macroéfagos

Grupo
indice Geral Controle HP Total
N % n % n %
igual ao 8 72,7 14 53,8 22 56,8
maior que zero 3 27,3 12 46,2 15 43,2
Total 11 100 26 100 37 100

Teste exato de Fisher: p=0,465

Na Tabela 19, observa-se que, no grupo controle, a maioria dos
pacientes apresentam esse indice nulo (72,7%) e que no grupo HP, existe
um equilibrio entre pacientes com esse indice nulo ou positivo. No entanto,
quando é testada essa associacao pelo teste exato de Fisher, conclui-se que
nao existe associacao significativa.

Da mesma forma, pela grande concentracao de valores iguais a
zero nesses indices, avaliou-se o indice geral de forma qualitativa,
considerando as categorias “iguais a zero” ou “maior que zero”. A

distribuicdo desse indice quanto aos grupos esta apresentada na Tabela 20.
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Tabela 20. Distribuicdo de freqléncias do indice geral em relacdo ao
grupo, considerando CD68 como marcador de macréfagos

Grupo
indice Geral Controle HP Total
n % n % n %
iguala 0 7 63,6 12 46,2 19 51,4
maior que 0 4 36,4 14 53,8 18 48,6
Total 11 100 26 100 37 100

Teste exato de Fisher: p=0,476

Na Tabela 20, observa-se que, no grupo controle, a maioria dos
pacientes apresentam esse indice nulo (63,6%) e que no grupo HP existe
um equilibrio entre pacientes com indice nulo e positivo (46,2% e 53,8%
respectivamente). No entanto, quando se aplica o teste exato de Fisher |,
conclui-se que nao existe associacdo significativa entre o indice geral

categorico e os grupos controle e HP(p=0,476).

4.5. Analise de células na presenca de lesoes plexiformes

Foram identificadas artérias com presenca de lesdes plexiformes
em 5 casos, e nelas quantificaram-se as células inflamatérias presentes. Em
2 casos (40%), nao se observa a presenga de macrofagos, granuldcitos ou
linfécitos. Vale ressaltar que, em determinados casos, as lesdes plexiformes
foram encontradas em uma determinada lamina e ndo em outra. Isto se deve

ou a artefatos técnicos (corte dobrado, por exemplo) ou entdo ao carater
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focal desse tipo de lesdo no tecido pulmonar, aparecendo em um nivel, mas

nao nos demais (Tabela 21).

Tabela 21. Andlise dos casos com presenca de artérias com lesdes
plexiformes em relagdo ao numero de células inflamatérias

marcadas
Casos
Marcadores B98515 |B98759| B981259 | B982417 | B991565
MAC387 n%art 0 1 1 3 2
necél 0 0 3 15 6
CD20 n%art 3 1 3 7 1
necél 0 0 0 2 3
CD15 ncart 2 1 2 3 2
necél 0 0 0 1 2
CD3 nart 2 1 2 1 2
necél 1 0 0 0 12
CD68 n@art 3 0 0 1 4
necél 0 0 0 1 5

nfart = nimero de artérias com lesdes plexiformes; n2 cel = numero total de células
inflamatdrias dentro de lesdes plexiformes
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5. DISCUSSAO

5.1. Introducao

A hipertensdo pulmonar secundaria a cardiopatias congénitas é
uma doenca de origem multifatorial, cuja patogenia nao esta completamente
esclarecida. Enquanto a associacdo entre processo inflamatorio e alteracao
vascular na aterosclerose ja se encontra bem estabelecida, na hipertensao
pulmonar também foi descrita a presencga de células inflamatérias na parede
dos vasos, mas sem um papel completamente definido. Descreveu-se
particularmente a presenca delas nas lesdes plexiformes®®. Quando a
hipertensdo pulmonar é secundaria a defeitos cardiacos congénitos que
exibem hiperfluxo pulmonar, apresenta algumas peculiaridades decorrentes
da congestao parenquimatosa. As criangas sdo mais propicias a infeccoes
pulmonares de repeticdo. A sugestiva relacdo entre a trinbmia infeccao
pulmonar de repeticao-processo inflamatério-hipertensdo pulmonar é que

nos estimulou a desenvolver este estudo.
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5.2. Consideracoes Gerais Sobre a Amostra

Observando-se a caracteristica da amostra podemos classificar
este estudo como retrospectivo. Nota-se a presenca de casos de
cardiopatias simples e complexas, apresentando defeitos que podem levar a
hipertensao pulmonar por aumento da pré-carga ou pos-carga. Em um caso
nao foi encontrado o prontuario para confirmagao diagnostica, por ser uma
solicitacao de bidpsia externa pertencente a outro servico (caso 13). Pelo
mesmo motivo, em dois casos nao foram encontrados os dados
hemodinamicos (casos 11 e 13). Outros ndo foram submetidos a estudo
hemodinamico (casos 4, 15, 20, 22 e 23).

Trés casos eram portadores de Sindrome de Down (casos 7,11e
15). Nove casos eram portadores de defeitos na formacédo conotruncal e
anomalias do arco aértico (casos 1,2,8,12,14,16,17,18 e 23).

Nota-se um grupo controle mais jovem que o grupo HP, devido a
dificuldade de obtencao de tecido pulmonar, seja de bidpsias ou necropsias,
de criancas sem doenca cardiovascular. Mesmo assim, ndo houve diferenca
estatistica entre eles no que se refere as idades, o que os torna
comparaveis. Outro fator que torna os grupos comparaveis foi a qualidade
do material quanto a coleta e fixacdo, tanto nos pacientes como nos
controles. A escolha de casos bem fixados e com pouco tempo de ébito (no
caso dos controles), revelou-se pela adequada marcacao imunohistoquimica

de antigenos de superficie de células inflamatérias nos dois grupos.
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Ainda quanto a idade, pode-se observar que, dentro do grupo HP,
a média de idade dos pacientes de GN1 foi menor que a média do G1. Isto
pode ser interpretado como um viés da amostragem, uma vez que se
esperaria que 0s pacientes mais jovens apresentassem lesdes consideradas
menos graves. Todavia, acredita- se que este achado seja porque 0s casos
mais graves sao biopsiados mais precocemente, enquanto 0s casos que
aparentemente, apesar da idade, ndo apresentam sinais clinicos de HP
grave, sao biopsiados para confirmacéao diagnéstica.

Poderia-se também considerar um viés de amostragem a
presenca em nosso estudo de pressao na artéria pulmonar mais elevada no
G1 em relacao ao GN1, ja que se esperaria encontrar pressdo mais elevada
nos pacientes com graus mais avancado de hipertensdo pulmonar, embora

estatisticamente n&do tenha sido relevante (p=0,48).

5.3. Inflamacao e Doencgas Vasculares — discussao dos resultados

Em determinados locais da parede arterial, como ramos,
bifurcagdes e curvaturas, existem alteragbes caracteristicas no fluxo do
sangue, incluindo decréscimo no estresse de parede e aumento da
turbuléncia. Ha nesses sitios fatores especificos no endotélio que sao
responsaveis pela aderéncia, migracao e acimulo de monécitos e células T.

A resposta inflamatéria em cada tecido ou 6rgao depende da sua

propria caracteristica celular e arquitetura, do suprimento linfatico e
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sanguineo e dos agentes naturais que o agridem. No processo
aterosclerdtico, descreveu-se em trabalhos como de Kovanen e cols® que
nos locais de erosao da placa ha um aumento de macréfagos e linfécitos T
em numeros absolutos, tanto no local da lesdo como no tecido adjacente
representado pela adventicia desses vasos. Analogamente ao observado na
nesta casuistica, a incidéncia de macréfagos foi maior que a de linfécitos T
na adventicia vascular dos individuos com doenca vaso-oclusiva pulmonar.
As densidades celulares descritas por Laine e cols®’, estudando adventicia
de artérias coronarias com aterosclerose, foram da ordem de 200 linfocitos
T/mm? e 474 macréfagos/mm?. Essas quantidades sdo maiores que as
observadas no presente estudo (248 macréfagos/mm? e 51linfécitos T/mm?).
No territério vascular pulmonar, estudos imunohistoquimicos
como de Botney e cols® confirmaram a presenca de macréfagos na
neointima de placas ateroscleréticas de artérias pulmonares lobares de
pacientes com hipertensdo pulmonar, porém sem quantificacdo celular
objetiva, o que torna impossivel a comparagdo com nossos resultados.
Varios fatores secretados pelos macréfagos sao capazes de
estimular a producdo da matriz extracelular presente na neointima, como
TGF-B1, fatores de crescimento e citocinas entre outros. Trabalhos como de
Balabanian e cols® e Dorfmiiller e cols'! sugerem ter o processo inflamatério
um importante papel na génese na hipertensdo pulmonar, principalmente na
forma conhecida como “primaria”. Além do encontro de células inflamatdrias
nas paredes vasculares, foi detectado um maior recrutamento delas pela

acao local de citocinas derivadas de células endoteliais.
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Nao se pode afirmar ou descartar definitivamente que o simples
achado dessas células na adventicia possa estar relacionado ao
desenvolvimento da hipertensdo pulmonar, nem que as quantidades ali
encontradas reflitam a realidade dos leucdcitos do sangue periférico. Assim,
se acha necessaria a comparagdo com um grupo controle.

Os achados apontam, no geral, para a nao ocorréncia de
inflamagcdo na parede de artérias pulmonares periféricas nesse tipo de
hipertensao pulmonar, uma vez que a comparag¢ao com o0s controles revelou,
pelo contrario, nimero menor de células adventiciais nos pacientes
hipertensos. Esse achado pode refletir uma resposta inflamatéria deficiente
nos pacientes com cardiopatias congénitas, como sera discutido mais
adiante.

Encontrou-se, além disso, diferencas relativas aos tipos celulares
presentes, e talvez esses aspectos possam de alguma forma estar ligados a
doenca ou as conseqliéncias do hiperfluxo pulmonar.

Pode-se observar, na coleta de dados em prontudrios, que no
periodo da realizacdo das bidpsias, os pacientes ndo apresentavam quadro
infeccioso, justificavel por ser um procedimento invasivo e eletivo. Assim, o
risco de pacientes com infecgdo concomitante com o procedimento é
praticamente nulo. Por outro lado, ndo foi possivel avaliar, devido a auséncia
de informacao especifica disponivel, sobre o periodo de tempo decorrido
desde o ultimo episédio infeccioso, o0 que varia de caso a caso.

Tentou-se ainda avaliar, em nossa casuistica, a presenca de

BALT (“bronchial associated lymphoid tissue”), e a possivel associacao entre
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a quantidade de células inflamatérias na parede dos brénquios, no
parénquima pulmonar propriamente dito e na parede das artérias. Houve
limitacbes técnicas que impossibilitaram esta andlise, principalmente
relacionadas ao grau de insuflacdo do parénquima pulmonar, variavel de um
caso para outro e a falta de delimitacdo precisa do tecido conjuntivo peri-
brébnquico e o parénquima adjacente. Além disso, nos espécimes de bidpsias
de pacientes com hipertensdo pulmonar, o tamanho dos bronquiolos
amostrados era pequeno, e apenas raramente se encontrou em suas
paredes nodulos ou tecido linféide bem estruturado que atendesse a

definicdo de BALT.

5.3.1. Macréfagos

5.3.1.1. Marcadores imunohistoquimicos de macrofagos e sua

especificidade

Durante o desenvolvimento do trabalho, utilizou-se primeiramente
o marcador MAC387 para macréfagos. Todavia, ao verificou-se a nao
especificidade completa do anticorpo para esse tipo celular, uma vez que
outras células mieldides também sao coradas, buscou-se um marcador mais
especifico. Dentre varios disponiveis no mercado, o CD68 (clone PGM1) é

descrito como o mais especifico e que potencialmente marcaria todos os
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macréfagos teciduais'?>. Dados disponiveis na literatura, entretanto, sdo
controversos a respeito dessa afirmacgdo. Luciano e cols®®, em trabalho
experimental, demonstraram que o clone PGM1 do CD68 marcou
macréfagos residentes, maduros, enquanto o MAC387 foi encontrado em
macrofagos teciduais recentemente recrutados do sangue circulante. Outros
autores® j4 haviam destacado que o antigeno leucocitario L1 (ou
calprotectina) reconhecido pelo anticorpo MAC387, é expresso em um
estagio precoce da diferenciacdo macrofagica, reforcando a idéia de que as
células MAC387 positivas sdo mais jovens que os macréfagos residentes.
O’Laughlin e cols®® também ja tinham demonstrado que macréfagos em
diferentes situacdes de inflamagao tecidual (recente, granulomatosa,etc.)
demonstram diferencas antigénicas consideraveis.

A opcéao de mostrar os resultados de quantificacdo com dois tipos
de marcador de macréfagos justifica-se pela nao existéncia de consenso
sobre especificidade dos anticorpos, além de ter propiciado a oportunidade
de discriminacao de células dessa linhagem recentemente recrutadas. A
nosso ver, esse Ultimo aspecto tem grande importancia no contexto da
doenca que estamos estudando, uma vez que infeccbes pulmonares de
repeticao levariam ao recrutamento continuo de células a partir do sangue

circulante.
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5.3.1.2. Quantificacao de macroéfagos adventiciais e na parede

No grupo controle do presente estudo, os macréfagos foram o
segundo tipo celular mais prevalente apds os linfécitos. Ja no grupo HP,
houve um predominio estatisticamente significante de células marcadas pelo
MAC387 (macréfagos recentemente recrutados), com uma densidade maior
que todos os outros tipos celulares.

Quando se rotulou os macréfagos pelo anticorpo CD68, por outro
lado, ndo se observou no grupo de pacientes hipertensos nenhuma
diferenca estatistica entre as células quantificadas.

E possivel que essa diferenca de resultados, de acordo com o
marcador utilizado, reflita diferentes estados de maturagao desse tipo celular
na parede de artérias pulmonares de pacientes do grupo HP.

Outra hipétese para a diferenca detectada é a possivel inclusao
de algumas células mielbides na quantificacéo de preparados marcados pelo
MAC387. Por este motivo, ndo se incluiu nas comparagdes intra-grupo 0s
resultados da quantificacdo com o marcador CD15.

Os polimorfonucleares claramente identificados nao foram
contados, e a maioria das células positivas apresentou morfologia de
macrofagos nas laminas submetidas ao anticorpo MAC387.

De qualquer forma, ambos os tipos celulares rotulados por esse
anticorpo (macréfagos jovens e polimorfonucleares) sao aqueles

primeiramente recrutados em processos inflamatérios.
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Os macrofagos, juntamente com os linfécitos T auxiliadores, sao
os tipos celulares que mais produzem citocinas. Estes ativam uma rede de
células e, entre as numerosas respostas fisiolégicas, esta a inducdo a
resposta inflamatéria e a proliferagdo celular 2.

Nao é possivel determinar, em bases morfologicas, a razdo do
predominio de macréfagos no grupo HP. Poderia-se supor que esse
predominio se deu apenas por uma reducdo numérica de linfocitos T
consequente a uma deficiéncia propria desses pacientes, ou a um real
aumento deste tipo celular. Todavia, a comparacdo da densidade média
entre os grupos nado revelou diferengca estatistica, mas uma significancia
“limitrofe” (p=0,064) quando se utilizou o0 marcador MAC387, refletindo uma
tendéncia a um maior niumero de macréfagos justamente no grupo com
lesbes proliferativas da intima.

Outra opcgao para explicar um maior acumulo desse tipo celular,
seria uma falha no mecanismo pelo qual macréfagos usualmente induzem a
proliferacao e diferenciagcéo de linfocitos T.

Com os achados de que se dispde, ndo é possivel concluir se os
macréfagos presentes no grupo HP estdo ou nao ativados, e se sua
producgao de citocinas € comparavel a encontrada no controles.

Estudos com outros marcadores seriam (teis para o
esclarecimento dessas questdes.

Outro achado digno de nota foi a prevaléncia, no grupo hipertenso

apenas, de macréfagos e granuldcitos infiltrando as tunicas média e intima.
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Esse processo de migracdo é consequéncia de recrutamento celular para
areas de inflamacao.

E ainda possivel especular sobre a possivel influéncia de

infecgdes respiratérias recorrentes sobre os achados em questao.

5.3.2. Linfécitos B

Sabe-se que esse tipo celular estd envolvido na imunidade
humoral, mediando a producdo de anticorpos em resposta a diferentes
antigenos. Linfécitos B sdo células produzidas na medula éssea e
necessitam de citocinas provenientes das células estromais medulares para
sua maturacdo. A ativacao dos linfocitos B primitivos pode ser dependente
ou nao de interacao com linfécitos T. Antigenos capazes de ativar linfocitos
B diretamente incluem polissacarides da parte externa da parede de
bactérias Gram-negativas, além de acidos nucléicos bacterianos.

Uma possivel associacdo da prevaléncia desse tipo de célula
inflamatéria com lesGes vasculares menos graves do ponto de vista
histolégico (s6 hipertrofia), como encontrado neste estudo, necessita de

esclarecimento.
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5.3.3. Linfécitos T

Tanto a proporcdo como a densidade celular total foram maiores
no grupo controle. Também nao se conseguiu explicar definitivamente a
razdo para este predominio. Uma possibilidade para a diminuicdo desses
linfécitos no grupo com HP seriam as anormalidades imunoldgicas descritas
em certos grupos de pacientes com cardiopatias congénitas (ver discussao

abaixo).

5.3.4. Granulocitos

Os granulécitos sao células que, quando presentes, caracterizam
um processo inflamatério agudo.

Nesta casuistica, quando rotulados individualmente (CD15), esses
elementos celulares nao estiveram presentes em quantidades
significativamente diferentes na adventicia arterial dos individuos com
hipertensdo pulmonar. Todavia, juntamente com os macréfagos, como ja
discutido anteriormente, foram encontrados atravessando a tunica média

arterial em nimero maior que os outros tipos celulares.
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5.4. Relacao das Células Inflamatorias e Grau de Lesao Vaso-

oclusiva

Nao se detectou prevaléncia estatisticamente significante entre as
células inflamatérias no grupo com hipertrofia isolada da média (G1), apesar
de haver maior densidade de macréfagos e linfécitos B.

Ja no grupo com lesbes proliferativas da intima (GN1), houve
predominancia estatistica de macréfagos jovens, fazendo supor que talvez
esse tipo celular tenha algum papel na evolucdo da doenca vaso-oclusiva,
possivelmente relacionado a producdo de citocinas que atuariam como
estimuladoras da proliferacao celular como um todo.

Outra caracteristica que se observa no grupo HP, diferentemente
do grupo controle, foi uma correlacdo negativa entre as densidades dos
diferentes tipos de células em relacdo a idade (embora mostrando
coeficientes com significAncia estatistica apenas quanto a linfécitos T para o
grupo como um todo e para a soma de linfécitos B e T no subgrupo com
hipertrofia isolada da tunica média (G1). A interpretacdo desse achado é
totalmente especulativa. Especula-se se uma diminuicdo das infecgdes
respiratérias, com o passar da idade, pela reducao do hiperfluxo decorrente
do proprio estabelecimento das lesGes oclusivas mais graves, seria uma
possibilidade. Alternativamente, este fato poderia ser explicado por uma

progressao temporal no déficit de linfécitos T nesse grupo de doentes.
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5.5. Células Inflamatodrias no Interior de Lesoes Plexiformes

Diferentemente dos achados de Tuder e cols® em casos de
hipertensao pulmonar primaria, nos pacientes deste estudo a incidéncia de
células inflamatérias no interior de lesdes plexiformes foi muito baixa.
Acredita-se que o motivo seja o tempo de evolugdo dessas lesdes nos
nossos pacientes, e possivelmente um quadro mais florido e mais “agudo”
de lesao vascular nos pacientes com hipertensdo primaria. Além disso, o
namero de casos com esse tipo de lesdo dilatada foi muito pequeno,

impedindo qualquer comparacao com outros pacientes.

5.6. Correlacoes entre densidades de células inflamatérias

Na resposta inflamatéria habitual, a diferenciacdo e maturacao
linfocitaria é induzida por citocinas produzidas pelos macroéfagos, e portanto
as quantidades dessas células estariam relacionadas quantitativamente no
tempo®®. Os resultados ndo apontam para correlagdes significativas entre
tipos celulares diferentes, a ndo ser entre células MAC387 e CD15 positivo

no grupo controle.
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5.7. Perfil Imunoldgico nas Cardiopatias Congénitas

Criancas portadoras de defeitos cardiacos congénitos com
imunodeficiéncia associada foram primeiramente observadas na Sindrome
de DiGeorge, que é caracterizada principalmente por auséncia ou hipoplasia
do timo e da glandula paratiredide, dimorfismo facial e defeitos
cardiovasculares, particularmente envolvendo o arco adrtico e a conexao
ventriculo-arterial. Posteriormente, foi detectada alteracdo no peffil
imunolégico de pacientes portadores de defeitos cardiacos derivados de
falhas no desenvolvimento da crista neural”®. Recentemente, estudos
evidenciaram comprometimento da resposta imune em pacientes com
alteragdes em regides do cromossomo 22q11.2°*. Esse cromossomo é
responsavel pelas manifestagbes da Sindrome de DiGeorge/Sindrome
Velocardiofacial. Por outro lado, Sullivan e cols demonstraram também uma
alteracdo em uma regido do mesmo cromossomo na Tetralogia de Fallot??.
As alteragbes imunoldgicas foram encontradas nos niveis de
imunoglobulinas séricas, complementos (C3 e C4), células B e células T no
sangue periférico. Ficou bem caracterizada a diminuicdo da porcentagem de
células T totais e T auxiliadoras, o que nao foi visto e células T supressoras.

Khalil e cols?®®, analisando o comportamento do sistema
imunolégico de portadores de cardiopatia congénitas, dividiram os pacientes
em 2 grupos: acianoéticos e cianéticos, separando no primeiro (cianéticos),
aqueles com defeitos conotruncais, e no segundo (acianéticos) aqueles com

“shunt” de esquerda para direita. Verificaram uma significativa reducédo da
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porcentagem de células T em sangue periférico (p<0,05) nos grupos de
cianéticos e cianoticos com defeito conotruncal em relacdo aos controles,
além de diminuicdo nao significativa destas células nos acianéticos e no
subgrupo de portadores de cardiopatias com fluxo esquerda-direita (p>0,5).

Em outro estudo, Radford e cols**®’

compararam pacientes
portadores de malformacgdes conotruncais e criancas com fluxo esquerda-
direita e grupo controle. Concluiram que, no grupo com alteracdes
conotruncais, houve diminuicdo significativa de linfécitos T no sangue
periférico (p<0,05) em relacdo aos demais (p>0,01). Embora no grupo com
fluxo esquerda-direita as porcentagens de linfocitos T tenham sido menores,
a diferenca em relacdo aos controles (p>0,1) nao foi significativa.
Encontraram ainda, em ambos 0s grupos, niveis significativamente
reduzidos de IgG e IgA e de fracbes do complemento. Isso explicaria uma
suscetibilidade maior a infeccdes em geral, sendo as mais freqientes as de
vias respiratorias.

Os trabalhos citados acima nao podem ter seus resultados
comparados entre si, nem diretamente aos achados deste trabalho. Tanto a
forma diferente de divisdo dos pacientes, quanto os tipos de defeitos
daquelas casuisticas, impedem essas comparagodes.

No presente estudo, todos os pacientes mostraram hiperfluxo
pulmonar, e nove deles (36,4%) apresentaram anomalias dependentes do

desenvolvimento conotruncal, ou seja, da conexao ventriculo-arterial (casos

1,2,8,12,14,16,17,18 e 23).



Discussdo 112

Apesar de ndo haver nenhum caso da classica Sindrome de Di
George, ndo se pode afastar a possibilidade de que, pelo menos, alguma
disfuncao timica esteja presente nesses individuos, dada a natureza dos
seus defeitos e variedade de manifestacbes, ja que a Sindrome de Di
George pode apresentar apenas o espectro sem todas as manifestagdes
sindrbmicas e, portanto, especular sobre a causa do déficit de linfocitos T no
grupo hipertenso.

Outro aspecto que merece discussdo € a possivel disfuncao
imune em pacientes com Sindrome de Down. Na literatura, autores como
Cuadrado e Barrena®, apesar de terem demonstrado deficiéncias no sistema
imunolégico dos pacientes com a Sindrome, acreditam que as alteragbes
sejam devidas mais a uma senescéncia precoce do sistema imunoldgico, do
que a uma anormalidade relacionada diretamente com a doenca.

Neste trabalho, houve trés pacientes portadores desta sindrome,
aparentemente sem diferencas significativas com o restante do grupo.
Todavia, o0 pequeno numero desses casos nao permitiu comparacao

adequada, nem impacto significativo nos resultados do grupo como um todo.
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6.

CONCLUSOES

Embora a densidade total de células inflamatérias na
adventicia tenha sido menor nos pacientes com hipertensao
pulmonar em relacdo aos controles, a predominancia de
macréfagos jovens no primeiro mostra um padrao particular
de reacao celular neste grupo. As mesmas células foram
mais freqlentemente encontradas atravessando as tunicas
média e intima vascular. Tais achados podem estar
relacionados ao maior nimero de infeccdes respiratérias

verificadas nas criancas com hiperfluxo pulmonar.

A deficiéncia numérica de linfécitos T no grupo HP, quando
comparada aos controles, sugere duas possibilidades: a)
Reducao do estimulo dependente de macréfagos para
diferenciacdo e maturacdo de linfocitos T; b) Deficiéncia
imunolégica primaria dos pacientes com cardiopatias

congénitas e hiperfluxo pulmonar.
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Casos com lesdes morfolégicas mais avangadas mostraram
na adventicia vascular, maior densidade de células
inflamatérias recentemente recrutadas (macréfagos e
granuldcitos). Ja aqueles com hipertrofia isolada da média,

apresentaram predominio de linfocitos B.

A baixa frequéncia de células inflamatérias marcadas em
lesdes plexiformes difere do quadro descrito na hipertensao

pulmonar primaria.

A correlagcdo negativa entre linfécitos T e idade no grupo
com hipertensao pulmonar, sugere uma reducao progressiva

desse tipo celular na parede arterial.
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