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RESUMO

Miossi R. Capilaroscopia periungueal em pacientes com dermatomiosite
recém-diagnosticada: estudo transversal e prospectivo [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2018.

Objetivos. Analisar prospectivamente os dados de capilaroscopia
periungueal (CPU) em pacientes com dermatomiosite recém-diagnosticada
(DM) e correlaciona-los com citocinas angiogénicas seéricas e caracteristicas
clinicas e laboratoriais. Métodos. Vinte e trés pacientes com DM com < 12
meses de sintomas foram incluidos no estudo. Para avaliar os niveis de
citocinas séricas, os pacientes foram pareados 23 voluntarios saudaveis por
idade, sexo e etnia. As caracteristicas da CPU e os parametros da atividade
da DM foram analisados. Resultados. Foram observados niveis
aumentados de angiogenina (ANG) e de fator de crescimento de endotélio
vascular-1 (VEGF1) séricos de forma significativa em pacientes com DM em
comparagdo com os controles saudaveis. Os niveis de ANG sérica
correlacionaram-se positiva e negativamente, respectivamente, com a
densidade capilar e as areas avasculares. Além disso, a densidade capilar
correlacionou-se inversamente com o numero de capilares ectasiados,
capilares gigantes e areas avasculares. O numero de capilares ectasiados
correlacionou-se positivamente com a Escala Visual Analdgica (EVA) do
paciente e do médico, a presenca de eritema facial, capilares gigantes e
micro-hemorragias. Os capilares gigantes apresentaram correlagcéo positiva
com EVA do médico e da atividade cutanea, capilares ectasiados, areas
avasculares, micro-hemorragias e capilares em forma de arbustos e
correlacdo negativa com a densidade capilar. Micro-hemorragias
correlacionaram-se positivamente com o sinal de “V do decote” e EVA do
meédico. O VEGF1 sérico ndo mostrou relagdo com os parametros da CPU
ou com caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas a DM. Além
disso, 15 dos 23 pacientes foram avaliados prospectivamente apods 3,21
anos. Todos os pacientes tiveram resposta clinica com melhora significativa
em todos os parametros da CPU, exceto em relagdo a capilares ectasiados
e numero de capilares em forma de arbustos. Conclusées. A CPU pode ser
uma ferramenta util para avaliar a atividade da doenca em DM de inicio
recente e a sua correlagdo com a ANG sérica sugere a participagéo desta
citocina na neoangiogénese da doenca.

Descritores: capilares; capilaroscopia periungueal; citocinas; dermatomiosite;

miosite.



ABSTRACT

Miossi R. Nailfold capillary changes in the adult newly onset-
dermatomyositis: a prospective cross-sectional study [tese]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2018.

Objectives. To prospectively analyze nailfold capillaroscopy (NC) findings in
new-onset dermatomyositis (DM) and to correlate NC findings with serum
angiogenic cytokines and DM clinical and laboratory features. Methods.
Twenty-three patients with DM who experienced < 12 months of symptoms
were included in the study. To assess serum cytokine levels, 23 age-, sex-
and ethnicity-matched healthy volunteers were used. NC characteristics and
DM activity parameters were analyzed. Results. Significantly higher serum
angiogenin (ANG) and vascular endothelial growth factor-1 (VEGF1) levels
were observed in DM patients than in controls. Capillary density and
avascular areas correlated positively and negatively, respectively, with serum
levels of ANG. Moreover, the capillary density correlated inversely with the
number of enlarged and giant capillaries and avascular areas. The number of
enlarged capillaries correlated positively with patient and physician VAS, the
presence of a facial rash, giant capillaries and microhemorrhages. Giant
capillaries had a positive correlation with physician and cutaneous VAS,
enlarged capillaries, avascular areas, microhemorrhages and bushy
capillaries and a negative correlation with capillary density.
Microhemorrhages correlated positively with the “V-neck” sign and physician
VAS. VEGF1 showed no relationship with the NC parameters with DM-
related clinical and laboratory features. Additionally, 15 out of 23 patients
were assessed prospectively after 3.21 years. All patients had a major
clinical response with significant improvement in all NC parameters, except
for enlarged and bushy capillaries. Conclusions. The NC may be a useful
tool to assess disease activity in recent-onset DM, and it can also reinforce
the role of ANG in the angiogenesis of this myopathy.

Descriptors: capillaries; nailfold capillaroscopy; cytokines; dermatomyositis;

myositis.
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A dermatomiosite (DM) é uma miopatia autoimune sistémica rara
caracterizada predominantemente por fraqueza muscular esquelética simétrica
proximal associada a lesdes cutdneas'. As lesbes cutaneas classicas sdo o
helidtropo e as papulas de Gottron, mas outras podem ocorrer, como
telangiectasias periungueais associadas a hipertrofia cuticular, calcinoses,
vasculite, sinal do “xale”, sinal do “V” do decote, Ulceras, entre outras’.

Os vasos sanguineos tém um papel importante na patogénese da
DM. Sugere-se que o envolvimento da microcirculagdo seja mediado por
processos humorais com deplecdo vascular secundaria, hipdxia e necrose
das fibras musculares®’. Este processo pode induzir o aumento da
expressao génica de citocinas angiogénicas com o consequente aumento de
seus niveis séricos®. Dessa forma, a neovascularizagédo local compensa a
deplegao vascular e a isquémica gerada®. Nesse contexto, algumas citocinas
angiogénicas, como a angiogenina (ANG) e o fator de crescimento endotelial
vascular-1 (VEGF1), podem desempenhar papel na patogénese da DM&10,

Este mecanismo fisiopatoldégico com o envolvimento vascular pode estar
presente em outras areas além dos musculos, como também na pele e no leito
periungueal. Deste modo, a capilaroscopia periungueal (CPU) € um método
relativamente simples para avaliar anormalidades vasculares e, diferentemente

das bidpsias musculares e cutaneas, € um procedimento ndo invasivo.
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Em contraste com a DM juvenil, atualmente existem poucos estudos
que analisam a CPU em adultos com DM'"-24, Além disso, ndo ha estudos
feitos para avaliar longitudinalmente a CPU em DM recém-diagnosticada em
adultos e correlacionar possiveis anormalidades vasculares periungueais
com niveis de citocinas angiogénicas (ANG e VEGF1) séricas e

caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamento relacionadas a doenca.



2 OBJETIVOS



OBJETIVOS - 5

Os obijetivos do presente estudo foram:

a) Avaliar os aspectos de CPU em pacientes adultos com DM recém-
diagnosticada.

b) Correlacionar possiveis anormalidades vasculares periungueais
com niveis de ANG e VEGF1 séricas e caracteristicas clinicas, laboratoriais

e de tratamento relacionadas a doenca.
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Desenho do estudo. Estudo prospectivo, conduzido entre o periodo
de 2013 e 2017, no qual foram incluidos 23 pacientes adultos consecutivos
com DM recém-diagnosticada. Os pacientes preenchiam pelo menos quatro
dos cinco critérios de Bohan e Peter, incluindo lesdes cutédneas classicas
(helidtropo e/ou papulas/sinal de Gottron)! e os novos critérios de
classificagcao da European League Against Rheumatism/American College of
Rheumatology (EULAR/ACR) para DM?°,

Dados do paciente. Todos os pacientes foram inicialmente
internados para investigacdo de fraqueza muscular progressiva, lesdes
cutaneas (heliétropo e/ou papulas/sinal de Gottron) e elevagdo de enzimas
musculares sem causa aparente e com menos de 12 meses de sintomas
(definido neste estudo como DM de inicio recente ou recém-diagnosticada).
Os pacientes foram submetidos a bidépsia muscular (musculo vasto lateral)
e/ou eletromiografia, com resultados, respectivamente, compativeis com
miopatia inflamatdria e padrao miopatico.

Como parte do protocolo de atendimento do Servico de Miopatias
Inflamatdrias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, esses pacientes foram submetidos a tomografia
computadorizada de térax, coleta de amostras de sangue periférico e CPU
(estas duas ultimas no mesmo dia) no periodo de investigagéo inicial da

doenca.
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Os pacientes foram acompanhados ambulatorialmente e uma nova
CPU foi repetida apdés aproximadamente 3 anos de acompanhamento.
Todos os pacientes foram submetidos ao mesmo protocolo de tratamento,
de acordo com a gravidade da doenga.

Foram excluidos pacientes com DM clinicamente amiopatica,
sobreposicao de doencgas autoimunes, miosite associada a cancer, infecgdes
sistémicas, diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica crénica nao
controlada, tabagismo e etilismo.

Grupo controle. Para avaliar os niveis séricos das citocinas
angiogénicas, 23 voluntarios saudaveis pareados por idade, sexo e etnia
foram recrutados como grupo controle durante 0 mesmo periodo de estudo.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética local e todos os pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Parametros clinicos. Todos os pacientes foram submetidos a
avaliagao clinica que incluiu uma entrevista padronizada. Foram analisados
0s seguintes parametros: idade atual, sexo, etnia, tempo entre o diagndstico
e o inicio dos sintomas, sintomas constitucionais, envolvimento cutaneo,
envolvimento pulmonar (dispneia moderada associada a tomografia
computadorizada dos pulmdes com evidéncias de pneumopatia intersticial
e/ou vidro-fosco), tratamento medicamentoso prévio e atual (glicocorticoide,
agentes imunossupressores, imunomoduladores e/ou agentes bioldgicos).

A atividade de doenca foi avaliada pelo mesmo observador, com base
no conjunto de medidas do International Myositis Assessment & Clinical

Studies Group (IMACS): Manual Muscle Testing (MMT-8)%, escalas visuais
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analogicas globais (EVA) do médico e do paciente?’, Health Assessment
Questionnaire (HAQ)?8, Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue
Scales (MYOACT)? e niveis de enzimas musculares séricas. A resposta
clinica (minima, moderada ou importante) para a atividade da DM
(acompanhamento versus inicio) foi baseada nos critérios estabelecidos pelo
IMACS®.

Parametros laboratoriais. Uma amostra de sangue periférico (20 mL
de sangue) foi coletada de cada paciente apds jejum de 12 horas, e os
seguintes niveis séricos foram analisados: creatinofosfoquinase (CPK: faixa
normal: 24 U/L - 173 U/L), aldolase (1,0 U/L - 7,5 U/L), desidrogenase lactica
(DHL: 240 U/L - 480 U/L), alanina aminotransferase (ALT: < 31 U/L) e aspartato
aminotransferase (AST: < 31 U/L), que foram medidos usando o método
cinético automatizado. Os anticorpos antinucleares foram detectados por
imunofluorescéncia indireta usando células HEp-2 como substrato. Os
autoanticorpos anti-Mi-2 e anti-Jo-1 foram avaliados com um kit disponivel
comercialmente (Myositis Profile Euroline Blot, Euroimmun, Lubeck, Alemanha),
que foi utilizado de acordo com o protocolo do fabricante. A positividade da
reacao foi definida de acordo com estudo publicado anteriormente?’.

Citocinas. Parte da amostra de sangue periférico (5 mL de sangue)
de cada paciente foi coletada e imediatamente (< 30 minutos) centrifugada a
3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O soro foi armazenado a - 80°C até que a
analise de citocinas (ANG e VEGF1) fosse realizada usando o kit Luminex
200 - xMAP (Millipore, EUA)%2. O soro foi coletado antes da pulsoterapia com

metilprednisolona e/ou imunoglobulina humana intravenosa.
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Capilaroscopia periungueal. Os exames de CPU foram realizados
pelo mesmo observador (R.M.). Os individuos foram aclimatados por 20
minutos a temperatura de 20°C a 22°C antes do exame. A CPU foi
realizada nos dez dedos de ambas as maos, usando estereomicroscopio
bifocal (Olympus®) com aumento de 10x a 20x e fonte de luz externa com
filtro verde para melhor visibilidade. Oleo de imersdo foi aplicado para
aumentar a transparéncia da pele, e toda a regidao periungueal foi
examinada. Os dados da CPU33 foram registrados da seguinte forma:
densidade capilar (numero médio de capilares por mm dos dez dedos);
numero total de micro-hemorragias; numero total de capilares ectasiados
(maior que trés vezes o didmetro da alga capilar considerada o padrao
para o paciente); numero total de capilares gigantes (maior que 10 vezes
o diametro da alga capilar considerada o padréao para o paciente), numero
total de capilares em formato de arbusto; e areas avasculares (perda de
duas algas consecutivas do leito ungueal). As areas avasculares foram
graduadas em cada dedo (0: auséncia da perda de algas; 1: uma ou duas
areas avasculares; 2: mais de duas areas avasculares; 3. areas extensas
maiores que 0,5 mm sem capilares) e apresentadas como a soma de
todos os dez dedos. O padrao scleroderma pattern (SD) foi definido como
a presenca de areas avasculares ou capilares ectasiados associados a
pelo menos um parametro adicional (micro-hemorragias, densidade

capilar reduzida e areas avasculares)33.
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Analise estatistica. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
avaliar a distribuicdo normal de cada parametro continuo. As caracteristicas
demograficas e clinicas foram expressas como média * desvio padrao para
variaveis continuas ou como frequéncias e porcentagens (%) para variaveis
categoricas. A mediana (interquartil 25% - 75%) foi calculada para variaveis
continuas com distribuicdo ndo normal. Comparacdes entre os parametros
dos pacientes e controles foram realizadas através do teste de t-Student ou
teste de Mann-Whitney para variaveis continuas, enquanto o teste do qui-
quadrado ou teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar variaveis
categoricas. A correlacdo (rho) entre os parametros foi analisada por
correlacdo de Spearman. Valores de P < 0,050 foram considerados
significantes. Todas as analises foram realizadas com o software de

estatistica SPSS 15.0 (Chicago, EUA).
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Vinte e trés pacientes com DM e 23 controles foram avaliados. A
idade, sexo e etnia foram comparaveis entre os grupos (Tabela 1). A média
de idade no inicio da doenca foi de 46,3 anos, com uma mediana de 3,0
meses de sintomas antes do diagnostico. Sintomas constitucionais e
envolvimento cutaneo estiveram presentes em todos os casos. Ja o
envolvimento pulmonar esteve presente em 47,8% dos pacientes.
Aproximadamente metade dos pacientes tinha anticorpos antinucleares,
enquanto 17,4% e 0% dos pacientes tinham os autoanticorpos anti-Mi-2 e
anti-Jo-1 positivos, respectivamente.

Em relacdo ao tratamento medicamentoso, 22 (95,7%) usaram
prednisona com mediana de 60 mg/dia. A dose cumulativa mediana de
glicocorticoide foi de 1,9 g até a CPU. Quinze (65,2%) pacientes receberam
pulsoterapia com metilprednisolona (1 g/dia por 3 a 5 dias consecutivos) ao
diagndstico. Além disso, 8 (34,8%) destes 15 pacientes também receberam
imunoglobulina humana intravenosa (2 g/kg, dividida em 2 dias
consecutivos). Aproximadamente metade dos pacientes iniciou o uso de um
agente imunossupressor apos o diagnostico: 9 (39,1%) receberam
azatioprina e 5 (21,7%) receberam metotrexato (Tabela 1).

Os parametros do estado da doenca (HAQ, MMT-8, EVA do médico e

do paciente, MYOACT e enzimas musculares) sao mostrados na Tabela 2.
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Em relagdo as citocinas, niveis significativamente elevados de ANG
(P =0,017) e VEGF1 (P < 0,001) séricas foram identificados em pacientes
com DM em comparagao ao grupo controle (Tabela 2).

Foram analisadas as correlagcdes entre as caracteristicas da CPU e os
parametros dos pacientes DM mostrados previamente nas Tabelas 1 e 2 e
apenas as correlagdes relevantes e estatisticamente significantes estao
presentes na Tabela 3. A densidade capilar se correlacionou positivamente
com os niveis séricos de ANG e as areas avasculares, negativamente. Além
disso, a densidade capilar correlacionou-se inversamente com o numero de
capilares ectasiados e gigantes e as areas avasculares. O numero de
capilares ectasiados apresentou correlagado positiva com a EVA do paciente
e do médico, a presenca de eritema facial, capilares gigantes e micro-
hemorragias. Além disso, o numero de capilares ectasiados correlacionou-se
negativamente com o HAQ. Os capilares gigantes também apresentaram
correlagdo positiva com a EVA do médico e a EVA cuténea, areas
avasculares, micro-hemorragias e capilares ectasiados e correlagdo negativa
com a densidade capilar. Micro-hemorragias correlacionaram-se
positivamente com o sinal de “V” do decote e a EVA do médico.

O VEGF1 ndo mostrou correlagdo com os parametros da CPU ou com
caracteristicas clinicas relacionadas a DM nem mesmo com dados
laboratoriais.

Durante o periodo de acompanhamento, trés pacientes morreram e
cinco perderam o seguimento. Sendo assim, os parametros da CPU foram
avaliados em 15 dos 23 pacientes com DM apds uma duracdo mediana de

3,21 [2,64 - 3,43] anos.
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A comparagao entre o grau de atividade da doencga e seu tratamento
no inicio do seguimento e apdés algum tempo de acompanhamento s&o
mostrados na Tabela 4. Os pacientes obtiveram resposta clinica importante
e redugao significativa da dose de prednisona com o tratamento.

Em relacéo as caracteristicas da CPU, houve melhora significativa na
densidade capilar e reducdo das areas avasculares, além de redugao do
numero de capilares gigantes e de micro-hemorragias durante o periodo de
acompanhamento (Tabela 5). No entanto, a presenga do padrdo SD e o
numero de capilares ectasiados e arbustos foram comparaveis entre o inicio

do tratamento e o0 seu acompanhamento.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes com dermatomiosite e
grupo controle

DM Controles
(N=23) (N=23) p
Idade (anos) 46,31+15,5 459+13,4 0,935
Sexo (feminino) 16 (69,6) 16 (69,6) 1,000
Etnia (caucasiana) 20 (87,0) 20 (87,0) 1,000
Tempo entre inicio dos sintomas ao diagndstico 3,0 [2,0-6,0] ) )
(meses)
Caracteristicas clinicas
Sintomas constitucionais 23 (100) - -
Envolvimento cutaneo
Papulas/sinal de Gottron 23 (100) - -
Heliétropo 22 (95,7) - -
Eritema facial 17 (73,9) - -
Sinal do “V” do decote 15 (65,2) - -
Sinal do “xale” 14 (60,9) - -
Vasculite 4(17,4) - -
Ulceras 3(13,0) - -
Envolvimento pulmonar 11 (47,8) - -
Caracteristicas laboratoriais
Fator antinuclear 13 (56,5) - -
Anticorpo anti-Mi-2 4(17,4) - -
Anticorpo anti-Jo-1 0
Tratamento
Pulsoterapia com metilprednisolona 15 (65,2) - -
Prednisona
Uso atual 22 (95,7) - -
Dose atual (mg/dia) 60 [40-60] - -
Dose cumulativa de glicocorticoide (g)** 1,9 [0,4-5,3] - -
Imunoglobulina humana intravenosa 8 (34,8)
Drogas imunossupressoras***
Azatioprina 9 (39,1) - -
Metotrexato 5(21,7) - -

Os dados estéo expressos como média + desvio padréo, mediana [interquartil 25% - 75%] ou porcentagem (%).
DM: dermatomiosite

* No diagnéstico da doenca; ** até a capilaroscopia periungueal; *** drogas imunossupressoras: azatioprina (2
mg/kg/dia a 3 mg/kg/dia), metotrexato (15 mg/semana a 25 mg/semana)
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Tabela 2 - Atividade de doenga, citocinas e parametros da
capilaroscopia periungueal dos pacientes com
dermatomiosite e parametros laboratoriais do grupo
controle

DM Controles
N=23 N=23 P
Questionarios
HAQ (0,00 - 3,00) 2,10 [1,50-2,63] - -
MMT-8 (0 - 80) 64 [58-74] - -
EVA (0 - 10 cm)
Médico 6,0 [5,0-8,0] - -
Paciente 6,0 [5,0-8,0] - -
MYOACT (0 - 60) 21,0 [14,0-27,0] - -
Sintomas constitucionais 6,0 [4,0-9,0] - -
Cutaneo 6,0 [4,0-7,0] - -
Musculoesquelético 6,0 [3,0-8,0] - -
Gastrointestinal 0,0 [0,0-5,0] - -
Pulmonar 0,0 [0,0-0,0] - -
Cardiaco 0,0 [0,0-0,0] - -
Dados laboratoriais
CPK (U/L) 433 [138-1494] 127 [88-183] 0,002
Aldolase (U/L) 9,4 [4,7-19,0] 3,8[3,2-4,7] <0,001
DHL (U/L) 353 [324-518] 370 [319-406] 0,955
AST (U/L) 49 [32-142] 22 [19-24] <0,001
ALT (U/L) 32 [27-125] 20 [15-25] <0,001
Citocinas
ANG (pg/mL) 14,47 [14,10-15,00] 14,00 [13,35-14,44] 0,017
VEGF1 (ng/mL) 436 [198-1150] 57 [26-140] <0,001

Capilaroscopia periungueal

Padréao SD

Densidade capilar

(capilares/mm)

Numero total de:
Capilares ectasiados
Capilares gigantes
Areas avasculares
Micro-hemorragias
Capilares arbustos

22 (95,7)
5,0 [4,0-6,9]

31[16-56]
5[2-19]
22 [13-30]
30 [12-88]
2 [1-6]

Os dados estédo expressos como média + desvio padrdo, mediana [interquartil 25% -
ALT;

ANG: angiogenina; AST: aspartato

aminotransferase;

alanina

aminotransferase;

75%] ou porcentagem (%)

CPK:

creatinofosfoquinase;

DM: dermatomiosite; EVA: escala visual analdgica; HAQ: Health Assessment

Questionnaire; DHL: desidrogenase lactica; MMT: Muscle Manual Testing; MYOACT: Myositis Disease Activity
Assessment Analogue Scale; VEGF1: Vascular Endothelial Growth Factor-1
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Tabela 4 - Atividade da doenga, parametros laboratoriais e tratamento
dos pacientes com dermatomiosite no inicio do tratamento e
durante o seguimento

Inicio tratamento

Seguimento *

(N=15) (N=15)
Atividade de doenga
HAQ (0,00 - 3,00) 2,10 [1,60-2,50] 0,00 [0,00-1,00] 0,001
MMT-8 (0 - 80) 65 [58-76] 80 [80-80] 0,001
EVA (0 - 10 cm)
Médico 6,0 [5,0-9,0] 1,0 [0,0-3,0] 0,001
Paciente 6,0 [5,0-9,0] 0,0[0,0-1,0] 0,001
MYOACT (0 - 60) 23 [14-28] 0,0 [0,0-0,0] 0,001
Sintomas constitucionais 7,0 [3,0-9,0] 0,0 [0,0-0,0] 0,001
Cutaneo 7,0 [5,0-8,0] 0,0 [0,0-0,0] 0,001
Musculoesquelético 7,0 [3,0-8,0] 0,0 [0,0-0,0] 0,001
Gastrointestinal 2,0[0,0-7,0] 0,0 [0,0-0,0] 0,011
Pulmonar 0,0[0,0-0,0] 0,0[0,0-0,0] 1,000
Cardiaco 0,0[0,0-0,0] 0,0[0,0-0,0] 1,000
Dados laboratoriais
CPK (U/L) 575 [138-2550] 330 [167-326] 0,041
Aldolase (U/L) 421 [325-974] 248 [229-259] 0,003
DHL (U/L) 26 [32-205] 28 [21-35] 0,010
AST (U/L) 32 [26-204] 27 [18-40] 0,272
Tratamento
Pulsoterapia com
metilprednisolona 1(73.3) 5(333) i
Prednisona
Uso atual 14 (93,3) 1(6,7) <0,001
Dose atual (mg/dia) 50 [40-60] 0 [0-0] 0,004
. Imunoglobulina humana 6 (40,0) 7 (46.7) i
intravenosa
Rituximabe - 3 (20,0) -
Drogas imunossupressoras **
Azatioprina 6 (40,0) 6 (40,0) 1,000
Metotrexato 4 (26,7) 8 (53,3) 0,450
Outras *** - 3 (20,0) -

Os dados estéo expressos como medianas [interquartil 25% - 75%] ou porcentagens (%)

AST: aspartato aminotransferase; ALT; alanina aminotransferase; CPK: creatinofosfoquinase; DM:
dermatomiosite; EVA: Escala Visual Analégica; HAQ: Health Assessment Questionnaire; DHL: desidrogenase
latica; MMT: Muscle Manual Testing; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Analogue Scale

* Seguimento: mediana da duracdo de tempo do inicio da doencga: 3,21 [2,64 - 3,43] anos; ** Drogas
imunossupressoras: azatioprina (2 mg/kg/dia a 3 mg/kg/dia), metotrexato (15 mg/semana a 25 mg/semana); ***
leflunomida (20 mg/dia), micofenolato de mofetila (2 g/dia a 3 g/dia)
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Tabela 5 - Caracteristicas da capilaroscopia periungueal dos pacientes
com dermatomiosite no inicio do tratamento e no
seguimento

Inicio do tratamento Seguimento

Padrao SD 14 (93,3) 13 (86,7) 1,000
Densidade capilar (capilares/mm) 5,0 [4,0-5,8] 7,3 [6,6-8,0] 0,010
Numero de:
Capilares ectasiados 31 [14-60] 18 [6-48] 0,118
Capilares gigantes 12 [2-19] 0 [0-4] 0,012
Areas avasculares 22 [19-30] 5[1-17] 0,023
Micro-hemorragias 43 [13-92] 6 [0-15] 0,005
Arbustos 2 [1-6] 3[0-10] 0,305

Os dados estéo expressos como mediana [interquartil 25% - 75%]
* Seguimento: intervalo de tempo entre as avaliagdes: 3,21 [2,64 - 3,43] anos
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Este é o primeiro estudo que avalia, transversal e longitudinalmente, a
CPU em pacientes adultos com DM recém-diagnosticada e correlaciona
suas caracteristicas com os niveis séricos de citocinas angiogénicas, assim
como caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamento da DM.

Apesar de a DM ser uma doenga rara e de critérios rigorosos de
exclusdao serem empregados no estudo, foram incluidos na amostra 23
pacientes consecutivos com DM recém- diagnosticada. O fato de serem
recém-diagnosticados permite a avaliagdo das caracteristicas iniciais da
doenga com pouca influéncia do tratamento e de sua progressédo natural.
Além disso, foram excluidos os fatores de confusdo que poderiam interferir
na avaliagdo e interpretacdo das citocinas angiogénicas. Finalmente, o
estudo adotou uma padronizacdo de avaliagdes e intervencgoes, reduzindo a
variabilidade entre examinadores.

Embora existam varios estudos sobre os dados de CPU em esclerose
sistémica e DM juvenil, a literatura ainda é escassa em relacdo a CPU nos
DM adultos'-?, Além disso, até os dias de hoje, ndo ha estudos que
envolvam exclusivamente pacientes com DM de inicio recente em adultos.
Nesse grupo de pacientes, espera-se que encontrar mais alteragbes que
possam ajudar no diagndstico, na quantificacéo da gravidade ou na definigao

de progndstico da doenca.
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No presente estudo, todos os pacientes apresentavam-se em
atividade da doenca e tinham duracdo mediana desde os sintomas até o
diagnostico de apenas trés meses. Apesar desse curto periodo de
tempo, anormalidades nas avaliacbes capilaroscopicas foram
observadas, e as citocinas angiogénicas (ANG e VEGF1) séricas foram
significativamente aumentadas nas medidas séricas em comparagao
com o grupo controle.

A base da patogénese da DM envolve disturbios vasculares que
levam a hipoxia, necrose capilar e atrofia muscular perifascicular.
Consequentemente, esse processo pode estimular a expressdo de ANG e
VEGF1, que esta relacionada ao mecanismo de angiogénese, ativando a
proliferagdo e migragdo de células endoteliais, a quimiotaxia e a
hiperpermeabilidade capilar 3435,

Kikuchi et al.3® identificaram nivel sérico elevado de VEGF em
pacientes com DM em comparacgao aos controles saudaveis. No entanto, em
contraste com o presente estudo, informagdes detalhadas sobre o regime de
tratamento, grau de atividade ou duragao da doencga (que podem influenciar
0s niveis séricos de VEGF) nao foram explicitadas. Semelhante ao presente
estudo, Grundtman et al.® demonstraram aumento nos niveis séricos de
VEGF em pacientes com DM recém-diagnosticados. Além disso, eles
observaram um grande numero de fibras musculares expressando VEGF
com numero reduzido de capilares, em comparacdo com bidpsias

musculares de individuos saudaveis.
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Em contraste com os dados obtidos neste estudo, Kuwahara et al.’®
encontraram niveis séricos comparaveis de ANG entre o grupo controle e
pacientes com miopatias autoimunes (incluindo 21 DM, 5 polimiosite e 11
pacientes com DM clinica amiopatica). No entanto, o estudo nao informa o
regime de tratamento dos pacientes ou o estado da doenga, que poderiam
influenciar os niveis de ANG sérica.

Os niveis de VEGF1 sérica ndo apresentaram correlagcdo com
nenhum dos paradmetros analisados. Ja os niveis de ANG sérica
correlacionaram-se positiva e negativamente com a densidade capilar e as
areas avasculares, respectivamente. Esses dados reforcam a hipotese de
que alteracdes vasculares que levam a hipdxia e a necrose capilar poderiam
estimular a produgao de citocinas angiogénicas, como a ANG. Como nao
houve nenhuma correlagdo com os niveis de VEGF1 sérica, a sua
expressao in situ (pele ou musculo) e ndo sua fragao sérica poderia ser
parcialmente responsavel pelo envolvimento vascular. No presente estudo,
nao foi possivel estudar a expressdo de citocinas nesses tecidos para
comprovar esta hipotese.

Os pacientes em deste estudo estavam com doenca ativa e nos
estagios iniciais do tratamento. Assim, varias anormalidades da CPU foram
encontradas e, de alguma forma, correlacionaram-se com o numero de
capilares ectasiados, densidade capilar, areas avasculares e micro-
hemorragias. Capilares ectasiados, capilares gigantes e micro-hemorragias
correlacionaram-se respectivamente com eritema facial, EVA cutdnea e o

sinal do “V” do decote, sugerindo que os estudos capilaroscopicos podem
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fazer parte da avaliacdo do envolvimento cutdneo. Neste contexto, esses
parametros se correlacionaram positivamente com a EVA do paciente e do
médico e a EVA cutanea.

Além disso, o padrdo SD é caracterizado inicialmente por capilares
ectasiados que podem progredir para capilares gigantes. As micro-
hemorragias estao ligadas a alteragédo da integridade da parede do vaso e a
alteragcao na matriz de células endoteliais. Surgem com o colapso dos vasos
e, posteriormente, ocorre a delecao dos capilares com a formagao de areas
avasculares. A perda capilar gera hipoxia tecidual e a producgéo local de
fatores de crescimento vascular (como o VEGF), o que pode estimular a
formagao de novos capilares (neoangiogénese), como capilares em forma
de arbustos®’. Assim, as anormalidades da CPU estdo inter-relacionadas,
como foi demonstrado no presente estudo.

Na literatura, ainda ndo ha consenso no que diz respeito a correlagao
dos dados capilaroscépicos na DM com a atividade global da doencga, o
envolvimento de érgéos, as caracteristicas clinicas e o seu prognéstico.
Deste modo, Mugii et al. demonstraram que as alteragbes na CPU estavam
significativamente associadas a atividade da doenga'. Pacientes com
padrao SD mais frequentemente apresentavam niveis séricos elevados de
CPK e maiores EVAs relacionados a atividade da doenga muscular do que
pacientes sem esse padrdao. O mesmo nao foi demonstrado para o
envolvimento cutdneo’. Em outro estudo, a atividade e a gravidade da
doencga foram significativamente associadas a um maior numero de dados

capilaroscoépicos assim como a existéncia de acometimento pulmonar, com
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doenca pulmonar intersticial'®. Mercer et al.'” ndo encontraram associacdo
entre a densidade capilar e a atividade da doenga e os escores de gravidade
em sua coorte transversal e longitudinal de pacientes com DM. Finalmente,
Shenavandeh e Nezhad?® ndo demonstraram associagéo entre o padrao SD
e outros dados da CPU com o acometimento extra-muscular ou a atividade
global de doenca.

Quinze pacientes do grupo inicial de pacientes foram acompanhados,
com nova CPU, alcangando a remissao da doenga com redugao significativa
da dose de prednisona em um periodo de tempo médio de 3,21 anos.
Seguindo protocolo do servigo, os pacientes receberam o mesmo tratamento
intensivo que incluiu pulsoterapia com metilprednisolona, imunoglobulina
humana intravenosa, drogas imunossupressoras e até mesmo rituximabe, de
acordo com a gravidade da doencga.

Assim como a atividade da doenca, todos os parametros da CPU
melhoraram durante o periodo de acompanhamento, exceto o numero de
capilares ectasiados e arbustos. Os resultados deste estudo estdo de acordo
com Mugii et al.’®, que demonstraram, longitudinalmente (em um periodo de
tempo médio de 9,2 meses), que as alteragdes na CPU (hemorragias, perda
de capilares e capilares dilatados) melhoraram significativamente coma
estabilizacdo da doenca. Sendo assim, a redugcdo do numero de micro-
hemorragias, de capilares gigantes e de areas avasculares, assim como o
aumento da densidade capilar podem significar mudangas importantes para

demonstrar melhora do grau de atividade de doenca.
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Uma das limitacdes do presente estudo foi que os niveis séricos das
citocinas angiogénicas foram medidos apenas no inicio da doenca. Tais
niveis poderiam ter mudado durante a evolugdo da doenca e o
estabelecimento do tratamento. Além disso, as expressdes de citocinas nas
biépsias musculares ndo foram avaliadas.

Os resultados do presente estudo reforcam a utilidade da CPU como
possivel biomarcador de atividade de doenga em DM de inicio recente, além

de enfatizar o papel da ANG no processo de neoangiogénese nesta doenca.
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Os resultados do presente estudo reforcam a utilidade da CPU como
possivel biomarcador de atividade de doenga em DM de inicio recente, além

de enfatizar o papel da ANG no processo de neoangiogénese nesta doenca.
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Anexo A - Questionarios da doenga

International Myositis Assessment & Clinical Studies Group (IMACS)

A) Escala visual analdgica (EVA) do paciente

© 1 1 1 ®
| | 1
Sem evidéncia de Atividade da
atividade da doenga muito
doenga grave

B) Escala visual analégica (EVA) do médico

© 1 1 1 ®
| | 1
Sem evidéncia de Atividade da
atividade da doenga muito
doenga grave

C) MMT (Muscle Manual Testing)

- Lado direito, pontuacido de 0 (auséncia de forca muscular) a 10 (forgca muscular

normal)
- Valor total de 0 a2 80

Flexao cervical
Deltoide

Biceps braquial
Gluteo maximo
Gluteo médio
Quadriceps
Extensor do punho
Dorsiflexao plantar
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D) HAQ (Health Assessment Questionnaire)

- Pontuacédo 0,00 a 3,00

Capacidade habitual DURANTE A SEMANA PASSADA

1 VESTIR-SE E ARRUMAR-SE

- Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos
sapatos e abotoar suas roupas?

2 LEVANTAR-SE

- Lavar sua cabega e seus cabelos?

- Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira de
encosta reto e sem bracos?

- Deitar-se e levantar-se da cama?
3 COMER

- Cortar um pedago de carne?

- Levar a boca um copo ou uma xicara cheio de
café, leite ou agua?

- Abrir um saco de leite comum?
4 ANDAR
- Caminhar em lugares planos?
- Subir cinco degraus?
5 HIGIENE PESSOAL
- Lavar e secar seu corpo apds o banho?
- Tomar banho de chuveiro?
- Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitario?

6 ALCANCAR COISAS

- Levantar os bracos e pegar um objeto de
aproximadamente 2,5kg que estd posicionado
pouco acima da cabega?

- Curvar-se para pegar suas roupas no chao?
7 AGARRAR

- Segurar-se em pé no 6nibus ou metro?

- Abrir potes ou vidros de conservas que tenham
sido previamente abertos?

- Abrir e fechar torneiras?
8 ATIVIDADES
- Fazer compras nas redondezas onde mora?

- Entrar em e sair de um 6nibus?

- Realizar tarefas tais como usar a vassoura para
varrer e rodo para agua?

Sem qualquer
dificuldade

Com alguma
dificuldade

Com muita
dificuldade

Incapaz de
fazer
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E) Enzimas musculares

Creatinofosfoquinase
Aldolase

Aspartato aminotransferase
Alanina aminotransferase

Desidrogenase lactica

F) MYOACT
(Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scales)
(Nas ultimas 4 semanas, caracteristicas atribuidas a miopatia)

Atividade da doenca:

Constitucional 0 10
Esquelética 0 10
Gastrintestinal 0 10
Pulmonar 0 10
Cardiovascular 0 10
Cutaneo 0 10
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Anexo B - Aprovagio pela Comissido de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa

dad HOSPITAL DAS CLINICAS DA
ks FACULDADE DE MEDICINA DA Wm
bort USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CQRRELAQ;&O PROSPECTIVA ENTRE A CAPILAROSCOPIA PERIUNGUEAL, A
BIOPSIA MUSCULAR E A CAPILAROSCOPIA DA MUCOSA GENGIVAL EM
PACIENTES COM DERMATOMIOSITE RECEM DIAGNOSTICADA

Pesquisador: Renata Mlossi

Area Tematica:

Versido: 1

CAAE: 33836714.1.0000.0068

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
HOSFITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 777.853
Data da Relatoria: 03/09/2014

Apresentagio do Projeto:
Trata-se de extensdo do projeto 324/11 ja aprovado, relativo a acompanhamento e exames em pacientes
portadores de dermatomiosite

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar altera¢des vasculares identificadas por capilaroscopia,biopsia muscular e de mucosa gengival
em pacientes com dermatomiosite refrataria, correlacionar os achados com dados
demograficos,clinicos, laboratonais e terapéuticos de pacientes com dermatomiosite, e também as possiveis
alteracdes encontradas na capilaroscopia ungueal com as observadas na mucosa gengival e dados
terapéuticos evolutivos. O grupo controle sera com pacientes com dermatomiosite com doenca controlada.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos envolvidos sdo agueles inerentes a realizacdo de biopsias de mucosa gengival e biopsia de
musculo,alem dos procedimentos de coleta de sangue A pesquisa foi reclassificada como de RISCO MEDIO

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: 5P Municipio: SAQ PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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dand HOSPITAL DAS CLINICAS DA
\ FACULDADE DE MEDICINA DA Wﬂv
M USP - HCFMUSP

Continuagdo do Parecer: 777.853

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
ndo apresenta questionamentos de natureza ética

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os pesquisadores atenderam as solicitacdes formuladas, adequando o TCLE

Recomendagdes:
aprovado

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

aprovado sem pendencias

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugcdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicacdo, com os devidos creditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupcdo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

SAO PAULO, 03 de Setembro de 2014

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Sao Paulo, 28 de janeiro de 2016.

A Comissio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP,

ADENDO referente ao projeto com parecer consubstanciado do CEP N2 777.853, “Correlacio
prospectiva entre a capilaroscopia periungueal, a biépsia muscular e a capilaroscopia da
mucosa  gengival em  pacientes com - dermatomiosite  recém diagnosticada”
(CAAE: 33836714.1.0000.0068).

Informo, para os devidos fins, que a pesquisadora responsavel, Renata Miossi, utilizara
dados do projeto acima relacionado para desenvolvimento de sua tese de doutorado, cujo
titulo é: “Capilaroscopia periungueal em dermatomiosite recém-diagnosticada: correlagdo com
a biépsia muscular e as citocinas séricas pré-angiogénicas e pré-inflamatérias”, tendo o mesmo
orientador, Dr. Samuel Katsuyuki Shinjo. A tese de doutorado sera realizada dentro do
Programa de Pés-Graduacdo do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S3o Paulo.

Sem mais, aguardo respeitosamente o parecer desse Comité,

72 - T ’
Tyl WU

Dra Renata Miossi

Pesquisadora responsavel
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