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RESUMO

QUANTIFICACAO DAS CELULAS CD34 POSITIVAS NA PELE DE PACIENTES
COM ESCLEROSE SISTEMICA

Ana Paula de Sa Earp
Orientadores: Prof?. Dr?. Sueli Coelho da Silva Carneiro
Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira
Prof. Dr. Luiz Cristévao de Moraes Sobrino Porto

Resumo da Dissertagcao de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagao em
Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
Mestre em Medicina (Dermatologia).

Fundamentos: Estudos recentes sugeriram que as células dérmicas CD34 positivas
estdo diminuidas na pele de pacientes com Esclerodermia e que estas células
podem ter um papel importante na patogénese desta doencga.

Objetivos: Localizar e quantificar as células CD34 positivas na pele de pacientes
com Esclerose Sistémica e correlacionar o numero destas células com o tempo de
evolugado da doenga e com o grau de fibrose.

Material e métodos: Nés analisamos o numero de células CD34 positivas por
imunoistoquimica, usando anticorpos anti-CD34 e cortes de pele incluidos em
parafina de 26 pacientes com Esclerose Sistémica e 10 individuos saudaveis. A
contagem do numero de células foi realizada em 5 campos aleatérios da derme
papilar e 5 campos da derme reticular. A contagem foi feita por dois observadores
independentes.

Resultados: As células CD34 positivas localizaram-se na derme, sendo mais
numerosas na derme reticular que na derme papilar. Observou-se uma reducao
acentuada no numero de células CD34 positivas na pele dos pacientes com
Esclerose Sistémica. Isto ocorreu precocemente, j4 sendo notada redugdo nos
pacientes com 1 ano ou menos de doenca. A diminuicdo das células CD34 positivas
precedeu o aparecimento de fibrose intensa.

Conclusao: As células CD34 positivas localizam-se predominantemente na derme
reticular e estdo diminuidas na pele de pacientes com Esclerose Sistémica. Essa
diminuigdo ocorre muito precocemente na evolugdo da doenga. Nao ha correlagao
estatisticamente significativa entre o grau de fibrose e a quantidade de células CD34
positivas.

Palavras-chave: Escleroderma Sistémico — Antigenos CD34 — Matriz Extracelular

Rio de Janeiro
Agosto/2006
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ABSTRACT

QUANTIFICATION OF CD34 POSITIVE-CELLS IN THE SKIN OF
SYSTEMIC SCLEROSIS PATIENTS

Ana Paula de Sa Earp
Orientadores: Prof?. Dr?. Sueli Coelho da Silva Carneiro
Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira
Prof. Dr. Luiz Cristovao de Moraes Sobrino Porto

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em
Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
Mestre em Medicina (Dermatologia).

Background: Recent studies have suggested that dermal CD34 positive-cells are
diminished in the skin of patients with scleroderma and that these cells may have an
important role in the pathogenesis of this disease

Objectives: Localize and quantify CD34 positive-cells in the skin of patients with
systemic sclerosis and correlate the number of cells with duration of disease and
fibrosis degree.

Methods: We analyzed the number of CD34 positive-cells by immunohistochemistry
using anti-CD34 antibodies and paraffin-embedded skin sections from 26 patients
with systemic sclerosis and from 10 healthy subjects. The counting of the cells was
done in five random fields in the papillary dermis and five in the reticular dermis. The
counting was done by two independent observers.

Results: We observed a marked reduction in the number of CD34 positive-cells in
the skin of patients with systemic sclerosis. It occurred early, and could be noted in
patients with one year or less of disease duration. The reduction of CD34 positive-
cells preceded the appearance of intense fibrosis.

Conclusion: The CD34 positive-cells are localized mainly in the reticular dermis and
are diminished in the skin of Systemic Sclerosis patients. This reduction occurs very
early in the course of the disease. There is not a statistically significant correlation
between the fibrosis degree and the quantity of CD34 positive-cells.

Key words: Scleroderma, Systemic — Antigens, CD34 — Extracellular Matrix.

Rio de Janeiro
August/2006
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1 INTRODUCAO

A Esclerodermia € uma doenca do tecido conjuntivo, de causa desconhecida,
caracterizada pela fibrose' dérmica. Variam amplamente sua magnitude e gravidade
desde placas cutaneas endurecidas e isoladas, cuja importancia é principalmente
estética, até uma doenca generalizada e potencialmente fatal. O coragdo, os
pulmbes, o trato gastro-intestinal e os rins sdo os 6rgaos mais freqientemente
envolvidos.

As principais alteragdes encontradas na pele decorrem da modificacdo do
metabolismo da matriz extracelular, com aumento da sintese de colageno pelos
fibroblastos. Além do colageno, tém sido relatadas alteragdes qualitativas e
quantitativas em outros componentes da matriz extracelular como as glicoproteinas,
as glicosaminoglicanas e as fibras elasticas.

Ha pouco tempo quase todos os trabalhos dirigiam sua atencéo para o estudo dos
fibroblastos e miofibroblastos, que seriam os responsaveis pela producao excessiva
de matriz extracelular. No entanto, estudos recentes identificaram na pele novos
tipos celulares que também podem contribuir para a disfuncdo do metabolismo da
matriz extracelular.

Estudos mostraram que células provenientes da medula 6ssea estdo presentes na

pele normal. Além disso, foi demonstrado que elas sdo capazes de migrar para

1 Sabemos que fibrose € um termo inapropriado para descrever esta enfermidade.
Esclerose também ndo é um termo correto, como comentaremos na secao
“histopatologia”. Por falta de termo mais adequado e seguindo a tendéncia dos

artigos consultados optamos por usar o termo fibrose.



tecidos lesados e participar do processo de cicatrizagao sintetizando componentes
da matriz extracelular.

Também foi descrita uma populacdo de células na derme, de origem ainda
desconhecida, que expressa o antigeno de células progenitoras humanas, CD34.
Foi sugerido que elas podem desempenhar um papel central na regulagédo do
metabolismo da matriz extracelular e consequentemente na patogénese das
doencas fibréticas. Alguns estudos relataram diminuigcdo destas células na pele de
pacientes com Morféia.

O presente estudo tem por finalidade quantificar as células dérmicas CD34 positivas
na pele dos pacientes com Esclerose Sistémica e correlacionar a quantidade destas
células com o tempo de evolugdo da doenga e com o grau de fibrose. Apenas um
estudo quantificou as células dérmicas CD34 positivas em pacientes com Esclerose
Sistémica e correlacionou seu numero com o estagio histolégico da doenga. Nenhum
estudo correlacionou a quantidade destas células com o tempo de evolucdo da

doenca.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESCLEROSE SISTEMICA

2.1.1 Epidemiologia

A Esclerose Sistémica é uma doenca rara. E quatro vezes mais freqiiente nas
mulheres do que nos homens e é mais frequente entre os negros do que entre os
brancos. A idade de aparecimento mais comum é entre a terceira e quinta décadas.
A taxa de incidéncia anual na populagdo adulta € de 21 por milhdo, com uma
prevaléncia de 276 por milhdo. Os negros tém mais propensao a desenvolver a
forma difusa da doenga enquanto que entre os brancos a forma limitada € mais
comumente encontrada. Nao ha diferencas entre os sexos com relagdo a extensao

da doencga (difusa x limitada) (MAYES 2003).

2.1.2 Classificacao
A Esclerose Sistémica com acometimento cutédneo é classificada em limitada e
difusa e a maioria dos pesquisadores tem utilizado a classificagdo proposta por
LeRoy (letras A e B)(LEROY et al. 1988).
A. Esclerose Sistémica Cutanea Limitada

e historia de fendmeno de Raynaud ha anos

e esclerose da pele limitada as maos, pés, face e antebragos ou ausente

e incidéncia tardia de hipertensdo pulmonar, neuralgia do trigémio, calcinose

cutanea e telangiectasia

e presenca de anticorpos anti-centrémero



e alcas capilares dilatadas na dobra ungueal, usualmente sem desaparecimento

dos capilares
B. Esclerose Sistémica Cuténea Difusa

¢ inicio das alteragdes cutaneas menos de um ano apés o inicio do fenébmeno
de Raynaud

e acometimento da pele acral e do tronco

e presenca de atritos tendinosos

e incidéncia precoce e significativa de: doenca pulmonar intersticial,
comprometimento miocardico, doenga gastro-intestinal difusa, insuficiéncia
renal oligurica

e presencga de anticorpos anti- topoisomerase (anti-Scl 70)

e auséncia de anticorpos anti-centrbmero

e dilatagdo e destruicdo dos capilares da dobra ungueal (detectada por

capilaroscopia de campo alargado)

2.1.3 Quadro clinico

Esclerose Sistémica limitada (CREST)

Mais de 60% dos pacientes estdo no grupo da Esclerose Sistémica limitada, que

inclui aqueles com a sindrome CREST. A sindrome CREST é assim denominada por

apresentar calcinose cutanea, fenbmeno de Raynaud, disfungdo esofagica,

esclerodactilia e telangiectasias. Esses pacientes tém inicio mais insidioso da

doencga, longa histéria de fendbmeno de Raynaud, curso mais benigno e prognostico



geralmente melhor. O acometimento sistémico € geralmente limitado. Os anticorpos

anti-centrdmero sao altamente especificos para esta sindrome e estdo presentes

entre 80 a 96% dos casos.

Esclerose Sistémica difusa
Os pacientes com Esclerose Sistémica difusa tém inicio abrupto da doencga e
frequentemente apresentam esclerose acral, fendmeno de Raynaud, artrite e rapida
progressao da esclerose cutdnea. O acometimento dos érgéos internos é precoce e
manifesta-se por fibrose e anormalidades vasculares. Os anticorpos anti-centrébmero
sdo incomuns, mas anticorpos anti-topoisomerase-| (anti-Scl-70) estdo presentes em
aproximadamente 30 % dos pacientes. Os 6rgaos mais frequentemente acometidos
sd0 o0 coragao, os pulmdes, o trato gastro-intestinal e os rins.
Existem 3 fases de acometimento cutaneo na Esclerose Sistémica:

e edematosa

e endurativa

e atrdfica

Na primeira fase ocorre edema indolor das maos, da face e eventualmente dos

antebracos, pernas e pés. Esta fase pode durar semanas ou meses e O

endurecimento da pele pode ser pouco evidente. As manifestacdes cutaneas podem

ser precedidas ou acompanhadas de poliartrite e fendmeno de Raynaud.

Na segunda fase o endurecimento da pele fica mais evidente. A pele se torna lisa,

firme e aderida aos tecidos subjacentes. A facies € caracteristica exibindo a pele



esticada, com perda das linhas de expressdo e da mimica facial, nariz afilado e

labios finos. Ha ainda dificuldade para abrir a boca. A pele pode permanecer neste

estagio por muitos anos, passar a uma fase de regresséo, que geralmente se faz de

forma centripeta, ou evoluir para a fase atrdfica.

Na pele podemos encontrar, além das alteragdes descritas acima, hiperpigmentagcao

difusa, poiquilodermia, calcinose cutédnea e ulceras nas polpas digitais.

O acometimento sistémico € caracterizado por fibrose, anormalidades vasculares e

perda progressiva da fungao dos 6rgaos acometidos (rins, pulmdes, coragao e trato

orgaos do gastro-intestinal).

O eséfago esta envolvido em 90% dos casos. Ha atonia da musculatura lisa dos dois

tercos inferiores do esd6fago, levando a disfagia e esofagite de refluxo. A atonia do

intestino delgado pode levar a constipagéo, ma absorcgéao e diarréia.

No pulmao a fibrose intersticial progressiva nao especifica € a alteragcdo mais

encontrada, podendo levar a hipertensdo pulmonar. A pleura pode ser afetada por

uma pleurite fibrosa crénica.

O miocardio, atingido pela fibrose, pode apresentar problemas de condugao elétrica.

Pericardite também pode ocorrer.



A doenca renal era no passado, a causa mais frequente de morte. No entanto apds

o advento, com grande sucesso, dos inibidores da ECA no tratamento da crise renal

esclerodérmica isso ja ndo traduz a realidade (DENTON et al. 2004).

As manifestagcdes esqueléticas sado representadas inicialmente por poliartrite, que

pode ser o primeiro sintoma da Esclerose Sistémica. Posteriormente, pela limitagao

de movimento imposta pela rigidez da pele podemos ter anquilose das articulagdes e

contraturas permanentes. As articulagdes das maos sdo as mais freqlientemente

envolvidas e pode haver reabsor¢ao das falanges.

No musculo podemos encontrar fibrose e depédsitos de calcio.

2.1.4 Histopatologia

Numa fase precoce observam-se infiltrados inflamatorios perivasculares e

intersticiais moderados constituidos predominantemente de linfécitos. Esse infiltrado

também pode atingir os ductos das glandulas écrinas e o tecido adiposo. As fibras

colagenas estdo edematosas e espessadas.



Num estagio posterior, esses infiltrados estdo reduzidos ou desaparecem

completamente. Os vasos ficam escassos com paredes espessadas e hialinizadas e

estreitamento da luz, levando a problemas circulatérios.

As alteragdes vasculares na Esclerose Sistémica afetam principalmente a

microcirculacdo e as arteriolas, com necrose capilar e proliferacdo da intima das

arteriolas resultando em oclusao dos vasos sanguineos, diminuigdo da perfusdo do

orgao e um estado de isquemia cronica progressiva (KAHALEH 2004). Esse padrao

de acometimento vascular parece se repetir em outros orgaos acometidos pela

doencga, como os pulmdes e os rins (TROSTLE et al. 1988, AL-SABBAGH et al.

1989).

Os feixes colagenos estdo espessados e densamente compactados. Apenas alguns

poucos fibroblastos sao vistos, tanto na derme reticular quanto nos septos que se

estendem até o subcutdneo. As glandulas écrinas estdo atréficas devido ao

encarceramento pela fibrose circundante. Os foliculos pilosos e as glandulas

sebaceas estao ausentes (ELDER et al. 2001).

A Esclerodermia/ Esclerose Sistémica ndo é uma verdadeira dermatite, paniculite ou

fasciite fibrosante porque ndo esta associada em nenhum estagio da doenga com



um numero aumentado de fibroblastos. Além disto as dermatites fibrosantes exibem

alteragdes nos feixes colagenos diferentes das encontradas na Esclerodermia, isto

€, feixes fibrilares e paralelos entre si nas cicatrizes e feixes grosseiros e dispostos

ao acaso no queldide e no dermatofibroma. As alteragdes do colageno na

Esclerodermia também nao preenchem os critérios para esclerose. Na esclerose,

feixes colagenos separados ndo sao mais identificados (“homogeneizagdo” do

colageno), ao contrario da Esclerodermia quando o oposto € verdadeiro; os feixes

colagenos estao espessados mas sua individualidade esta preservada (ACKERMAN

1997).

2.1.5 Diagnostico Clinico

O principal critério para o diagnostico da ES é o achado de esclerose cutanea

proximal as articulagdes metacarpofalangianas. A esclerodactilia (esclerose distal as

articulagdes metacarpofalangianas), quando ndo acompanhada de outros achados,

nao é diagnodstica de ES (LEROY 1997).

Além das lesbes cutaneas temos a nos auxiliar a histéria positiva de fendbmeno de

Raynaud (presente em 90% dos pacientes) e queixas relacionadas aos outros
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orgaos acometidos. Palpitagbes, dispnéia, tosse, disfagia, epigastralgia, diarréia ou

constipagdo, hipertensdo e poliartralgia podem estar presentes na histéria e os

pacientes devem ser questionados ao seu respeito. O doente deve ser examinado a

procura de sinais de acometimento de érgaos internos com énfase naqueles mais

freqlientemente envolvidos.

Em 1980, o Colégio Americano de Reumatologia definiu os critérios para o

diagndstico de Esclerose Sistémica (MASI et al. 1980).

Critérios Preliminares para o Diagndstico de Esclerose Sistémica

Critério maior

(1) Esclerodermia proximal
Critérios menores

(1) esclerodactilia

(2) ulceras digitais puntiformes

(3) fibrose pulmonar bibasal

Fazem o diagnéstico:

* 1 critério maior OU

» 2 ou 3 critérios menores

No entanto, com o avango da tecnologia médica e melhoria dos recursos
diagndsticos conseguimos identificar a doenga em muitos pacientes que nao

preenchem os critérios propostos em 1980. Assim, muitos autores tém ressaltado a
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necessidade de se modificar esses critérios, levando em conta os recursos
disponiveis atualmente como a capilaroscopia e os auto-anticorpos (HAUSTEIN

2002; LEROY et al. 2001).

2.1.6 Diagnostico Laboratorial

O diagndstico laboratorial da Esclerose Sistémica é feito através do exame
histopatoldgico, de testes sorolégicos e da pesquisa de comprometimento visceral.
A biopsia deve, preferencialmente, ser realizada em area da pele que tenha
caracteristicas clinicas de atividade.

Na Esclerose Sistémica, ha uma forte correlagado entre os perfis de anticorpos e o
fendtipo da doenga, tornando os testes sorologicos uteis no diagndstico e
prognostico.

A pesquisa de doenca visceral deve ser realizada apenas nas formas sistémicas e
inclui capilaroscopia, prova de fungao pulmonar, eletro e ecocardiograma, dosagem
de creatinina, manometria do es6fago entre outros.

2.1.7 Patogénese

Embora os mecanismos exatos envolvidos na patogénese da Esclerose Sistémica
nao sejam bem compreendidos, existem trés processos responsaveis pelas
manifestagdes clinicas e patolégicas da doenca:

e descontrole do metabolismo da matriz extracelular, com deposi¢cdo macica de
tecido conjuntivo, representado principalmente por colageno, na pele e 6rgaos
internos

e lesao vascular

e alteragdes na imunidade humoral e celular
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No momento, ndo esta claro qual destes trés componentes € o mais importante ou
como eles se relacionam entre si para causar o processo fibrético progressivo. E
provavel que acontecam simultaneamente, e que a isquemia e a fibrose sejam
responsaveis pelo desenvolvimento das insuficiéncias organicas. Ha evidéncias de
que a lesao vascular e a deposigao de colageno devam ser mediadas por citocinas
liberadas por linfécitos e mondcitos.

O enorme progresso na compreensao de varios dos mecanismos basicos, ocorrido

nos ultimos anos, langou uma luz na complexa patogénese desta enfermidade.

2.1.7.1 Alteracdes vasculares

O envolvimento do sistema vascular na Esclerodermia € uma das manifestacoes
iniciais da doencga e parece ser um evento crucial na sua patogénese.

A hipoxia tecidual é, em tecidos sadios, um estimulo para a formacdo de novos
vasos sanguineos. No entanto, na Esclerodermia ha angiogénese insatisfatoria em
resposta a diminuigdo do fluxo sanguineo e a baixas pressdes parciais de oxigénio
(DISTLER et al. 2002).

A alteragdo dos processos angiogénicos contribui para uma redugdo crénica do
aporte de oxigénio aos tecidos, resultando em manifestagdes isquémicas como as
ulceras das polpas digitais.

A origem deste disturbio na angiogénese ainda n&o é perfeitamente conhecida,
porém acredita-se que seja devido a sintese deficiente de fatores angiogénicos ou
inibicdo inapropriada de fatores angiostaticos (DISTLER et al. 2002).

A rede capilar esta diminuida, ha dano a células endoteliais e duplicagcdo da lamina
basal dos vasos. As pequenas artérias revelam espessamento da média,

degeneracao fibrindide ou hialina, espessamento da intima e deposi¢gao de colageno
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na subintima, levando ao estreitamento da luz e necrose isquémica (SAPADIN et al.
2001). Os pequenos vasos nos tecidos afetados mostram um infiltrado inflamatério
perivascular com células T ativadas. Foi sugerido que citocinas e fatores de
crescimento, como o fator de crescimento transformante beta (TGF-R), secretados
por esses linfocitos T ativados causam ativagdo e injuria as células endoteliais
(DERK et al. 2003).

O TGF-B regula positivamente o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)
que, por sua vez, induz a uma producao aumentada de componentes da matriz
extracelular (MEC) assim como uma regulacédo positiva de fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF). O PDGF & um potente mitégeno de células
endoteliais levando a uma proliferacédo endotelial aumentada (DERK et al 2003).
Sabemos que no acometimento vascular do pulmdo ha, numa fase precoce,
formacdo excessiva de capilares alveolares acompanhado de um aumento do
numero de células endoteliais microvasculares. A anormalidade vascular também
envolve o desenvolvimento de microvasos, que sao irregulares na forma e no
tamanho. No entanto, a populagdo de células endoteliais capilares diminui com a
progressao da fibrose (BEON et al. 2004). Talvez o PDGF estimule a angiogénese
na fase inicial da doenga, mas nao consiga manté-la devido a anormalidades nos
niveis de outros fatores angiogénicos.

Foi demonstrado que na Esclerose Sistémica (ES) ha uma regulagdo negativa do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que resulta em diminuicdo da
neovascularizagao (DERK et al 2003).

A quimioatracao dos fibroblastos para a parede do vaso e a transdiferenciagao dos

fibroblastos residentes na parede vascular em miofibroblastos ocorre como resultado
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das citocinas secretadas localmente causando um aumento da deposi¢ao e sintese
de colageno (DERK et al 2003).

A injuria endotelial leva a exposi¢ao do subendotélio as plaquetas circulantes, que
se aderem a ele, e iniciam deposicao de fibrina e formagao de trombo intravascular.
As lesbes fibroproliferativas e a trombose intravascular resultam inevitavelmente em
um estado de hipdxia local nos tecidos afetados. Estudos recentes demonstraram
gue a hipdxia local pode causar fibrose tecidual pela ativagdo de genes de colageno
e TGF-R (DERK et al 2003).

A vasodilatagdo também esta prejudicada nos pacientes com ES. Ela é controlada
por fatores endoteliais e neuroldgicos. As células endoteliais regulam o ténus
vascular secretando substancias vasoativas como o 6xido nitrico e o peptideo
relacionado a calcitonina, que sao vasodilatadores, assim como a endotelina-1, que
€ um vasoconstritor potente. Na ES parece haver uma deficiéncia relativa de
vasodilatadores e um aumento relativo de vasoconstritores. Isso causa mais hipoxia
e injuria endotelial, resultando na produgdo e liberacdo de mais citocinas pelas
células inflamatdrias, mantendo, assim, o circulo vicioso de injuria endotelial e
fibrose (DERK et al. 2003).

Um estudo demonstrou niveis aumentados de endotelina-1 e de seus receptores na
microvasculatura e no parénquima dos tecidos afetados (KALALEH 1991).

Outro estudo que investigou o papel das calicreinas, poderosas efetuadoras da
resposta angiogénica, na ES, concluiu que as células endoteliais de pacientes com
ES demonstravam expressao diminuida das calicreinas 9, 11 e 12, se comparadas
as células endoteliais de controles saudaveis. Anticorpos contra as calicreinas 9, 11
e 12 aplicados as células endoteliais normais revelaram que enquanto as calicreinas

9, 11 e 12 induzem o crescimento celular, apenas a calicreina 12 regula a invaséo e
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morfogénese capilar. O bloqueio da calicreina 12 com anticorpo resultou numa
aquisicao, pelas células normais, de um padrao semelhante a ES, na angiogénese in
vitro. (GIUSTI et al. 2005)

Os efeitos da disfungao vascular nos pacientes com ES sdo mais dramaticos quando
eles envolvem as arteriolas renais e pulmonares, causando a crise renal e a
hipertensdo pulmonar, que sdo as maiores causas da morbidade e mortalidade da

ES (DERK et al. 2003).

2.1.7.2 Mecanismos Imunes

Imunidade Celular

Infiltrados de células inflamatdrias sdo encontrados na pele de pacientes com
Esclerodermia. Os linfécitos T CD4+ sdo as células predominantes e mostram
marcadores de ativacido. Além deles encontramos também mondcitos, plasmacitos e
mastécitos nesses infiltrados (SAPADIN et al. 2001).

Essas células sdo capazes de liberar citocinas que agem estimulando a migragao,
proliferacédo de fibroblastos e sintese de colageno e glicosaminoglicanas.

Os linfocitos T CD4+ (células T auxiliares ou T helper) consistem de dois subgrupos,
Th1 e Th2, caracterizados por padrdes distintos de secreg¢ao de citocinas. Enquanto
as células Th1 secretam IFN-y, IL-2 e TNF-a, promovendo a imunidade celular, as
células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, estimulando a imunidade
humoral (HASEGAWA et al. 2005).

A IL-4, a IL-6 e a IL-13 estimulam a sintese de colageno pelos fibroblastos. Por outro
lado, as citocinas Th1, como o IFN-y e o TNF-a , suprimem a produgéo de colageno

in vitro. Assim, um desvio relativo a favor das citocinas Th2, se comparadas com as
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citocinas Th1, pode induzir fibrose tecidual e produ¢ao de anticorpos (HASEGAWA
et al. 2005).

Varias citocinas estdo aumentadas no soro de pacientes com ES como as IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6 e IL-8. Além disso, temos aumento de uma série de fatores de crescimento
como o TGF-B e o PDGF e uma expressao aumentada nas células endoteliais de
algumas moléculas de adesdo como a E-selectina, o ICAM-1 e o VCAM-1 (SAPADIN
et al. 2001).

Todos esses fatores parecem contribuir para um descontrole da balanga do
metabolismo da matriz extracelular. Os fatores pro-fibroticos predominam, com
prejuizo dos fatores inibidores da sintese e daqueles que estimulam a degradagao
da matriz.

TGF-R

O TGF-B é um homodimero sintetizado por uma grande variedade de células
(mondécitos-macrofagos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliais e plaquetas).
Existem trés isoformas (TGF-B 1, TGF-B 2, TGF-B 3) que se ligam ao mesmo
receptor, mas que diferem na sua expressao tissular. A via de sinalizagao do TGF-}
depende de dois receptores transmembrana (TGF-BRI, TGF-BRII) e de fatores de
sinalizagdo chamados Smad. O Smad2 e o Smad3 estdo implicados na regulacéo
positiva, com ativagdo da transcrigao de genes fibrogénicos, enquanto que o Smad6
e 0 Smad7 tém um papel de regulagao negativa (GRANEL et al. 2005).

A sinalizagdo do TGF-3 esta alterada nos fibroblastos esclerodérmicos com
expressao diminuida do Smad7 e expressdao aumentada do Smad3 (TAMBY et al.
2003).

O TGF-B é um potente ativador de fibroblastos, induz a sua proliferagao, quimiotaxia

e diferenciagdo em miofibroblastos. O TGF-3 protege ainda os miofibroblastos do
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processo de apoptose, aumenta a sintese da MEC, diminui as metaloproteinases
(MMPs) e aumenta os inibidores tissulares das metaloproteinases (TIMPs). Enfim,
induz a sintese de PDGF e de fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF),
dois fatores de crescimento também implicados no processo de fibrose (GRANEL et
al. 2005).

O papel do TGF-B na patogénese da Esclerodermia ja foi alvo de muitos estudos. In
vitro, o TGF- estimula a sintese de componentes da matriz extracelular, incluindo
colagenos tipos | e lll, glicosaminoglicanas e fibronectina (VARGA et al. 1987). Além
disso, promove fibrose, pois aumenta a sintese de inibidores das metaloproteinases
da matriz (TIMPs). Esses inibidores, particularmente a TIMP-1, estdo elevados no
soro de pacientes com Esclerodermia (KIKUCHI et al. 1995; KIKUCHI et al. 1997).

O TGF-3 pode também regular a producdo de colageno indiretamente, por seus
efeitos em outras citocinas e fatores de crescimento. O PDGF estimula a proliferagao
de fibroblastos e aumenta a sintese de colageno. O TGF-f3 produz um aumento de
receptores de PDGF-a e seu RNA mensageiro nos fibroblastos esclerodérmicos
(YAMAKAGE et al. 1992). O TGF-R também induz a produgédo pelas células
endoteliais de endotelina-1, que estimula a sintese de colageno pelos fibroblastos
(KAHALEH 1991).

A producdo de TGF-B mostrou ser similar nos fibroblastos de pacientes com
Esclerose Sistémica e naqueles de pessoas saudaveis, mas o0s niveis dos
receptores de TGF-B demonstraram estar aumentados nos fibroblastos
esclerodérmicos em alguns estudos. Foi sugerido que o nivel elevado de receptores
de TGF-R é o defeito primario que leva ao aumento da sinalizacdo autécrina do TGF-

R (KAWAKAMI et al. 1998; NEEDLEMAN et al. 1990).
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Ihn et al. demonstraram que o bloqueio da sinalizacdo endégena do TGF-R via
anticorpos neutralizantes preveniu a regulagao positiva da sintese de colageno nos
fibroblastos esclerodérmicos (IHN et al. 2001).

Imunidade Humoral

Os linfécitos B desempenham um papel fundamental na auto-imunidade através de
varias funcbes, além da produgdo de auto-anticorpos, como apresentacao de
antigeno e producgao de citocinas (FUJIMOTO et al. 2005).

A deplecao de células B com anticorpo quimérico humano anti-CD20 foi um
tratamento efetivo em varias doencas auto-imunes como o lupus eritematoso
sistémico e a artrite reumatdide (HASEGAWA et al. 2005).

As respostas da imunidade humoral e a produgédo de auto-anticorpos sao reguladas
parcialmente pelos receptores de antigeno das células B. A auto-imunidade e as
respostas imunes sdo adicionalmente reguladas ou finamente ajustadas por
moléculas de transdugao de sinal que amplificam ou inibem a sinalizagdo do
receptor de antigeno durante as respostas a antigenos préprios e estranhos. Essas
moléculas reguladoras incluem um grupo de receptores de superficie celular,
funcionalmente inter-relacionados, como o CD19, CD21 e CD22 (SATO et al. 2000).
Camundongos transgénicos que superexpressam CD19 perdem a tolerancia e
geram auto-anticorpos espontaneamente (HASEGAWA et al. 2005).

Sato et al. demonstraram que a expressao de CD19 esta aumentada nos linfécitos B
de pacientes com Esclerose Sistémica. Estes autores sugerem que pequenas
alteragdes na expressao ou fungéo das moléculas reguladoras como o CD19 pode
levar a perda da tolerancia e a auto-imunidade (SATO et al. 2000).

Pacientes com Esclerose Sistémica tém alteracbes na homeostase de células B

caracterizada por expansdo de células B naive e diminuicdo de células B de
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memoria. Embora as células B de memodria estejam diminuidas elas séao
cronicamente ativadas, possivelmente por causa da superexpressao de CD19
(FUJIMOTO et al. 2005).

Um modelo animal de Esclerose Sistémica (camundongos TSK/+) mostrou aumento
na sinalizagcao de CD19 e ativacao crbnica de células B, além de niveis elevados de
auto-anticorpos, como a anti-topoisomerase-l. Neste modelo, a perda de CD19
resultou na inibicdo da hiper-reatividade crénica das células B e eliminagdao da
producao de auto-anticorpos, o que se associou com melhora da fibrose cutanea e
diminuigcdo paralela de producao de IL-6 pelas células B. Assim, o aumento na
producao de citocinas pelas células B pode contribuir para a inducdo da esclerose
cutanea. As células B também podem influenciar a fibrose tecidual pela regulacéo da
ativacao de células T e pela producéo de citocinas através de suas habilidades co-
estimulatdrias e de apresentagao de antigenos (HASEGAWA et al. 2005).

A superexpressao de CD19 parece ser especifica da Esclerose Sistémica ja que nao
€ detectada em outras doencgas auto-imunes como o lupus eritematoso sistémico,
dermatomiosite ou doengas bolhosas auto-imunes? (HASEGAWA et al. 2005).

Mais estudos serdao necessarios para esclarecer o mecanismo molecular preciso que
liga as células B e a fibrose.

Auto-anticorpos

A presenca de anticorpos especificos € uma das mais comuns manifestagdes da ES,
e mais de 90% dos pacientes tém anticorpos antinucleares no seu soro. Numerosos

anticorpos foram descritos em pacientes com ES.

2 Observagdes de SATO S (nao publicadas).
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Anticorpos anti-Scl-70 ou anti-topoisomerase-l estdo, quase que exclusivamente,
presentes no soro de pacientes com a forma difusa da doenca e 30 a 40% destes
pacientes possuem este anticorpo (DERK et al. 2003).

Anticorpos anti-centrébmero estdao usualmente presentes em pacientes com a forma
limitada da doenca e s&o vistos em 80-96% deles (DERK et al. 2003). Ao contrario
dos anticorpos anti-Scl-70, os anticorpos anti-centrdbmero sao achados em
aproximadamente 10% dos pacientes com a forma difusa (DERK et al. 2003).

Outros anticorpos menos vistos em pacientes com ES sdo os anticorpos anti-RNA
polimerases | e lll, anti-fibrilina e anti-PM-Scl, este ultimo normalmente associado
com a sindrome de superposi¢cao Esclerose Sistémica / Polimiosite (DERK et al.
2003).

Os auto-anticorpos na ES nos dao informagdes progndsticas e sao uteis na definicao
dos subtipos da doenca. Até recentemente seu papel na patogénese da doenca
permanecia obscuro, no entanto, novos estudos tém sugerido papel patogénico dos
auto-anticorpos na ES (CHIZZOLINI et al. 2002; HENAULT et al. 2006; MARKS et al.
1988; NISHIJIMA et al. 2004; RONDA et al. 2002; SATO et al. 2003; SGONC et al.
2000; ZHOU et al. 2005).

Anticorpos anti-endoteliais, que estdo presentes em 25 a 85% dos pacientes
(RENAUDINEAU et al. 1999), demonstraram desencadear citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (MARKS et al. 1988, SGONC et al. 2000).

Anticorpos anti-fibroblastos, presentes em 26 a 58% dos pacientes (CHIZZOLINI et
al. 2002, HENAULT et al. 2004), mostraram-se capazes de induzir um fenétipo proé-
adesivo e pro-inflamatoério nos fibroblastos apds sua ligagdo (CHIZZOLINI et al.

2002, RONDA et al. 2002).
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Anticorpos anti-topoisomerase-l ligam-se a topoisomerase-l na superficie dos
fibroblastos, estimulando a adesdo e a ativacdo de mondcitos. Isto poderia levar a
amplificacdo da resposta imune devido a citocinas pro-inflamatérias liberadas pelos
monocitos ativados e a fibrose pela secrecao local de citocinas proé-fibroticas pelos
fibroblastos ativados. Assim a presenca da anti-topoisomerase | estaria diretamente
associada com o aumento das respostas imunes e com a fibrose (HENAULT et al.
2006).

Recentemente foi descoberto um novo anticorpo, especifico da Esclerose Sistémica,
contra porgoes da fibrilina-1, a componente principal das microfibrilas da MEC e
reguladora da sinalizagdo do TGF-BR1. Comparados aos fibroblastos dérmicos
crescidos em meio de cultura normal ou com imunoglobulina G (IgG) humana
normal, os fibroblastos crescidos em meio de cultura com anti-fibrilina-1 mostraram
aumento da expressao de colageno e de outros componentes da MEC, que estéo
caracteristicamente aumentados nos fibroblastos esclerodérmicos. A neutralizacao
do TGF-1 com anticorpos anti-TGF-31 diminuiu significativamente a ativagdo dos
fibroblastos pelos anticorpos anti-fibrilina-1. Esses dados sugerem que os anticorpos
anti-fibrilina 1 podem induzir a ativacdo de fibroblastos dérmicos normais resultando
em um fendtipo pro-fibrotico similar aquele da Esclerose Sistémica (ZHOU et al.
2005).

Estudos encontraram niveis elevados de anticorpos anti-metaloproteinase-1(anti-
MMP-1) e anti-metaloproteinase-3 (anti-MMP-3) no soro de pacientes com Esclerose
Sistémica. Os niveis de ambos eram mais altos nos pacientes com doenca difusa
que naqueles com doenca limitada. Além disso, estes niveis correlacionaram-se com
a extensdo da fibrose cutanea, pulmonar e renal. Os autores sugerem que o0s

anticorpos anti-MMP-1 e anti-MMP-3 contribuem para o desenvolvimento da fibrose
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inibindo a atividade da MMP-1 e da MMP-3, respectivamente, e reduzindo o
remodelamento da MEC (NISHIJIMA et al. 2004; SATO et al. 2003).
Microquimerismo

O microquimerismo foi definido como a presenca de um pequeno numero de células
circulantes transferidas de um individuo para outro. A transferéncia de células
microquiméricas acontece naturalmente durante a gravidez, e ocorre
bidirecionalmente entre a mae e o feto, e entre os fetos em gravidezes multiplas.
Além disso, também pode ocorrer durante transfusdes sanguineas, transplantes de
medula e de 6rgaos. Essas células podem permanecer na circulagao sanguinea por
muitos anos.

Recentemente, células microquiméricas foram incriminadas na patogénese de
doencas auto-imunes, particularmente da Esclerose Sistémica. Muita controvérsia
ainda existe em torno do papel destas células na patogénese de certas doengas, € a
presenca destas células nos tecidos pode ser consequéncia ao invés de causa
destas doengas (ARTLETT 2003).

Alguns estudos demonstraram um aumento de células microquiméricas no sangue
periférico e nos tecidos dos pacientes com Esclerose Sistémica e, mais
recentemente, demonstrou-se que essas células sao especificamente ativadas e
capazes de reconhecer o antigeno leucocitario humano (HLA) dos pacientes

(ARTLETT 2003).

2.1.7.3 Fatores genéticos
Vaérios estudos sugerem uma base genética para a suscetibilidade a ES. A ES
ocorre mais frequentemente em familias com ES que na populagdo geral. Uma

historia familiar positiva de ES confere um alto risco relativo, embora o risco absoluto
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para cada membro da familia permaneca baixo (<1%) (ARNETT et al. 2001). A
concordancia para o fenétipo clinico é semelhante entre gémeos monozigéticos e
dizigéticos (~ 5%), mas a concordancia para anticorpos antinucleares é
significativamente maior nos gémeos monozigéticos (95%) se comparados com 0s
gémeos dizigoticos (60%) (FEGHALI-BOSTWICK et al. 2003).

Zhou et al. ndo demonstraram nos fibroblastos de pacientes com ES, de pele
acometida ou nao acometida, diferengas quanto a expressdo de genes. Os
fibroblastos dos pacientes tinham perfil de expressdo de genes significativamente
diferente daqueles de seus gémeos dizigéticos e dos controles normais. Gémeos
monozigoticos nao afetados, no entanto, ndo eram significativamente diferentes dos
pacientes com ES. Quando fibroblastos normais foram incubados com soro de
paciente com ES ou com soro de seu irmdo monozigético nao afetado eles
desenvolveram expressao aumentada de COL1A2 (gene da cadeia a2 do colageno
I), SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) e CTFG, tipicamente visto

em fibroblastos esclerodérmicos (ZHOU et al. 2005).

2.2 MATRIZ EXTRACELULAR

Os espacgos extracelulares nos tecidos sao preenchidos por uma matriz extracelular
(MEC) organizada que é composta de proteoglicanos (como a decorina e a
fiboromodulina), proteinas fibrosas (como o colageno, a elastina e a fibrilina),
glicoproteinas (como a fibronectina e a Ilaminina), e diversos tipos de

metaloproteinases da matriz.
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A MEC desempenha papéis relevantes na sinalizacdo e atividades celulares. A
manutencdo da sua estrutura e fungdo ocorre através de um processo de
remodelamento, com fases de degradagdo e sintese dos seus componentes

(GHOSH 2002).

2.2.1 Colageno

O colageno tipo | é o colageno mais abundante na pele, representando 80 a 90% do
colageno da derme. E uma tripla hélice formada por duas cadeias a1 e uma cadeia
a2. Eles sado codificados por dois genes distintos: o da cadeia a1 é denominado
COL1A1, e o da cadeia a2, COL1A2 (GHOSH 2002). As cadeias polipeptidicas pré-
COL1A1 e COL1A2 sao sintetizadas por fibroblastos, osteoblastos e odontoblastos e
entram no reticulo endoplasmatico. Neste local, residuos especificos de prolina e
lisina sao hidroxilados para formar a hidroxiprolina e a hidroxilisina, respectivamente.
Estes, por sua vez, ajudam as cadeias pré-a a combinar-se com outras cadeias por
pontes de hidrogénio e a formarem a estrutura de tripla hélice do pro-colageno. Os
pré-colagenos sao secretados pelos fibroblastos através do aparelho de Golgi no
espaco extracelular onde os pré-peptideos C-terminal e N-terminal sdo clivados por
proteases especificas (GHOSH 2002). As moléculas de colageno processado
maduro agregam-se para formar fibras colagenas maiores e ajudar a formar a MEC,
junto com seus outros componentes. Assim sendo, a produgdao e deposicdo de
colageno tipo | necessita de regulagcdo em diversos niveis. Anormalidades em
qualquer nivel podem levar a diminuicdo, aumento ou sintese defeituosa e acumulo
de colageno na MEC, o que, por sua vez, causa diferentes doengcas como a
osteogénese imperfecta, escorbuto, Esclerodermia, queldides, fibrose pulmonar,

fibrose hepatica, etc. (GHOSH 2002).
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A sintese de ambas as cadeias é regulavel por diversas citocinas ao nivel da
transcricdo. Sintese e deposi¢cao excessiva de colageno na regidao da derme causam
espessamento e endurecimento da pele, uma manifestacao clinica da Esclerodermia

(GHOSH 2002).

2.2.2 Metaloproteinases

As metaloproteinases da matriz (MMPs) constituem uma familia de enzimas,
produzidas pelos fibroblastos, cuja funcdo € digerir os componentes da MEC.
Fibroblastos também produzem inibidores especificos das MMPs, conhecidos como
inibidores teciduais das metaloproteinases da matriz (TIMPs). As TIMPs agem
localmente bloqueando MMPs ativas e prevenindo a digestdo da MEC. Acredita-se
que o equilibrio entre os niveis de MMPs e TIMPs governa a homeostase do tecido

conjuntivo (YOUNG-MIN et al. 2001).
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2.2.3 Proteoglicanas/ Glicosaminoglicanas

As proteoglicanas contém uma proteina central onde uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanas (GAGs) se ligam. As glicosaminoglicanas sao glicidios formados
pela polimerizagdo de uma unidade constituida por um acido urdénico e uma
hexosamina. O acido urdnico é quase sempre o glicurénico e as hexosaminas s&o a
glicosamina ou a galactosamina. As GAGs podem ser sulfatadas ou ndo sulfatadas.
Dentre as GAGs néo sulfatadas a mais encontrada no tecido conjuntivo é o acido
hialurénico. Entre as sulfatadas temos o dermatan sulfato, o condroitin sulfato e o

heparan sulfato (JUNQUEIRA 1982).

2.2.4 Glicoproteinas

As glicoproteinas tém como sua fungdo principal ligar as proteinas da MEC as
células e também estdo envolvidas em diversos processos morfogenéticos e de
remodelagem tecidual. Encontram-se intimamente relacionados a receptores
celulares que sao fundamentais na interacdo MEC - célula. A fibronectina € uma
glicoproteina com propriedade de se ligar ao colageno e a fibrina e que parece ter

um papel importante na ligagao entre as células e a MEC (SALGADO 2000).

2.2.5 Metabolismo da matriz extracelular na Esclerodermia/Esclerose
Sistémica

Os fibroblastos da pele de doentes com Esclerodermia sintetizam quantidades

aumentadas de proteinas da matriz extracelular, principalmente colageno (KISSIN et

al. 2003).
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Estudos demonstraram aumento na transcricdo do gene para a cadeia a1 do
colageno | em fibroblastos dérmicos de pacientes com Esclerodermia e predominio
deste tipo de colageno na derme reticular de pacientes em estagios avangados da
doencga (VUORIO et al. 1985).

Em outro estudo, fibroblastos de pacientes com ES mostraram, in vitro, niveis basais
de RNA mensageiro (RNAm) para cadeia a2 do colageno | trés vezes maiores do
que fibroblastos de pacientes normais (HIRONOBU et al. 2000).

Herrmann et al. compararam os niveis de RNAm de colagenos |, lll, fibronectina e
colagenase (MMP-1) de biépsias de pele de nove pacientes com Esclerose
Sistémica com doze controles. Foi encontrada uma elevacgao dos niveis de RNAm de
colageno | de mais de trés vezes na pele com ES quando comparada aos controles.
Nao houve diferenga nos niveis de RNAm de colageno lll, colagenase e fibronectina
nas biopsias de pacientes e controles (HERRMANN et al. 1991).

Em um estudo utilizando imunofluorescéncia indireta e anticorpos especificos contra
colagenos intersticiais e pro-colagenos, Fleischmajer et al. encontraram uma
marcagao bastante aumentada para pro-colageno tipo | e fibronectina na derme
inferior e subcutdneo dos pacientes com Esclerodermia (FLEISCHMAJER et al.
1980).

Fibroblastos esclerodérmicos cultivados apresentam niveis diminuidos de
colagenase (ou MMP-1) (KURODA et al. 1997; TAKEDA et al. 1994).

A atividade da gelatinase A (ou MMP-2) estd aumentada nos fibroblastos
esclerodérmicos, embora ndo tenha sido demonstrado aumento do seu RNAm
(FAKHOURY et al. 2002). A gelatinase A é uma enzima que degrada
especificamente a membrana basal. Segundo Fakhoury et al. a atividade aumentada

da gelatinase A pode estar relacionada a fisiopatologia da Esclerose Sistémica,
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iniciando dano microvascular e extravasamento de substancias capazes de produzir
mais injuria as células endoteliais ou ativacdo de fibroblastos (FAKHOURY et al.
2002).

A produgdo de estromelisina (ou MMP-3) estd diminuida nos fibroblastos
esclerodérmicos (BOU-GHARIOS et al. 1994; KIRK et al. 1995). Além disso, as
TIMPs-1, TIMP-2 e TIMP-3 estdo aumentadas (BOU-GHARIOS et al. 1994,
MATTILA et al. 1998;YAZAWA et al. 2000).

Alguns estudos relatam alteragbes no conteudo de GAGs na pele com
Esclerodermia. Estudos revelaram que na derme destes pacientes ha aumento de
delta Di-4S, a principal unidade dissacaridea do dermatan sulfato, e diminuicdo do
delta Di-HA, a principal unidade dissacaridea do acido hialurénico (AKIMOTO et al.
1992; YOKOYAMA et al. 1997). Outro estudo relatou produgdo aumentada de
decorina e de GAGs sulfatadas, incluindo o dermatan sulfato e o condroitin sulfato,

pelos fibroblastos esclerodérmicos (KURODA et al. 1997).

2.2.6 Fibroblastos

Os fibroblastos sédo células derivadas de células mesenquimais que sintetizam o
principal colageno fibrilar intersticial que da estrutura aos 6rgaos e tecidos do corpo.
Sao fundamentais para o reparo de feridas e para a manutencdo da matriz de tecido
conjuntivo (POSTLETHWAITE et al. 2004).

Estudos recentes definiram novos conceitos com respeito a fungao dos fibroblastos.
Em primeiro lugar, fibroblastos, mesmo os originarios de um unico tecido, nao
constituem uma populagdo homogénea, mas consistem de varios subtipos, assim
como os linfécitos. Em segundo lugar, fibroblastos de diferentes regiées anatdomicas

apresentam fendtipos diferentes. Essa diversidade regional pode refletir as fungdes
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especializadas do tecido de origem e podem ser a base da susceptibilidade
localizada a manifestagcbes de doengas. Em terceiro lugar, os fibroblastos podem ser
ativados para exibir novas funcdes, importantes para controlar a sintese de MEC e
para produzir citocinas e quimiocinas. Essa caracteristica € analoga aquela das
células do sistema imune, como os macréfagos e os linfocitos T e B, que podem ser
ativados. Em quarto lugar, os fibroblastos podem regular as células hematopoéticas
que infiltram um tecido que foi lesionado, especialmente por infeccédo (SMITH et al.
1997).

Os miofibroblastos sao células da familia dos fibroblastos que exibem um fendtipo
hibrido entre fibroblastos e células musculares lisas. Eles sdo caracterizados pela
expressao de alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e secretam proteinas da MEC.
Durante o processo de cicatrizacdo os miofibroblastos estdo transitoriamente
presentes no tecido, onde eles parecem desempenhar um papel fundamental na
contragdo das feridas e na restauragdo do tecido conjuntivo. No entanto, essas
células persistem nas lesdes fibroticas e acredita-se que sejam responsaveis pela
producao excessiva de colageno (GROTENDORST et al. 2005).

Até recentemente pouca atengdo tinha sido dada a origem celular destes
fibroblastos e miofibroblastos que povoam os tecidos fibréticos.

A visdo que prevaleceu por décadas foi a de que os fibroblastos que povoam os
tecidos normais sdo derivados do mesénquima remanescente de quando os 6rgaos
sdo formados durante o desenvolvimento fetal. Durante a inflamacéo e a injuria
tecidual, esses fibroblastos residentes proliferariam e regulariam positivamente a
sintese da MEC, em resposta a citocinas e fatores de crescimento, resultando em

fibrose e formacéao de cicatriz (POSTLETHWAITE et al. 2004).
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Atualmente emergiram duas novas hipoteses a respeito da origem dos fibroblastos
adultos. Uma hipdtese argumenta que os fibroblastos teciduais derivam de uma
subpopulagao de leucdcitos, denominados fibrocitos, que navegam pela circulagéo
para povoar orgaos periféricos (ABE 2001; BUCALA 1994). Uma segunda hipotese
propde que os fibroblastos sdo formados por conversao local das células epiteliais
num processo denominado transi¢cao epitelial-para-mesenquimal (IWANO et al.
2002). Trabalhos demonstram que fibroblastos podem se originar ndo s6 da
proliferacdo de fibroblastos residentes, mas também de diferentes tipos celulares
como fibrécitos circulantes, mondcitos CD14+, pericitos, células epiteliais e células
hepaticas estreladas (POSTLETHWAITE et al. 2004). Com relagdo aos
miofibroblastos, considerava-se que eles desenvolviam-se a partir dos fibroblastos
tissulares em resposta a estimulagao com TGF-[3 e outros fatores de crescimento e
citocinas (SERINI et al. 1999). No entanto, novas evidéncias parecem sugerir que,
na verdade, os miofibroblastos derivam de precursores derivados da medula 6ssea
(BRITTAN et al. 2002). Foi sugerido que esses precursores seriam os fibrécitos

circulantes (SCHMIDT et al. 2003).

2.2.7 Células derivadas da medula 6ssea e a pele

O estroma da medula éssea tem células precursoras capazes de diferenciarem-se
em células das linhagens hematopoética e mesenquimal. Células-tronco
hematopoéticas podem reconstituir toda a populacdo de células circulantes
hematopoéticas. Células-tronco mesenquimais podem diferenciar-se para formar
ostedcitos, condrdcitos, adipécitos e fibroblastos do estroma da medula dssea.

Ambos os tipos de células-tronco retém um alto grau de plasticidade e sao capazes
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de contribuir com células progenitoras regenerativas para tecidos hematopoéticos e
nao-hematopoéticos, incluindo a pele (FATHKE et al 2004).

A maioria das células hematopoéticas, com excecdo das hemacias e seus
progenitores imediatos, expressam o antigeno de superficie celular CD45. Além
disso, um subgrupo de células hematopoéticas expressa CD34, um receptor de
superficie expresso na superficie de células progenitoras hematopoéticas.
Contrastando com isso, células-tronco mesenquimais nao expressam CD34 ou
CD45.

Fathke et al. usando um modelo animal (camundongos quiméricos resultantes da
irradiagcdo de camundongos normais e posterior transplante com a medula de
camundongos transgénicos enriquecida com proteina verde fluorescente (enhanced
green fluorescent protein (EGFP) transgenic mice)) mostraram que, 10 semanas
depois do transplante de medula, 14% das células da pele normal (derme +
epiderme) (ndo submetida a injuria) eram derivadas da medula 6ssea (células
EGFP+). Essas células foram vistas infiltrando a derme normal com algumas células
exibindo prolongamentos dendriticos em direcao a epiderme. A maior parte das
poucas células vistas na epiderme estavam intimamente relacionadas com os
foliculos pilosos; raras células foram vistas em volta das glandulas sebaceas e
sudoriparas. Apds 8 meses, as células derivadas da medula representavam 11% de
todas as células da pele. Este estudo mostra que ha contribuicdo constante de
células da medula 6ssea para a pele normal (FATHKE et al. 2004).

Para verificar a contribuicdo das células derivadas da medula 6ssea nos outros
orgaos, foram realizadas necropsias nos camundongos quiméricos irradiados 8 a 12
meses apos o transplante. Foram examinados a pele, o coragdo, os pulmoes, o

cérebro, o baco, o intestino delgado, a aorta e os rins. Todos os tecidos tinham
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células derivadas da medula em diferentes quantidades, mas a pele normal tinha
uma das maiores concentracdes, indicando que ela € um alvo primario das células
derivadas da medula éssea (FATHKE et al. 2004).

Examinando o papel destas células na cicatrizagao, Fathke et al. observaram células
derivadas da medula 6ssea em toda a derme em cicatrizacdo durante a fase
inflamatdria precoce, e também posteriormente, na fase de remodelamento. Estas
células eram fusiformes e similares aos fibroblastos na fase de remodelamento
(FATHKE et al. 2004).

Muitos estudos de cicatrizagdo cutdnea usam a expressao de marcadores de
superficie celular para identificar as células derivadas da medula dssea. No entanto,
devido a plasticidade das células derivadas da medula éssea, a utilizagdo destes
marcadores pode subestimar a contribuicdo da medula 6ssea para a cicatrizacao
cutanea (FATHKE et al 2004). Para verificar se o CD45, frequentemente usado para
rastrear células derivadas da medula, € um bom marcador para estas células, na
pele normal e em cicatrizagédo, Fathke et al. compararam a percentagem de células
co-expressando EGFP e CD45. Na pele normal, 8 meses apds o transplante, ha
uma populacdo significativa de células EGFP+ que nao co-expressam CD45. Na
fase precoce de cicatrizacdo quase todas as células EGFP+ expressavam CDA45,
aos 28 dias aproximadamente 5% das células sdo CD45- e aos 42 dias a maioria
sao CD45-. Isso demonstra que o CD45 ndao é um pan-marcador de células
derivadas da medula éssea (FATHKE et al 2004).

Para determinar a contribuicdo das linhagens hematopoética e mesenquimal na pele
normal e em cicatrizagao as células EGFP+ foram cultivadas separando-se essas
linhagens e transplantando-as separadamente. Foi confirmada a presenca de ambas

as populacées na pele normal. Na pele em cicatrizagdo, houve um aumento de
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células da linhagem hematopoética na fase inflamatéria precoce da cicatrizagcao
enquanto que as células da linhagem mesenquimal mantiveram uma populagéo
estavel durante todo o processo de cicatrizacdo. Esses dados sugerem que pode
haver uma divergéncia no papel destas duas populagdes de células (FATHKE et al.
2004).

Fathke et al também caracterizaram funcionalmente as células derivadas da medula
o0ssea que povoam o tecido em cicatrizacdo e demonstraram que elas sao positivas
para RNAm dos colagenos | e lll, além de exibirem a propriedade de contrairem géis
de colageno in vitro (FATHKE et al. 2004).

Finalmente deve ser comentado que porque apenas aproximadamente metade das
células da medula 6ssea nesses camundongos transgénicos expressa EGFP,
proteina usada neste estudo para identificar estas células, o grau de contribuicdo da
medula 0ssea para a pele normal e a pele em cicatrizagao pode ser bem maior que

o sugerido.

2.2.8 Fibrocitos
Em 1994, Bucala et al. identificaram uma subpopulagcado de células mononucleares
com propriedades similares as propriedades dos fibroblastos. Essas células foram

denominadas fibrocitos®.

% Essa denominagao, no entanto, ndo é ideal, pois o termo fibrocito também aparece
na literatura histopatolégica como um sinénimo para fibroblastos “maduros”. Em um
contexto separado, uma célula chamada fibrécito também €& um constituinte do
ouvido interno. Talvez um termo mais especifico para o fibrécito circulante deva ser
considerado. Quan et al. sugeriram denominar esta célula alitofibrécito que incorpora
a palavra grega “alitis” que significa andarilho, enfatizando assim o fato de serem
células provenientes do sangue (QUAN et al. 2003).
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Estudos iniciais em camundongos, que receberam transplante de medula éssea de
doares de sexo diferente, mostraram que, depois da reconstituicdo das receptoras
femininas com a medula 6ssea dos doadores masculinos, os fibrécitos cultivados do
sangue periférico originaram-se das células das receptoras e ndo dos doadores.
Baseado neste resultado foi sugerido que os fibrocitos devem ter sua origem no
estroma da medula 6ssea, que é uma malha de células do tecido conjuntivo
radiorresistente que da suporte a hematopoese normal (QUAN et al 2004).

Yang et al. demonstraram que os fibrécitos originam-se de células mononucleares
CD14+ do sangue periférico (YANG 2002). A diferenciagdo das células CD14+ em
fibrocitos aumentou quando as culturas CD14+ foram tratadas com meio enriquecido
por substancias secretadas por células CD14-. Isso também aconteceu quando a
cultura foi tratada com TGF-R1. A inclusdo de anticorpo anti-TGF-31, nas culturas
tratadas com meio enriquecido por substincias secretadas por células CD14-,
bloqueou a inducdo de fibrécitos nas culturas de células CD14+. Isso levou os
autores a sugerirem que o estimulador da diferenciacdo dos fibrocitos no meio
enriquecido é na verdade o TGF-31 (YANG 2002).

Os fibrocitos também apresentam caracteristicas de células hematopoéticas, como a
expressao de CD34, e sao considerados células-tronco derivadas da medula éssea.
Eles compreendem 0,5% dos leucdcitos circulantes (BUCALA 1994; CHESNEY et al.
1997).

Fibrécitos obtidos do sangue expressam, em cultura, colageno I, colageno Il e
fibronectina (tipicamente produzidos por fibroblastos), assim como CD45RO
(antigeno comum a todos os leucécitos), CD13 (antigeno pan-mieldide) e CD34
(antigeno de células tronco hematopoéticas). Fibrocitos ndo sintetizam marcadores

epiteliais (citoqueratina), endoteliais (proteina relacionada ao fator Von Willebrand
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VIII) ou de células musculares lisas (a-actina) e sdo negativos para estearases nao-
especificas assim como para marcadores monociticos/macrofagicos, CD14 e CD16.
Os fibrécitos também nao expressam proteinas produzidas por células dendriticas
ou seus precursores (CD25, CD10 e CD38) ou o antigeno pan de células B (CD19)
(BUCALA 1994; CHESNEY et al. 1997). Eles sao fontes importantes de fatores de
crescimento, citocinas e componentes da MEC (PDGF-A, TGF-B1, M-CSF (fator
estimulante de colénia dos macréfagos), MIP-1a (proteina inflamatéria dos
macrofagos 1a), MIP-2 (proteina inflamatéria dos macréfagos 2), IL-13, TNF-a e
colageno |) e podem funcionar atraindo e ativando células inflamatdrias e do tecido
conjuntivo (BUCALA 1994; CHESNEY 1997).

A produgao de colageno | pelos fibrécitos in vitro é regulada por IL-13 e TGF-[31
(ABE 2001; CHESNEY 1998). Recentemente foi descrito que os fibrécitos induzem
angiogénese tanto in vitro como in vivo (HARTLAPP 2001).

Também foi descrita a expressao pelos fibrocitos de componentes de superficie
sabidamente importantes na apresentacdo de antigenos como as moléculas MHC-
classe Il (HLA-DP, - DQ e -DR), as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 e as
moléculas de adesdao CD11a, CD54 e CD58. Os fibrécitos também foram capazes
de induzir proliferacdo de células T dependente de células apresentadoras de
antigeno (CHESNEY et al. 1997).

Fibrécitos de camundongos combinados a antigeno e colocados em area de injuria
tecidual demonstraram migrar para linfonodos proximais e ativar células T naive
(CHESNEY et al. 1997). Embora varios tipos celulares sejam capazes de apresentar
antigenos as células T de memoéria, a sensibilizagdo de células T naive é

considerada uma funcgéao particular das células dendriticas (CHESNEY et al. 1997).
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Os fibrocitos do sangue periférico podem rapidamente penetrar nos locais de injuria
tecidual ao mesmo tempo em que as células inflamatérias. Sdo células aderentes
que tém uma morfologia fusiforme e tém a habilidade de produzir proteinas da matriz
extracelular em cultura.

Um papel importante para os fibrocitos na cicatrizagado da pele foi aventado baseado
em estudos que demonstraram a migragcdo destas células para o tecido em
cicatrizagdo. Estas células localizaram-se em &reas de deposicado de colageno.
(BUCALA 1994; CHESNEY et al. 1997). A expressao do receptor de quimiocina
CCRY nos fibrocitos e a interagdo com quimiocinas linfoides estdo envolvidas na
migragao destas células para o tecido lesado (ABE 2001). A contribuicdo precisa

destas células para a cicatrizacdo nao é conhecida.

2.3 CELULAS FUSIFORMES DERMICAS CD34 POSITIVAS

O antigeno CD34, ou antigeno de células progenitoras humanas, é uma
glicoproteina transmembrana de 105-120 kDa feita de uma cadeia codificada em um
gene localizado no cromossomo humano 1q32. Embora tenha sido originalmente
considerado que essa molécula era expressa especificamente por células-tronco da
medula 0ssea, sabe-se agora que ela também é expressa por outros tipos celulares
(ndo-hematoldgicos), nas células endoteliais capilares e em células da derme

humana (NARVAEZ et al. 1996).
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A derme humana tem uma populagdo heterogénea de células de morfologia
dendritica, incluindo os dendrécitos dérmicos, que sao fator Xllla +, e células CD34 +
(NARVAEZ et al. 1996).

O primeiro subtipo de células dendriticas dérmicas a ser identificado foram as
células dendriticas dérmicas (CDD) fator Xllla +. Anticorpo anti-fator Xllla reage com
células dendriticas na derme papilar e com algumas células fusiformes na derme
reticular (CERIO et al. 1989). Ainda ha controvérsia com relagdo as origens das
células fator Xllla+; Cerio et al. demonstraram que essas células eram células
dendriticas derivadas da medula 6ssea enquanto que Nemeth et al. sugeriram que
algumas dessas células séao fibroblastos (CERIO et al. 1989; NEMETH et al. 1989).
Em 1991, a célula dendritica CD34 + foi descrita e posteriormente denominada CDD
tipo 2. Outras CDD identificadas apds incluem as células de Langerhans transitorias,
a célula CD1a indeterminada e a célula CD36+ (GILMOUR et al. 2000).

Narvaez et al. localizaram e caracterizaram imunofenotipicamente a populagao de
células fusiformes (e ocasionalmente dendriticas) CD34 + na pele normal. Elas estéo
presentes difusamente na derme reticular, ao redor dos foliculos pilosos e das
glandulas sudoriparas écrinas e expressam antigenos comuns a todas as células
mesenquimais (vimentina e o antigeno reconhecido pelo anticorpo Te7). Ao contrario
das células de Langerhans, as células CD34+ n&o expressam CD1a e proteina
S100; ndo sio detectadas na epiderme e nao tém granulos de Birbeck. Diferente
dos dendrdcitos dérmicos, elas nao expressam fator Xllla, CD36 ou CD1a; além
disso as células CD34+ localizam-se predominantemente na derme reticular e
profunda ao invés de na derme papilar. Contrastando com as células da linhagem
monocitica-macrofagica e com as células apresentadoras de antigeno, as células

CD34+ nao expressaram CD11a/LFA-1, CD14, CD36 ou CD54/ICAM-1. Ao contrario
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dos miofibroblastos, ndo expressam actina musculo-especifica e nao exibem
miofilamentos  ultra-estruturalmente.  Finalmente, essas células dérmicas
diferenciam-se dos fibroblastos comuns porque estes ultimos ndo expressam CD34
e sao, enzimaticamente e ultra-estruturalmente, dotados de equipamento para
atividade sintética, uma caracteristica que as células CD34 + nao possuem. Eles
concluiram que as células dendriticas dérmicas CD34 + sdo células mesenquimais
que representam uma populacao distinta, devido a sua distribuicdo peculiar e ao seu
imunofendtipo uUnico, que claramente as diferencia de outras células cutaneas de
morfologia dendritica. (NARVAEZ et al. 1996).

A presenca das células dérmicas CD34 positivas na pele humana sugere que esta
célula tenha um papel na fisiologia da pele. No entanto, este papel ainda é obscuro
(NARVAEZ et al. 1996).

Células CD34+ estao presentes nos dermatofibrosarcoma protuberans (ABENOZA
et al. 1993), nos cilindromas (TELLECHEA et al. 1995), nos tricoepiteliomas
(KIRCHMAN et al. 1994), no entanto, ndo ha evidéncia de relagdo delas com a
proliferacdo tumoral.

Narvaez et al. acharam uma pequena percentagem de células CD34+ na derme
média que expressavam antigenos HLA-DR, mas os seus resultados ndo deram
suporte a hipotese que as células CD34+ poderiam ser imunologicamente ativas,
como células apresentadoras de antigeno (NARVAEZ et al. 1996).

Digno de nota é o fato de que células fusiformes CD34+ de lesbes de sarcoma de
Kaposi podem conter depdsitos de hemossiderina, sugerindo uma capacidade
fagocitica (NICKOLOFF 1991). Se essa capacidade também ¢é exibida pelas células

dendriticas dérmicas CD34+ permanece desconhecido.
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Aiba et al. relataram desaparecimento seletivo de células fusiformes CD34+ nas
lesdes de pele de Esclerodermia de 27 pacientes, sendo 16 casos de Esclerose
Sistémica e 11 casos de Morféia. Além disso, embora tenham sido identificadas
células CD34+ na pele ndo acometida clinicamente, elas foram menos frequentes
qgue na pele normal (AIBA et al. 1994). Isto foi confirmado por Skobieranda et al. que
encontraram um numero significativamente menor de células dendriticas CD34+ na
pele lesional de 26 pacientes com Morféia (SKOBIERANDA et al. 1995) e sugeriram
que a auséncia de marcagao de CD34 pode ser usada como marcador para Morféia.
Aiba et al. e Skobieranda et al. utilizaram-se de imunomarcagdes complementares
em seus trabalhos e demonstraram que entre as varias populagdes de células
dérmicas fusiformes parece haver diminui¢cdo seletiva apenas da populagcdo CD34
positiva (AIBA et al. 1994; SKOBIERANDA et al. 1995).

Camacho et al., por sua vez, relataram um aumento de células dendriticas dérmicas
CD34+ apods fototerapia com UVA-1, que se associou a melhora clinica, em
pacientes com Morféia. (CAMACHO et al. 2001)

McNiff et al. mostraram perda das células fusiformes CD34+ em seis casos de
Morféia superficial. Essa perda foi restrita a area de colageno alterado em quatro dos
seis casos (MCNIFF et al. 1999).

Gilmour et al. dividiram as bidpsias de 33 pacientes com Morféia em quatro estagios
progressivos: indeterminado, inflamatério, inflamatério e esclerético, e esclerdtico.
Houve um decréscimo progressivo do numero de células CD34+ e um aumento
paralelo das CDD Xllla+ na derme a medida que o estagio histolégico avancava.
Neste estudo foi questionado se estas células teriam um papel direto na producao

de colageno (GILMOUR et al. 2000). No entanto, Aiba et al. encontraram um numero
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menor de células fator Xllla+ nas lesdes de Esclerodermia que na pele normal (AIBA
1994).

Um aumento dos niveis de fator Xllla foi achado em varias condicdes
fibroproliferativas. Histiocitomas, papula fibrosa do nariz e fibroxantomas atipicos
contém células fator Xllla positivas enquanto cicatrizes, queldides e
dermatofibrosarcomas nao tém (CERIO et al. 1989) .

Um trabalho com pacientes com fibrose peritoneal induzida por dialise mostrou que a
perda da expressao de CD34 correlacionou-se com o grau de fibrose peritoneal
(JIMENEZ-HEFFERNAN et al. 2004).

Ainda nao existe um consenso sobre a fungdo ou origem destas células CD34+
embora muitas especulagbes tenham sido feitas. Até o momento as seguintes
hipéteses foram aventadas:

o Esta populacdo poderia representar uma populacdo de células tronco que
gera as CDD Xllla+ (ALTMAN et al. 1993; NICKOLOFF 1991; SUEKI et al.
1993).

Narvaez et al. discordam desta hipdtese, pois no seu estudo nao detectaram células
co-expressando fator Xllla e CD34, nem observaram formas intermediarias entre
estas duas células. Os autores argumentam ainda que fala contra a origem comum
destas duas células o imunofendtipo de alguns tumores dérmicos de células
fusiformes:  dermatofiboromas sdao  Xllla  positivos/CD34  negativos e
dermatofibrosarcomas protuberans sao Xllla negativos/CD34 positivos (NARVAEZ et
al. 1996).

e As células CD34+ poderiam ser alvos dos auto-anticorpos da Esclerodermia

(AIBA et al. 1994).
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Fala contra esta hipdtese o fato destas células também estarem diminuidas nos

pacientes com Morféia, que raramente tem auto-anticorpos positivos.

As células CD34+ poderiam ter um papel regulador na fibrose cutanea e na
sintese de colageno e sua perda poderia resultar, entdo, numa perda do
controle da colagenogénese na derme (AIBA et al. 1994; SKOBIERANDA et
al. 1995).

As células CD34+ podem representar um conjunto de células-tronco
mesenquimais ndo-comprometidas. Com um estimulo particular, elas talvez
possam se diferenciar em tipos celulares dérmicos mais diferenciados (como
fibroblastos, células apresentadoras de antigenos ou dendrécitos dérmicos

fator Xllla+) (NARVAEZ et al. 1996).
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3 OBJETIVOS

e Localizar e quantificar as células CD34 positivas na pele de pacientes com
Esclerose Sistémica, e compara-la com a pele de individuos saudaveis.

e Correlacionar o tempo de evolugdo da doenca com a presenca de células
CD34 positivas.

¢ Correlacionar o grau de fibrose com a presencga de células CD34 positivas.
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4 METODOLOGIA

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Diagnostico clinico de Esclerose Sistémica segundo os critérios propostos
pelo Colégio Americano de Reumatologia (MASI et al. 1980) e/ou diagndstico
histologico

e Maiores de 18 anos

4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Menores de 18 anos
e Mulheres gravidas

e Pessoas alérgicas a anestésicos locais

4.3 SELECAO DO MATERIAL E PREPARACAO

Fragmentos de bidpsia de 26 pacientes com Esclerose Sistémica foram analisados.
Destes pacientes, 18 foram biopsiados para projeto de pesquisa anteriormente
realizado no Servico de Histologia e Embriologia do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (SALGADO 2000) e 8 foram selecionados no ambulatério de dermatologia

do Hospital Clementino Fraga Filho. Segundo orientagdo do Comité de Etica do
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Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, foi obtida autorizagdo do chefe do
Servigo de Histologia e Embriologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto para
utilizagcao dos fragmentos de arquivo neste trabalho. Os fragmentos de pele sa foram
obtidos de voluntarios sem doenga cutédnea e de pele excedente de cirurgias para
doengas nao-dermatoldgicas, provenientes de clinica privada. Todos os pacientes
biopsiados assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

As novas biopsias foram realizadas seguindo a mesma metodologia empregada na
realizagao das biopsias de arquivo. Foi retirado material da pele, sob anestesia local
com lidocaina a 2% sem vasoconstritor, utilizando-se punchs de 4 mm. O material
fixado em formol a 10% foi enviado para o Servico de Histologia e Embriologia do
Hospital Universitario Pedro Ernesto, onde foi incluido em parafina para realizacao

de imunoistoquimica.

4.4 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Calculo do tamanho da amostra

Em virtude de termos poucos trabalhos com a mesma tematica publicados, e
de alguns dados essenciais nao estarem disponiveis na maioria destas
publicagdes, nao foi possivel definir por calculos estatisticos precisos o
tamanho da amostra. Como esperavamos que a diferenca entre 0 numero de
células CD34+ na pele normal e na pele esclerodérmica fosse ampla, como foi
visto nos estudos precedentes, definimos em 20 o numero minimo de pacientes
e em 10 o numero minimo de controles. Estes numeros sdo da mesma ordem

de grandeza que os dos outros trabalhos publicados, onde demonstraram ser
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suficientes para atingir significancia estatistica (AIBA et al. 1994, CAMACHO et

al. 2001, GILMOUR et al. 2000, SKOBIERANDA et al. 1995).

Pacientes

Foram analisadas biopsias de 26 pacientes, 24 mulheres e 2 homens. Doze
pacientes eram brancos e 14 eram nao-brancos. A idade média foi de 41,15 anos. O
tempo médio da evolucdo da doenca foi de 38,19 meses. 19 individuos
apresentavam a forma difusa da doenca, 4 apresentavam a forma limitada e 3
tinham Esclerose Sistémica com superposicdo de outras doencas do tecido
conjuntivo (1 com ES + artrite reumatdide juvenil, 1 com ES + artrite reumatdide e 1
com ES + dermatomiosite). Todas as bidpsias foram obtidas do antebrago, local
citado por Rodnan et al. (1979) como preferencial para realizagdo de bidpsias
cutaneas em pacientes com ES (apud SALGADO 2000).

Controles

Foram analisadas bidopsias de 10 individuos saudaveis, 6 homens e 4 mulheres.
Oito individuos eram brancos e 2 eram n&o-brancos. A idade média foi de 35,3 anos.
Quatro bidpsias foram obtidas do bracgo, duas do antebraco, duas do abdome e duas
do prepucio. A obtencao da amostra de locais diversos aconteceu devido ao fato de

que amostras de pele foram obtidas de pele excedente de cirurgias.
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Tabela 1 - Descricdo de cada paciente quanto ao sexo, cor, idade, tempo de evolugao da

doenga, grau de fibrose e forma clinica

Sexo Cor Idade Tempo de doenca Grau de Forma
(anos) (meses) fibrose” clinica

1 F B 34 48 Fl CREST
2 F B 23 22 FL SP:ARJ
3 F B 19 8 FL D

4 F NB 32 18 Fl D

5 F NB 42 23 Fl D

6 F B 61 22 Fl D

7 F NB 32 24 FL D

8 F B 32 36 Fl SP:AR
9 F B 68 24 Fl D

10 M NB 45 12 Fl D

11 F NB 44 20 Fl D

12 F NB 32 36 Fl D

13 F NB 39 07 FL D

14 F NB 46 60 FL CREST
15 F B 50 60 FL CREST
16 F B 39 12 FL SP:DM
17 F B 27 36 FL D

18 F B 20 20 Fl D

19 F NB 43 48 NA D
20 M NB 45 42 NA CREST
21 F NB 63 5 NA D
22 F B 68 72 NA D
23 F NB 48 48 NA D
24 F NB 42 02 NA D
25 F NB 39 12 NA D
26 F B 37 276 NA D

F= feminino M= masculino B= branca NB= n&o branca Fl=fibrose intensa FL= fibrose leve NA= néo
avaliado D= difusa SP= superposi¢do AR= artrite reumatdide ARJ= artrite reumatéide juvenil DM=

dermatomiosite

* O grau de fibrose foi avaliado por Salgado (SALGADO 2000) em trabalho anterior usando a

metodologia descrita adiante na seg¢éo “Quantificagédo e avaliagéo dos cortes corados”.



Tabela 2 - Descricdo de cada controle quanto ao sexo, cor, idade e local da bidpsia

Sexo Cor Idade Local
1 F B 33 braco
2 M B 65 braco
3 M NB 27 antebraco
4 F B 58 antebraco
5 F B 31 braco
6 M B 27 abdome
7 F NB 21 braco
8 M B 26 prepucio
9 M B 47 abdome
10 M B 18 prepucio

F= feminino M= masculino B= branca NB= n&o branca

47
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4.5 IMUNOISTOQUIMICA

Os materiais fixados em formol a 10% e incluidos em parafina foram cortados (5 um)
e montados em laminas de vidro. Os cortes foram desparafinados em xilol e re-
hidratados em banhos crescentes de alcool. Apés cinco minutos de imersdo em
tampao fosfato tamponado (PBS) a 37°C, foi feita a recuperagédo antigénica, com
imersao em tripsina 0,1% (Difco Laboratories; Detroit, MI) em estufa a 37° Celsius
por 30 minutos. Apds lavagem com PBS, a atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada através da incubacdo em peroxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos.
Em seguida, foram feitas lavagens em agua corrente e em PBS. O anticorpo
primario foi aplicado aos cortes e incubado por uma noite a uma temperatura de 4°C.
Para a deteccdo de células positivas para CD34 foi utilizado o anticorpo anti-CD34
pré-diluido pelo laboratério que o fornece (Novocastra). Em seguida foram feitas
duas lavagens com PBS para eliminar o anticorpo primario e foi feita a revelagéo
com o sistema EnVision (DAKO) por uma hora. Duas novas lavagens com PBS
foram realizadas e ent&o foi aplicada a diaminobenzidina (DAB) como cromoégeno
por um minuto. Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e os nucleos foram
corados com hematoxilina de Delafield por um minuto. Apds nova lavagem foram
desidratados em banhos decrescentes de alcool e clarificados em xilol. Controles
negativos foram realizados substituindo o anticorpo primario por soro ndo imune, e
nenhuma marcagao foi observada. A expressdao normal de CD34 pelas células

endoteliais serviu como controle positivo (controle positivo interno).
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4.6 QUANTIFICACAO E AVALIACAO DOS CORTES CORADOS

O numero de células CD34 positivas foi contado com aumento de 40 vezes usando
uma moldura bidimensional com area-teste de 3.636 um? (sistema-teste M42) (figura
8) e os dados foram expressos em células CD34 positivas/mm?.

Para a contagem, um sistema video-microscopio (microscépio Axiophot ZEISS,
video-camera JVC, e monitor Sony Trinitron) foi usado. O sistema-teste foi
posicionado sobre a tela do monitor e calibrado com um micrémetro.

Os dados sao expressos em média * erro padrao.

A marcacéo foi analisada em cinco campos aleatérios na derme superficial e cinco
campos na derme profunda por dois observadores independentes.

As imagens foram capturadas em um microscépio Olympus BX51 acoplado a uma
camera Olympus DP 70, em campo claro.

Os dados relativos ao grau de fibrose encontrado nas biopsias foram obtidos de
trabalho anterior (SALGADO 2000). Este trabalho avaliou a fibrose de acordo com a
organizacao das fibras colagenas e a coloragdo sob polarizagao, utilizando-se a
coloragdo pelo Picrosirius, segundo meétodo descrito por Yamamoto et al.
(YAMAMOTO et al. 1995). Foram atribuidos graus de 0 a 2 (0= normal, 1=
moderado, 2=intensa) para a derme papilar e reticular separadamente. Se a soma
das notas da derme papilar fosse igual a 1 ou 2 a bidpsia era classificada como
fibrose leve, se a soma fosse igual a 3 ou 4 a bidpsia era classificada como fibrose

intensa.



50

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi usado o software Graph Pad Instat versdo 3.01 (GraphPad Software Inc.; CA,
USA), e valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Teste de Wilcoxon (teste pareado ndo paramétrico) foi realizado para verificar a
variabilidade das medidas entre os observadores. Nao houve diferenga significativa
entre as medidas. Teste de Mann-Whitney (teste ndo pareado n&o paramétrico) foi

usado para comparar os grupos de pele normal e Esclerose Sistémica.
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5 RESULTADOS

As células dérmicas CD34 positivas estdo diminuidas nos pacientes com ES,
quando comparados ao grupo controle , tanto na derme papilar (83 céls/mm?t 9,2 x
622 céls/mm?+ 59; p< 0,0001) (grafico 1) quanto na derme reticular (98 céls/mm?+
14 x 771 céls/mm?t 49; p< 0,0001) (grafico 2). Essas células localizaram-se
predominantemente na derme reticular em ambos os grupos e também foram vistas

ao redor dos foliculos e das glandulas sudoriparas écrinas.
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Grafico 1. Numero de células CD34+/mm? na derme papilar da pele normal e da pele dos

pacientes com Esclerose Sistémica.
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Grafico 2. Numero de células CD34+/mm? na derme reticular da pele normal e da pele dos

pacientes com Esclerose Sistémica.

Houve diferenga estatisticamente significativa entre aqueles com 12 meses ou
menos de doenga e aqueles entre 13 e 24 meses (124 céls/mm?t 18 x 75 céls/mm?+
16; p<0,05), no entanto, ndo houve diferenga entre o grupo com 12 meses ou menos
e aqueles com mais de 24 meses (124 céls/mm?+ 18 x 91 céls/mm?+ 12; p> 0.05) e
entre o grupo entre 13 e 24 meses e aquele com mais de 24 meses (75 céls/mm?+

16 x 91 céls/mm?+ 12; p>0,05).
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Grafico 3. Numero de células CD34+ na pele de pacientes com Esclerose Sistémica (derme

papilar + reticular) de acordo com o tempo de evolugao da doencga.
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Nos trés grupos a contagem de células foi significativamente menor (P<0,0001) que

na pele normal.
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Grafico 4. Numero de células CD34+ na pele normal e na pele de pacientes com Esclerose

Sistémica (derme papilar + reticular) de acordo com o tempo de evolugao da doenca.

Nos 18 casos em que a fibrose pdde ser classificada, aqueles que apresentavam
fibrose intensa tiveram menos células positivas (70 céls/mm?t 9) que aqueles com

fibrose leve (103 céls/mm?+ 19), mas isto nao foi estatisticamente significativo.
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Grafico 5. Numero de células CD34+ na pele de pacientes com Esclerose Sistémica (derme

papilar + reticular) de acordo com o grau de fibrose observado.
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Grafico 6. Numero de células CD34+ na pele normal e na pele de pacientes com Esclerose

Sistémica (derme papilar + reticular) de acordo com o grau de fibrose observado.
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ILUSTRACOES
. S— l : a k 'v ! ‘2
| 3 | ; 4
| c :

Figura 1 - Pele sa. Numerosas células CD34 + na derme.

Figura 2 - Pele com Esclerodermia. Auséncia quase completa de células CD34+.

Figura 3 - Pele sa. Numerosas células CD34 + na derme.

Figura 4 - Pele com Esclerodermia. Auséncia quase completa de células CD34+. Vasos
marcados.

Figura 5 - Controle negativo.

Barra negra corresponde a 40um nas figuras 1 e 2 e a 20um nas figuras 3-5.
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Figura 6 - Células CD34+ ao redor das glandulas sudoriparas.
Figura 7 - Células CD34 + ao redor do foliculo piloso.

Figura 8 — Sistema-teste M42.

Barra negra corresponde a 20um nas figuras 6-8.
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6 DISCUSSAO

Este estudo mostrou que ha diminuicdo das células CD34 positivas na pele de
pacientes com Esclerose Sistémica. As células CD34 positivas localizaram-se
predominantemente na derme reticular e perianexial como descrito por outros
autores (NARVAEZ et al. 1996). A reducgao destas células ocorreu precocemente na
evolugdo da doencga, ja4 sendo notada nos pacientes com 1 ano ou menos de
evolugado. Nao houve correlagao estatisticamente significativa entre o grau de fibrose
e 0 numero de células CD34 positivas. Isto parece sugerir que a diminuigdo das
células CD34 positivas precede o aparecimento da fibrose e que nao é a fibrose a
responsavel pela diminuicdo da celularidade. A diminuicdo das células CD34
positivas na pele com Esclerodermia também foi relatada por outros autores (AIBA et
al. 1994; SKOBIERANDA et al. 1995; GILMOUR et al. 2000). Aiba et al. relataram o
desaparecimento das células CD34 positivas em 27 pacientes com Esclerodermia
(16 com ES E 11 com Morféia) (AIBA et al. 1994). Skobieranda et al., por sua vez,
demonstraram diminuicdo destas células em 26 pacientes com Morféia
(SKOBIERANDA et al. 1995). A correlacdo entre o numero de células CD34
positivas e o estagio histolégico foi relatada em um trabalho com 33 casos de
Morféia (GILMOUR et al. 2000). Neste estudo, os autores relataram diminuigdo
progressiva das células CD34 positivas com o avango do grau histologico da
doencga. No entanto, Aiba et al. ndo encontraram diferenga entre o estagio inicial
inflamatorio e o estagio fibrético mais avangado, nos 16 casos de ES analisados por

eles (AIBA et al. 1994). No nosso estudo percebemos uma tendéncia a diminuicdo
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mais acentuada das células CD34 positivas no grupo com fibrose mais avancada, no
entanto a diferenga entre os grupos nao atingiu significancia estatistica.

A origem e a funcao destas células dérmicas CD34 positivas ainda sdo nebulosas.
Em 1991, Nickoloff sugeriu que células progenitoras hematopoéticas poderiam estar
presentes na circulacdo sanguinea em pequeno numero e poderiam migrar para a
pele, originando entdo a populagdo de células dendriticas dérmicas CD34+
(NICKOLOFF 1991). Na dermopatia fibrosante nefrogénica, uma doencga esclerdtica
da pele, Esclerodermia-simile, a marcagao imunoistoquimica do material de bidpsia
revela que células fusiformes com marcacdo dupla positiva para CD34 e pro-
colageno constituem o componente dominante das lesdes. Observagdes iniciais
sugeriram que estas células da dermopatia fibrosante nefrogénica sao fibrocitos
circulantes que se realocaram na derme (COWPER 2003). Parece-nos razoavel
indagar se estas células dérmicas CD34 positivas nao seriam fibrécitos provenientes
da circulagao periférica que teriam se deslocado para a derme. Da suporte a nossa
hipétese o fato do imunofendtipo atribuido a ambos os tipos celulares ser muito

semelhante (vide tabela).
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Tabela 3 - Imunofendtipo dos fibrécitos e das células dérmicas CD34 positivas

Fibrocitos Células dérmicas
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+ |+
o

Vimentina  +*
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1= BUCALA et al. 1994 2= CHESNEY et al. 1997 3= PILLING et al. 2003 4= HARTLAPP et al . 2001
5= NARVAEZ et al. 1996

A habilidade dos fibrocitos de recrutar e ativar células T e secretar colageno tipo-I
sugere que essas células podem ter um papel critico em algumas doencgas do tecido
conjuntivo. Uma resposta de ativagao persistente de fibrocitos/ células T poderia
levar a uma fibrose patologica (CHESNEY et al. 1997).

Chesney et al. sugerem que os fibrocitos podem contribuir para a fibrose excessiva

associada com varias doencgas auto-imunes que envolvem ativagao persistente de
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células T, como a Esclerodermia e a doenca enxerto versus hospedeiro (Chesney et
al. 1997).

Estudos realizados com figados de camundongos com esquistossomose (doenga
parasitaria caracterizada por reacao fibrética, mediada por células T, contra ovos
retidos na circulagdo hepatica e pulmonar) mostraram que numerosos fibrécitos
localizam-se nas areas de deposi¢ao de tecido conjuntivo (CHESNEY et al. 1998).
Abe et al. demonstraram que o TGF-B#1 aumenta a proliferagdo, a produgao de
colageno e a expressao de a-SMA pelos fibrécitos cultivados e sugerem que estes
achados implicam os fibrécitos nos processos fibréticos dependentes de TGF- in
vivo (ABE et al 2001). Este é o caso da Esclerodermia.

Esses dados parecem sugerir que os fibrocitos contribuem para a fibrose patoldgica.
No entanto, se os fibrocitos originam a populagdo de células dérmicas CD34
positivas e contribuem para a fibrose excessiva, o que explicaria a diminuicdo desta
populacdo na pele de pacientes com Esclerodermia?

Acreditamos que o desaparecimento ou diminuicdo das células CD34 positivas na
pele com Esclerodermia possa ser explicado pela perda de marcagao para CD34 ao
haver diferenciacao destes fibrécitos em miofibroblastos, a exemplo do que ocorre
no modelo animal de cicatrizagdo de feridas proposto por Mori et al. (2005) e no
modelo animal de remodelamento das vias aéreas proposto por Schmidt et al.
(2003). Mori et al. comentam em seu trabalho que a identificagao dos fibrocitos como
células que co-expressam colageno | e CD34 ou colageno | e CD45 pode subestimar
enormemente seu numero nos sitios de injuria tecidual. Os experimentos in vitro
descritos por eles mostram que 26.8% dos fibrocitos circulantes tornaram-se CD13-
/CD45-/CD34-, ao mesmo tempo em que adquiriram um fendtipo miofibroblastico,

quando estimulados com TGF-[31 por 7 dias em cultura (MORI et al. 2005).
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Schmidt et al. injetaram fibrécitos marcados na circulagcdo periférica de
camundongos num modelo animal de asma. A maioria desses fibrécitos expressava
CD34 e colageno | e apenas alguns expressavam a-SMA. Apdos 24 horas a analise
do tecido das vias aéreas dos camundongos expostos ao alérgeno revelou
numerosas células marcadas enquanto poucas estavam presentes nos controles,
demonstrando a migracao dos fibrécitos circulantes para a area de injuria tecidual.
No grupo exposto, a maioria dos fibrécitos marcados se localizou na area
subepitelial, justamente onde se detecta a deposi¢cdo de colageno |. A cultura de
fibrocitos com as citocinas pro-inflamatorias TGF-3 e ET-1 aumentou a taxa de
proliferacdo dos fibrécitos de forma tempo e dose-dependente. Além disso, o TGF-
31 acelerou e aumentou a liberagcado de colageno Il e fibronectina, também de forma
tempo-dependente e dose-dependente. A cultura ainda levou os fibrocitos a se
diferenciarem em miofibroblastos. O aumento da expressao de a-SMA na cultura foi
associado com reducéao paralela na expressao de CD34 (SCHMIDT et al. 2003).

Em outro estudo foi demonstrado que os fibrécitos da pele de camundongos em
processo de cicatrizagao diferenciam-se em miofibroblastos, adquirindo marcacéao
para a-SMA e perdendo a marcacao para CD45 e CD34. O aumento da marcacao
para a-SMA foi precedido e associado com aumento nas concentragoes tissulares
de TGF-R1, uma citocina que desempenha papel fundamental na cicatrizacdo de
feridas (WERNER et al. 2003) e promove diferenciagado miofibroblastica (WERNER
et al. 2003; GABBIANI 2003).

Sugerimos que as células dérmicas CD34+ podem entdo estar com seu numero
subestimado por serem fibrocitos que ja completaram sua diferenciagédo. O estimulo

para a diferenciacdo destes fibrocitos deve ser o TGF-R, fator de crescimento com
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niveis aumentados na Esclerodermia e que estimula a diferenciacdo dos fibrécitos

em miofibroblastos.
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7 CONCLUSOES

. As células CD34 positivas localizam-se predominantemente na derme
reticular tanto nos pacientes como nos controles.

. As células CD34 positivas estdao diminuidas na pele de pacientes com
Esclerose Sistémica.

. A diminuicdo das células CD34 positivas ocorre precocemente, podendo ser
notada em pacientes com 1 ano ou menos de evolucido da doenca.

. O numero de células CD34 positivas € menor nos pacientes com fibrose
intensa que naqueles com fibrose leve, no entanto essa diferenca nao é

estatisticamente significativa.
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ANEXO 1

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TITULO DO ESTUDO:

QUANTIFICAGAO DAS CELULAS CD34 POSITIVAS NA PELE DE PACIENTES COM
ESCLEROSE SISTEMICA

OBJETIVOS

O objetivo desde estudo é estudar a pele de pacientes com Esclerodermia, uma doenca de causa
ainda desconhecida, comparando-a com a pele de pacientes com pele normal. Acreditamos que com
o estudo da pele com Esclerodermia poderemos entender melhor os mecanismos que produzem esta
doenca e assim desenvolver, num futuro breve, tratamentos mais eficazes e com menos efeitos
colaterais.

PROCEDIMENTOS

Os pacientes portadores de Esclerodermia serdo atendidos pelos médicos do Ambulatério de
Dermatologia, que irdo lhe informar sobre a biépsia de pele. A biépsia é a retirada de pequeno
fragmento da pele. A biopsia € um método de exame simples para podermos confirmar o seu
diagnéstico e estudar as alteragbes presentes na sua pele.

A biopsia é realizada com os seguintes passos: 1. Limpeza com alcool; 2. Injecdo superficial na pele
com anestesia 1 ml (proporcional a 20 gotas); 3. Retirada de 2 pequenos pedacos da pele de 4mm; 4.
sutura com fio de nylon (pontos) e 5. Curativo com esparadrapo. Os pontos s&o retirados em 7-10
dias. E no local pode ficar uma cicatriz, geralmente menor que o tamanho da biopsia

Para os doadores de pele normal sera realizado o mesmo procedimento.

Para os doadores de pele normal obtida de cirurgia ndo sera retirada pele especificamente para
utilizagdo no estudo. O seu cirurgido so retirara a pele que for necessaria para melhor resultado
estético e doara um pequeno fragmento de aproximadamente 4mm para o estudo.

DESCONFORTOS E RISCOS

Da bidpsia:

1.Uso de esparadrapo no local

2. Pequena cicatriz

Da doacao da pele obtida de cirurgia:

Serdo somente os da cirurgia, sem riscos ou desconfortos adicionais.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Vocé estara ajudando os pesquisadores a compreender melhor uma doenga, o que pode resultar, no
futuro, no desenvolvimento de novos remédios para o tratamento de pessoas com esta doenca.
ORIENTACOES GERAIS

Vocé nao é obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar participar dele e até mesmo deixa-

lo a qualquer momento, sem ter que fornecer as razdes para tanto. Sua decisdo ndo afetara seu
direito a assisténcia médica.
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Embora sua participagdo neste estudo seja voluntaria, vocé devera seguir as instrugbes de seu
meédico enquanto estiver participando dele.

O pesquisador dermatologista estara a sua disposi¢cao para esclarecer qualquer duvida que possa
surgir durante o periodo de estudo. Vocé pode se comunicar com seu médico assistente, Dra. Ana
Paula de Sa Earp, pelos telefones 25125009 ou 96087854; ou com a Dra. Sueli Carneiro pelo
telefone 25622580 para qualquer esclarecimento.

As informagdes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerao confidenciais.

Se vocé decidir participar, sera necessario um consentimento por escrito.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Li o documento de consentimento livre e esclarecido para este estudo. Recebi as informacdes
necessarias sobre a natureza, proposta e riscos do procedimento e o que sera esperado de mim.
Minhas duvidas foram devidamente esclarecidas.

Concordo em participar deste estudo. Concordo em cooperar totalmente com o médico e irei
contacta-lo imediatamente se apresentar qualquer sintoma inesperado ou incomum. Antes e durante
o periodo do estudo, notificarei ao médico sobre qualquer outro tratamento que esteja recebendo ou a
que tenha sido submetido.

Informei ao médico sobre todas as doengas e medicamentos anteriores ou atuais e sobre qualquer
consulta com outro médico nos ultimos trés meses.

Estou ciente de que, para minha prépria seguranga, deverei cooperar totalmente com os pedidos e
orientagdes do meu médico.

A minha participagao neste estudo € voluntaria, podendo recusar em participar ou retirar-me do
estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda dos beneficios aos quais tenha direito.
Concordo que os resultados do estudo podem ser comunicados a comunidade cientifica e publicados
em revistas médicas, mantendo em sigilo 0 meu nome e o0 meu endereco.

Autorizo comités de ética, autoridades reguladoras locais ou estrangeiras, a examinarem, se assim o
desejarem, estes registros médicos para confirmacgao das informagdes coletadas.

Nome do paciente

Assinatura data

Médico

Eu confirmo haver pessoalmente explicado, para o individuo acima identificado, a natureza, o
propdsito e os riscos do procedimento.

Assinatura Data




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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