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RESUMO

Parra ERC. Pneumonias intersticiais idiopaticas: da patogénese e do
remodelamento aos determinantes anatomo-clinico-radiolégicos de
prognéstico e sobrevida com énfase ao componente vascular [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2006.

As pneumonias intersticiais idiopaticas (lIPs) sdo parte de um grupo de
doencas difusas do parénquima pulmonar. Entre estas, a fibrose pulmonar
idiopética (IPF), a pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) e a pneumonia
intersticial aguda (AIP) ocupam, por sua morbidade, um lugar de destaque
entre as IPs. Os fatores desencadeantes do desenvolvimento das IIPs o
ainda desconhecidos. Nos dltimos anos, o remodelamento vascular
observado nestas doencas tem chamado a atencdo pela sua provavel
participagdo no processo de fibrose. Talvez este remodelamento possa
justificar a evolucao rapidamente progressiva para o 6bito de alguns pacientes
com IIPs. Este estudo iniciou-se com a abordagem retrospectiva dos casos do
HC-FMUSP de doencas intersticiais pulmonares difusas, com bidpsias
pulmonares a céu aberto efetuadas de janeiro de 1979 a dezembro de 2004.
ApOs reclassificacéo clinica e histologica, foram incluidos no estudo 25 casos
de AIP, 22 casos de NSIP e 62 casos de IPF. Remodelamento vascular,
alteracdes da matriz extracelular, tanto vascular como intersticial, assim como
atividade epitelial e densidade do infiltrado inflamatério intersticial foram
avaliados. Analises semiquantitativas e quantitativas foram usadas para
determinar o grau de oclusdo vascular de artérias pré e intra-acinares. Area
interna, perimetro interno, espessura da parede e quantidade de fibras de
colageno e elasticas foram analisados nesses vasos. Densidade e atividade
vascular da microcirculacdo foram avaliados mediante a quantificacdo da
marcacao imuno-histoquimica para CD-34, VCAM-1 e E-selectina. Atividade
epitelial foi determinada mediante imunomarcacao e quantificacdo de ICAM-1.
Imunomarcacédo por CD-68, elastase de neutroéfilos, CD-20, CD-4, CD-8 e CD-
3, assim como quantificacdo de células plasmocitérias, foram utilizadas para o
mapeamento e quantificagdo do infiltrado inflamatério intersticial. Analise
guantitativa e reconstrucédo tridimensional foram utilizadas para o estudo dos
colagenos | 1l e V na IPF. A andlise estatistica multivariada mostrou a
existéncia de associacdo diretamente proporcional entre oclusdo vascular e
grau de atividade fibrética do parénquina nos casos de IPF. Houve oclusdo
vascular acompanhada de fibroelastose proporcional e diminuicdo importante
da densidade de microvasos maiores no grupo de IPF que nos grupos de
NSIP e AIP. A atividade endotelial e epitelial foram diretamente proporcionais
ao grau de remodelamento fibroso do parénquina nas IIPs. O infiltrado
inflamatdrio intersticial foi maior no grupo AIP, seguido pela IPF e NSIP. A
quantidade de colageno do tipo V foi diretamente proporcional a atividade
fibrética parenquinatosa. A reconstrucdo tridimensional evidenciou
desorganizacdo espacial e aumento da espessura das fibras de colageno V.
Houve associagao direta entre provas de fungcdo pulmonar, remodelamento
vascular e infiltrado inflamatério intersticial na IPF. Neste grupo, observouse



correlacdo importante entre sobrevidada e subpopulacao de linfécitos CD-3
do infiltrado inflamatorio intersticial. Podemos concluir que existe um
remodelamento vascular ativo e fibroelastotico diretamente proporcional ao
grau de atividade fibrética parenquimatosa no grupo das IPF, o de maior
comprometimento fibrético. Este remodelamento vascular foi caracterizado
por diferentes graus de oclusdo vascular, de densidade e de atividade
microvascular. Estes fatos motivaram considerarmos a IPF protétipo da
alteracdo vascular entre as IIPs. O infiltrado inflamatério e o aumento da
atividade endotelial e epitelial nos mostram uma participacdo ainda ndo bem
esclarecida do componente inflamatério no desenvolvimento da fibrose. As
mudancas espaciais do colageno V apontam para uma possivel participacédo
deste componente na patogénese da fibrose pulmonar.

Descritores: 1. DOENCAS PULMONARES INTERSTICIAIS 2. FIBROSE
PULMONAR 3. VASOS SANGUINEOS/lesdes 4. MATRIZ EXTRACELULAR
5. INFLAMACAO 6. COLAGENO TIPO V 7. IMUNOHISTOQUIMICA 8.
PROGNOSTICO 9. SOBREVIVENCIA



SUMMARY

Para ERC. Idiopathic interstitial pneumonias: pathogenesis and remodeling for
determinants anathomic-clinical-radiologic of prognosthic and survival
enfaticed of varcular component [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2006.

The idiopathic interstitial pneumonias (lIPs) are part of a group of diffuse
interstitial lung diseases. Between these, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF),
non-specific interstitial pneumonia (NSIP) and acute interstitial pneumonia
(AIP) occupies, for its morbidet, a place of prominence between the IIPs. The
desencadeantes factors of the development of the IIPs are still unknown. In
the last years, the observed vascular remodelling in these diseases has called
the attention for its probable participation in the fibrosis process. Perhaps this
remodelling can justify the quickly gradual evolution for the death of some
patients with [IPs. This study retrospect of the cases of the HC-FMUSP of
diffuse interstitial lung diseases was initiated with the boarding, with effected
open lung biopsis of January 1979 to December 2004. After clinical and
histological reclassification, 25 cases of AIP, 22 cases of NSIP and 62 cases
of IPF had been enclosed in the study. Vascular remodelling, alterations of the
extracellular matrix, vascular as in such a way interstitial, as well as epithelial
activity and density of the interstitial inflammatory infiltrated one had been
evaluated. Semiquantitative and quartitative analyses had been used to
determine the degree of vascular occlusion of arteries daily pay and intra-
acinares. Internal area, internal perimeter, thickness of the wall and amount of
collagen staple fibres and elastic had been analyzed in these vases. Density
and vascular activity of the microcirculation had been evaluated by means of
the quantification of the imunochemystri marking for CD-34, VCAM-1 and E-
selectina. Epithelial activity was determined by means of imunomarcation and
guantification of ICAM-1. Imunomarcation for CD-68, elastase of neuttophiles,
CD-20, CD-4, CD-8 and CD-3, as well as quantification of plasmicitic cells,
had been used for the mapping and quantification of the interstitial
inflammatory infiltrated one. Quantitative analysis and three-dimensional
reconstruction had been used for the study of collagens | lll and V in the IPF.
The analysis multivaried statistics showed to the existence of directly
proportional association between vascular occlusion and degree of fibrotic
activity of the parenchymal in the IPF cases. It had proportional vascular
occlusion folloied of fibroelastotic and important reduction of the density of
bigger microvases in the group of IPF that in the groups of NSIP and AIP. The
endotelial and epithelial activity had been directly proportional to the degree of
fiboroso remodelamento of the parenchymal in the IIPs. The interstitial
inflammatory infiltrated one was bigger in group AIP, followed for IPF and
NSIP. The amount of colagen of type V was directly proportional to the
parenquinatosa fibrética activity. The three-dimensional reconstruction
evidenced space disorganization and increase of the thickness of staple fibres
of collagen type V. Had direct association between tests of pulmonary
function, interstitial inflammatory vascular and infiltrated remodelamento in the
IPF. In this group, one observed survaival important correlation between and



limphocites CD3+ of the interstitial inflammatory infiltrated one. We can
conclude that an active and fibroelastptic vascular remodelling to the degree of
parenchymal fibrotic activity in the group of IPF exists directly proportional, of
bigger comprometiment fibrotic. This vascular remodelling was characterized
by different degrees of vascular occlusion, density and microvascular activity.
These facts had motivated to consider the IPF archetype of the vascular
alteration between the IIPs. Infiltrated inflammatory and the increase of the
endotelial and epithelial activity in still shows not a well clarified participation to
them of the inflammatory component in the development of fibrose. The space
changes of collagen type V point with respect to a possible participation of this
component in patogesis of pulmonary fibrosis.

Descriptors: 1. INTERSTITIAL LUNG DISEASE 2. PULMONARY FIBROSIS
3. VASCULAR VASSELS/letions 4. EXTRACELLULAR MATRIX 5.
INFLAMMATION 6. TYPE V COLLAGEN 7. IMUNOCHEMYSTRE 8.
PROGNOSTHIC 14. SURVIVAL
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1. INTRODUCAO

Dentre as pneumonias intersticiais idiopaticas (IIPs) ou de etiologia
desconhecida, a fibrose pulmonar idiopética (IPF), a pneumonia intersticial
aguda (AIP) e a pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) constituem um
grave problema de saude, ocupando, por sua morbidade, lugar de destaque
entre as doengas cronico-degenerativas. Os fatores desencadeantes do
desenvolvimento das IIPs sdo desconhecidos, podendo estar em jogo
componentes imunoldgicos, genéticos e/ou virais. Provavelmente, a doenca
surge em individuos susceptiveis apds contato com determinado estimulo.
Este estimulo inicial leva a uma cascata de eventos, que envolvem controles
inflamatorios, imunoldgicos e fibrético - pulmonares.

Apesar de apresentarem caracteristicas semelhantes, as varias IIPs
tém aspectos individuais, fazendo com que cada uma delas seja estudada
separadamente. Por outro lado, a gravidade das doencas envolvidas e a
evolucdo clinica comumente insatisfatoria da maioria delas tém
desencadeado pesquisas quanto a patogénese das IIPs. Estudos
histologicos, ultra-estruturais, funcionais e do lavado broncoalveolar ha
décadas sdo realizados em pacientes acometidos e em modelos

experimentais objetivando melhor conhecimento dos mecanismos evolutivos,
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aprimoramento dos métodos diagnosticos e estabelecimento de novas
terapéuticas. Se por um lado, essas técnicas tém permitido conhecer melhor
0 comportamento de tais doencas, por outro, tém levantado novas questdes,
muitas das quais sem resposta até o momento. Para os patologistas, isto
tem refletido na formulacdo de multiplas e complicadas classificacGes, que
dependem da técnica empregada para examinar o tecido. Para os clinicos
esta explosdo de conhecimentos tem aberto novos caminhos para o
desenvolvimento de protocolos de tratamento. Protocolos esses que
dependem diretamente da caracterizacdo histolégica do processo
inflamatorio e fibrético. Dai verifica-se a importancia de um sistema de

classificacdo no reconhecimento dos varios padrdes histoldgicos.

1.1. CARACTERISTICAS MORFO-FUNCIONAIS DO PULMAO

Os pulmdes constituem um elemento de extraordinaria interacéo
entre 0s meios externo e interno do individuo. Eles tém um volume
constituido por 80% de ar, 10% de tecido e 10% de sangue ®. O tecido
pulmonar é extraordinariamente delicado e precisa de suficiente capacidade
para suportar as injarias a que € submetido no transcurso da vida em intimo
contato com o ar e 0 sangue. Este sucesso é devido a uma grande
especializacado celular e histoarquitetural, que permite a filtragem do ar
inspirado, a manutencao da estabilidade mecéanica de centenas de milhdes
de alvéolos, o fluxo de fluidos e gases atraves da barreira alvéolo-capilar e a

adequada distribuicdo do débito cardiaco proveniente das céamaras
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cardiacas direitas ao longo do parénquima alveolar, de forma a permitir uma
eficiente relacéo entre ventilacdo e perfuséo .

Se considerarmos a traquéia como ponto de referéncia entre as vias
de conducado dos gases antes de atingir o territorio de troca gasosa, o0 ser
humano possui, em nedia, 16 geracdes de vias aéreas até que o Ultimo
segmento do territério envolvido exclusivamente com a conducdo de gases —
o bronquiolo terminal — seja alcancado. A partir do bronquiolo terminal,
aparece a unidade funcional do territorio de troca gasosa — 0 acino pulmonar
— onde ocorre a transferéncia de gases. Um acino é composto de
bronquiolos respiratérios que se originam do bronquiolo terminal, dos ductos
alveolares, sacos alveolares e alvéolos subsequentes (Figura 1). Os
bronquiolos respiratorios emitem lateralmente varios alvéolos. A seguir, 0s
bronquiolos respiratorios dao origem aos ductos alveolares, que
imediatamente se ramificam e terminan nos sacos alveolares — terminacoes
cegas das passagens respiratérias, cujas paredes sdo totalmente formadas
por alvéolos .

O volume acinar calculado em média é de 187 mm® ©, podendo ter
até 9 milimetros na maior dimensdo (média, 7.5 milimetros) ©*. Utilizando
um didametro médio de 7.5 milimetros, h4 aproximadamente 25.000 acinos
no pulmao de um adulto normal do sexo masculino, com um volume de 5.25
litros ®. O 16bulo pulmonar é definido como "o complexo de trés a cinco
bronquiolos terminais, cada um com seus acinos”.

Este ponto de demarcacdo de funcbes de transporte e difusdo de

gases é importante na patologia, pois doencas dos segmentos proximais aos
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bronquiolos respiratérios de primeira ordem geralmente levam a prejuizos da
ventilagdo pulmonar, ao passo que 0s processos patoldgicos que envolvem
0s acinos causam disturbios da difusdo ou alteracdo entre ventilacdo e
perfusdo ©.

O pulmao tem uma fonte vascular dupla: as artérias pulmonares e as
artérias brénquicas. As artérias pulmonares acompanham as vias aéreas, se
dividindo progressivamente até a periferia pulmonar e formando uma rede
capilar ramificada nas paredes alveolares. Esta rede capilar rica em
interanastomoses envolve os alvéolos para fornecer uma area maxima de
superficie para a troca gasosa. As artérias brénquicas séo sistémicas,
surgidas das artérias aorta e intercostais; dao forma a um plexo na parede
brénquica que se estende perifericamente até os bronquiolos respiratorios.
Ramos das artérias bronquicas fornecem também irrigacdo sanguinea para
a pleura visceral e algumas partes do tecido conectivo intersticial.

O sistema venoso pulmonar leva o sangue eferente da rede capilar
alveolar da periferia dos l6ébulos para as veias pulmonares. As pequenas
veias localizam-se principalmente nos septos interlobulares. Em geral, uma
veia principal, que usualmente corre na face anterior do bronquiolo, drena
cada segmento broncopulmonar. No entanto, freqiientemente os segmentos
broncopulmonares séo drenados por mais de uma veia pulmonar. Segmento
broncopulmonar é o segmento do pulmdo suprido por um brénquio
segmentar, que corresponde a terceira geracdo de subdivisdo das vias
aéreas desde a traquéia e se origina de um brénquio lobar ou secundario,

que é ramo de um brénquio principal ©.



INTRODUGAO 6

As paredes das vias aéreas dos brénquios sdo compostas por trés
componentes: 1) a mucosa, constituida por um epitélio e um tecido conectivo
laminar, 2) a camada muscular e 3) uma envoltura de tecido conectivo
provida de cartilagem (Figura 2). Nos bronquiolos, a cartilagem desaparece
e a camada muscular se faz fina (Figura 3), desaparecendo completamente
nos alvéolos (Figura 4) (.

O epitélio das vias aéreas exibe caracteristicas diferentes ao longo
dos brénquios, bronquiolos e da regido alveolar. Um epitélio columar alto
pseudoestratificado recobre as paredes dos brénquios (Figura 2), diferente
do que acontece nos niveis mais inferiores, onde a cobertura epitlial € do
tipo colunar simples ciliada nos bronquiolos (Figura 3) e fina na regido
alveolar, na qual ocorre a troca gasosa (Figura 4) (. Nos alvéolos, o epitélio
€ constituido por uma camada simples de células, denominadas
pneumdcitos ®). Existem, basicamente, dois tipos de células nesta regido: o
pneumocito do tipo | e o tipo Il. O pneumdcito tipo | € uma célula de
espessura fina, adequada para a troca gasosa, que recobre praticamente
97% da superficie alveolar. Apresenta finas extensdes citoplasmaticas. As
bordas destas células se juntam umas as outras através de juncdes firmes,
que empedem a saida de sal ou agua ®. Estas células sdo labeis e nao
apresentam capacidade para regeneracao, sua substituicdo depende de um
segundo grupo de células, chamadas pneumacitos tipo Il. Estas séo células
cuboidais que contem corpos lamelares caracteristicos no seu citoplasma.
Sdo metabolicamente mais ativas, apresentando como principal funcdo a
elaboracdo do surfactante e a substituicdo dos pneumdcitos tipo | quando

eles s&o lesados (Figura 4) ©.
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O endotélio que reveste as artérias e veias € similar ao dos capilares,
apesar de mais groso e de ter o citoplasma dotado de maior quantidade de
varios tipos de organelas 9. As células endoteliais das artérias e veias sdo
metabolicamente mais ativas do que as do endotélio capilar e apresentam
granulos especificos que regulam proteinas, como as de von Willebrand,
selectinas e fatores de adeséo celular. Muitas das funcdes metabdlicas nao
respiratorias pulmonares — particularmente a transformacédo de numerosas
substancias bioativas, como angiotensina e prostaglandina — séao realizados
nas células endoteliais, mas a localizacdo intracelular destes processos
ainda é pouco conhecida.

As propriedades fisicas das paredes vasculares seguem as
caracteristicas funcionais dos vasos 1. A parede da maioria das artérias
pulmonares é feita para suportar oscilacdes de presséo, gracas as laminas
elasticas que se interconectam com as fibras musculares, as quais estédo
dispostas circularmente em relacdo a luz do lume vascular (Figura 5).
Comparadas as artérias sistémicas, a espessura da artéria pulmonar € menor

em relacdo a pressao sistolica que suportam (19

. Em cortes histolégicos, as
artérias pulmonares mostram duas membranas elasticas, uma membrana
elastica interna e outra externa, ao contrario do que € visto nas veias, que
apresentam uma Unica membrana eldstica externa (Figura 5) 2.

As arteriolas sdo bem definidas no sistema vascular do corpo e
constituem uns dos maiores sitios de resisténcia arterial. No entanto, as

arteriolas pulmonares sdo mais dificeis de se localizar e de se definir. Uma

simples camada muscular — defini¢cdo histolégica de arteriola — esta presente
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nos ramos de 100 nm de diametro no pulméo. Na circulagdo pulmonar, as
arteriolas pré-capilares, vasos de 20 a 40 mm de diametro, apresentam

completa falta da camada muscular 9. Esta pobreza da camada muscular
contribui sobremaneira para a baixa resisténcia ao fluxo sanguineo vigente
na arvore arterial 9.

Além dos componentes aéreos e vasculares, o intersticio é também
fundamental na determinacdo das caracteristicas peculiares do pulméo que
garantem seu adequado desempenho na execucdo de suas fungoes,
principalmente a troca gasosa ?. O esqueleto intersticial é formado por um
sistema de fibras que se estendem por trés compartimentos: axial, septal e
periférico (Figura 1). O intersticio axial se estende deste o hilo até a unidade
respiratoria terminal e constitui o intersticio peribrocovascular, ou seja, € o tecido
conectivo que acompanha as vias aéreas e vasos sanguineos. O intersticio
septal ou alveolar € o tecido conectivo presente na zona de troca gasosa entre
as membranas basais epiteliais e endoteliais, incluindo estas membranas em
sua composicao. Este interticio é fino, mas se fixa fortemente aos sistemas axial
e periférico. O intersticio periférico € aguele que se estende a partir da pleura
visceral para o interior do pulm&o, acompanhando veias pulmonares e
completando a estrutura de lobulacdo e segmentacdo pulmonar 9.

O espaco intersticial € povoado por elementos celulares diversos,
tais como células inflamatérias, fibroblastos, células mioepiteliais e pericitos,
entre outras.

A histoarquiterura do territério alveolar prové que uma das faces do

septo alveolar esteja comprometida com a troca gasosa, sendo o intersticio
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septal constituido por uma fina camada amorfa entre as membranas basais
endoteliais e epiteliais. A outra face do septo alveolar encontra-se envolvida
na sustentacdo mecanica do septo alveolar, abrigando as fibras elasticas,
coldgenas e proteoglicanos altamente hidrofilicas, que possuem a
capacidade de absorver o fluido proveniente da luz alveolar ou dos capilares
alveolares 2,

As fibras de colageno, tanto intersticiais como das membranas
basais, constituem 15 a 20% do peso seco pulmonar. O colageno do tipo | €
0 mais abundante, representa 65% dos colagenos, o colageno do tipo lli
representa aproximadamente 35% e 0s outros tipos, como o colageno V e
VI, encontram-se em pequenas quantidades. As fibras elasticas representam

20 a 30% do tecido conectivo intersticial e é constituido por elastina e

miofibrilas 2.
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Figura 1. Vista panoramica do &cino pulmonar, mostrando suas
caracteristicas principais e os diferentes intersticios que o compdem.

No acino pulmonar podemos observar: o intersticio periférico = IP constituido
pela pleura visceral = PV, o interticio peribrocovascular = IPBV albergando o
bronquiolo terminal = BT e sua correspondente artéria de bronquiolo
terminal = ABT. O intersticio alveolar = IA integra os alvéolos = AV, 0s quais
encontram-se ancorados nos ductos respiratorios vizinhos = DR. (HE — (A)
10X; (B) 100X; (C,D,E) 200X. Pricrossirius sob luz polarizada; (F,G,H) 200X.
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Figura 2. Constituicdo da parede de uma grande via aérea cartilaginosa.

Podemos observar as diferentes camadas que a compdem: mucosa = M,;
submucosa = SM albergando no seu interior as glandulas submucosas,
somente presentes nas vias cartilaginosas; muscular propria = MP, abaixo
da qual observa-se claramente um segmento de cartilagem = CT. A MP
envolve interna e externamente o anel cartilaginoso No detalhe, podemos
observar o epitélio pseudoestratificadado que caracteriza as grandes vias
aéreas, constituido por células basais, células mucosas, também chamadas
de globet cells e células cilindricas ciliadas. HE — (A) 400X; (B) 1000X.
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Figura 3. Bronquiolo terminal (BT) evidenciando a constituicdo das camadas
de sua parede.

Observam-se as camadas mucosa = M e muscular propria = MP como
partes principais da estrutura da parede do bronquiolo terminal. No detalhe,
a camada mucosa mostra o epitélio = EP caracteristico deste segmento, do
tipo simples, cilindrico, ciliado e alto. HE — (A) 400X; (B) 1000X.
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Figura 4. Caracteristicas das paredes alveolares.

Observa-se a caracteristica fina dos septos alveolares onde estdo bem
representados os capilares = CA. No detalhe, podemos observar que estas
paredes estdo revestidas principalmente por dois tipos de células, os
pneumdécitos do tipo | = P-I, célula achatada que recobrem quase 97% da
superficie alveolar, e os pneumécito do tipo Il = P-ll, com formato tipico
cuboidal e produtoras do surfactante pulmonar. HE — (A) 400X; (B) 1000X.
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Figura 5. Corte histolégico da artéria do bronquiolo terminal e da veia do
intersticio septal mostrando suas camadas e as caracteristicas da parede
destes vasos.

Observam-se as trés camadas assim denominadas: intima = I; média = M e
adventicia = A. E importante observar que a parede da artéria exibe
claramente a presenca de duas membranas elasticas (membrana elastica
externa = MEE e membrana elética interna = MEI). A parede da veia
pulmonar mostra a presenca de uma unica membrana elastica = ME, fato
que as diferencia histologicamente das artérias pulmonares. Verhoeff — (A e
B) 400X.
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1.2. FISIOPATOLOGIA DAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS

As doencas intersticiais pulmonares difusas, do inglés difuse
interstitial lung diseases (DILDs), sdo aquelas que acometem as membranas
basais alveolares e capilares e 0 espacgo que se encontra entre elas, ou seja,
acometem o intersticio alveolar *®. Esta definicdo é incompleta pois, do
ponto de vista anatomopatoldgico, a maior parte delas afeta globalmente o
espaco aéreo terminal: alvéolos e vias aéreas distais ™. O predominio de
alteracéo intersticial explica a semelhanca existente entre as doencas
pertencentes ao grupo das DILDs de suas manifestacBes clinicas,
radiolégicas e funcionais. Mas muitas destas entidades, em algum ponto da
sua evolugédo, originam maior comprometimento do espacgo alveolar que do
préprio intersticio. Outras, tradicionalmente incluidas dentre as DILDs,
apresentam alteracBes histologicas fundamentalmente do espaco aéreo
terminal como a proteinose alveolar, a pneumonia eosinofiica e as
sindromes de hemorragia pulmonar.

Doenca pulmonar intersticial difusa € um termo comum que inclue
mais de 200 doencas pulmonares cronicas. A etiologia pode ser determinada
em aproximadamente 30% destas doencas intersticiais, sendo que as 70%
restantes s&o de causa desconhecida 1419,

Quando uma pessoa tem DILD, o pulméo é afetado em trés etapas
consecutivas. Primeiramente, o tecido pulmonar é danificado de alguma

forma por um agente conhecido ou desconhecido. Em segundo lugar, as

paredes alveolares apresentam inflamacgéo e finalmente, na terceira etapa,
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ocorre fibrose que comeca no intersticio pulmonar. Pelo comprometimento
do intersticio pulmonar, estas entidades produzem diminuicdo da
distensibilidade, reducdo dos volumes pulmonares e da troca gasosa,
consequéncia destas duas Ultimas alteracdes e da reducdo da capacidade
de difusdo da barreira alvéolo-capilar espessada. A hipOxia presente nestes
pacientes geralmente é atribuida a estes mecanismos *®. No entanto, além
do comprometimento intersticial, também contribui para a hipdéxia o
preenchimento dos espacos aéreos distais por células inflamatérias e a
distorcdo das pequenas vias aéreas, que podem produzir um desequilibrio
na relacdo difusdo-perfusdo, considerado também importante na producao
da hipoxemia.

A maior parte dos pacientes apresentam alteracdes restritivas
manifestadas por reducdo da capacidade pulmonar total (CPT), da
capacidade vital forcada (CVF) e do volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF1), mantendo niveis elevados ou normais na relacdo destas
duas Ultimas variaveis (VEF1/CVF) !®. Os gases arteriais nestes pacientes
em repouso mostram variaveis graus de hipoxemia.

Todas as DILDs remodelam a arquitetura pulmonar, comprometendo
as diferentes estruturas pulmonares e determinando, desta maneira,
alterac@es funcionais qualitativas e quantitativas.

As pneumonias intersticiais idiopaticas, do inglés idiopathic interstitial
pneumonias (IIPs), foco deste trabalho, sdo parte das DILD de causa

desconhecida (Figura 1) 4.
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Doencas Pulmonares Intersticiais Difusas (DILDs)

DILDs causadas Pneumonias DILD Outras formas de
por drogas ou Intersticiais granulomatosas, DILD, como
associadas a Idiopéticas (IIPs) como sarcoidose linfangioleiomioma-

doencas vasculares tose, histiocitose X,
do colageno etc.
I |
Fibrose pulmonar Outras formas de IIPs
Idiopatica gue néo a fibrose

pulmonar idiopética

Pneumonia intersticial Bronquiolite
descamativa respiratéria associada
a doenca intersticial
pulmonar
Pneumonia intersticial Pneumonia
aguda organizante

criptogénica

Pneumonia intersticial Pneumonia intersticial
nao especifica linféide

Figura 6. Agrupamento das doencas intersticiais pulmonares difusas (DILDs).
As DILDs consistem em desordens de causas conhecidas (doengas
vasculares do colageno, exposi¢cdes ocupacionais ou drogas) assim como
desordens de causas ndo conhecidas. Neste ultimo grupo estéo incluidas as
pneumonias intersticiais idiopéticas (lIPs), doencas granulomatosas
(sarcoidoses) e outras formas de doencgas intersticiais pulmonares, incluindo
a linfangioleiomiomatose  (LAM), histiocitose @ de células de
Langerhans/histiocitose X (HX) e a pneumonia eosinofilica. E importante
ressaltar, dentre as pneumonias intersticiais idiopaticas, a fibrose pulmonar
idiopatica, pneumonia intersticial ndo especifica, pneumonia intersticial
descamativa, bronquiolite respiratoria associada a doenca intersticial
pulmonar, pneumonia intersticial aguda, pneumonia intersticial criptogénica e
a pneumonia intersticial linféide.

Fonte: Modificado da American Thoracic Society/European Respiratory
Society. 2002. International multidisciplinary consensus classification of
idiopathic interstitial pneumonias: general principles and recommendations.
Am J Respir Crit Care Med 165:277-304.
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1.3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A observacdo de numerosos casos de IIPs, em nossa rotina
diagnodstica e nas séries de trabalhos que ja publicamos, tém nos chamado a
atencdo para dois fatos importantes. O primeiro deles diz respeito ao
remodelamento da matriz extracelular e vascular nas IIPs. O segundo
relaciona-se a evolucdo rapidamente progressiva para Obito e a néo
resposta ao tratamento de alguns casos de IIPs.

Os vasos pulmonares reagem as alteragdes no parénquima pulmonar
adjacente na forma de trombose/tromboembolismo pulmonar ou
remodelando-se na forma de esclerose vascular progressiva pela
muscularizacdo, fibrose intimal em artérias e arteriolas pulmonares e
neoangiogénese. O resultado final de ambos os processos é a obliteracédo
fibrosa total da luz vascular ou recanalizagédo. Hipertrofia da média, com ou
sem lesbes aneurismaticas (por dilatacdo), com ou sem hemossiderose,
como nas cardiopatias congénitas podem estar presentes.

As veias pulmonares também ndo sdo poupadas e exibem marcante
oclusédo vascular por proliferacdo fibrocelular da intima. Arteriolizacdo da
parede, por sua vez, pode ser muito evidente. O remodelamento venoso
determina ainda a formacéo de varizes.

Tais alteracOes vasculares podem justificar a evolugdo rapidamente
progressiva para 0bito de alguns pacientes com IIP.

O gue diminuiria a mortalidade destas doencas? Eliminar os fatores

ambientais, diagnosticar precocemente a doenca, detectar atividade da
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doenca e detectar doencas secundarias, como o tromboembolismo e a
hipertensdo pulmonar; ou tratar todos os casos com corticosteroides?

Estas questdes apontadas e mais a constante interacdo clinico-
radiol6gico-anatomopatolégica que necessitamos para caracterizar uma IIP,
motivaram-nos a direcionar este estudo a pesquisa das I[IPs com o intuito de
fornecer informacdes adicionais em termos de etiologia, patogénese e

correlagdes anatomo-radioldgicas funcionais sobre estas doencas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As doencas que afetam principalmente o intersticio pulmonar
despertam grande interesse pela variedade de processos patologicos, nem
sempre conhecidos do ponto de vista etiopatogénico e pelos transtornos

funcionais que provocam.

As 1IPs sdo parte de um grupo de doencas difusas do parénquima
pulmonar, cuja classificacdo e diagnostico sao dificeis, tanto para os
patologistas como para os clinicos. Parte da problematica do estudo destas
doencas reside nas anormalidades histoldgicas relativamente inespecificas
que apresentam, consistindo em inflamacao e fibrose. Além disso, requerem
substancial correlacdo com dados clinicos, radioldgicos e histopatolégicos,
para sua classificacéo.

As caracteristicas histoldgicas, radioldgicas e clinicas correlacionadas
nos permitem chegar ao diagndstico final na maior parte das vezes. Assim, a
atuacdo em conjunto de patologistas, radiologistas e clinicos permitem o
diagndstico em muitos casos, 0 que nao seria possivel se cada profissional

atuasse isoladamente.
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2.1. CLASSIFICACAO DAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS

IDIOPATICAS

Desde sua descricao e classificacdo, ha mais de um século, as IIPs
desafiam os médicos. Progresso significativo na compreensdo das doencas
pulmonares intersticiais foi feito em meados do ano de 1960, com o
reconhecimento das doencgas vasculares do colageno (CVD), das doengas
pulmonares produzidas por drogas e causadas por exposi¢cdes ocupacionais.
Entretanto, numerosas entidades pertencentes ao grupo das doencas
pulmorares intersticiais permaneceram com o rétulo de idiopéaticas. Em 1968,
Liebow e Carrington foram os primeiros a classificar estas doencgas cronicas
nos seguintes cinco subgrupos histopatoldgicos: pneumonia intersticial usual
(UIP), pneumonia intersticial bronquiolitica (BIP), pneumonia intersticial
descamativa (DIP), pneumonia intersticial de células gigantes (GIP) e
pneumonia intersticial linféide (LIP) @7 (Tabela 1).

Nos \Jnte anos seguintes, outras doencgas classificadas dentre as IIPs
foram descritas, o estudo destas Ultimas foi se aprofundando ainda mais e,
com o avanco das técnicas diagnosticas, principalmente da tomografia
computadorizada, a classificagdo de Liebow e Carrington foi se fazendo
insuficiente para a variedade de alteracdes histopatoldgicas encontradas.
Por outro lado, muitas vezes os diagndsticos eram limitados, referindo-se
somente as alteracdes histoldgicas, sem levar em conta aspectos clinicos ou

radioldgicos.



REVISAO DE LITERATURA 23

Foram feitas novas tentativas de classificacdo para integrar aspectos
clinicos, radiologicos e histopatologicos. Tal é o caso da classificacdo de
Katzenstein descrita em 1997 ®. Esta classificacdo reconheceu cinco
entidades: pneumonia intersticial usual (UIP), pneumonia intersticial
descamativa (DIP), bronquiolite respiratéria associada a doenca pulmonar
intersticial (RB-ILD), pneumonia intersticial ndo especifica (NSIP) e
pneumonia intersticial aguda (AIP), conhecida anteriormente como sindrome
de Hamman-Rich (Tabela 1).

Também em 1997, Muller e Colby classificaram as IIPs em pneumonia
intersticial usual (UIP), pneumonia intersticial descamativa (DIP), bronquiolite
obliterante com pneumonia em organizagcdo (BOOP), pneumonia intersticial
aguda (AIP) e pneumonia intersticial ndo especifica (NISP) 19 (Tabela 1).

Todas estas classificagbes deram contribuicbes importantes, mas néo
permitram um consenso global. Desta maneira, a Sociedade Toracica
Americana e a Sociedade Respiratéria Européia (ATS/ERS), integradas por
clinicos, radiologistas e patologistas, criaram uma nova classificacdo e um
guia diagnéstico, enfatizando a importancia da aproximacdo destes trés
profissionais para o diagnostico das 1IPs, fundamentalmente em beneficio
dos pacientes. Neste sentido, esta nova classificacdo compreende sete
grandes grupos de doencas: fibrose pulmonar idiopéatica (IPF), pneumonia
intersticial ndo-especifica (NSIP), pneumonia intersticial aguda (AIP),
pneumonia em organizacdo criptogénica (COP), bronquiolite respiratéria
associada a doenca intersticial pulmonar (RB-ILD), pneumonia intersticial
descamativa (DIP) e pneumonia intersticial linféide (LIP) como é mostrado

na Tabela 2 1%,
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Tabela 1 Classificacdo histolégica das pneumonias intersticiais idiopaticas
segundo: Leibow 1968; Katzentein 1997 e Muller e Colby 1997.

FONTE: ‘Liebow AA and Carrington CB. The interstitial pneumonias. In
Frontiers of Pulmonary Radiology. M. Simon, E. J. Potchen, and M. LeMay,
editors. Grune and Stratton Inc, New York 1969. pp 102-141. "Katzenstein
AL and Myers JL. ldiopathic pulmonary fibrosis: clinical relevance of

3E)athologic classification. Am J Respir Cri. Care Med 1998; 157: 1301-1315.
Muller NL, Colby TV. Ildiopathic interstitial pneumonias: high-resolution CT

and histologic finding. Radiographics 1997; 17: 10016-1022.

Liebow 1968*

Katzenstein, 1997"

Muller e Colby 1997+

Pneumonia intersticial
usual (UIP)

Pneumonia intersticial

descamativa (DIP)

Pneumonia intersticial

bronquiolitica (BIP)

Pneumonia intersticial
linféide (LIP)

Pneumonia intersticial
de células gigantes
(GIP)

Pneumonia intersticial
usual (UIP)

Pneumonia intersticial

descamativa (DIP)

Bronquiolite respiratoria

com doenca intersticial
pulmonar (RB-ILD)

Pneumonia intersticial
aguda (AIP)

Pneumonia intersticial

nao-especifica (NSIP)

Pneumonia intersticial
usual (UIP)

Pneumonia intersticial

descamativa (DIP)

Bronquiolite respiratoria
com pneumonias
intersticial (BOOP)

Pneumonia intersticial
aguda (AIP)

Pneumonia intersticial

nao-especifica (NSIP)
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Tabela 2. Classificacdo clinico-radiologico-patolégica das pneumonias
intersticiais idiopaticas: Amerian Thoracic Society/European Respiratory

Society 2001

FONTE: American Thoracic

Society/European

Respiratory  Society.

International multidisciplinary consensus classification of idiopathic interstitial
pneumonias: general principles and recommendations. Am J Respir Crit

Care Med 2002; 165: 277-304.

Padrao Histologico

Diagnostico Clinico-Radiologico-

Patoldgico

Pneumonia intersticial usual (UIP)

Pneumonia intersticial ndo-especifica
(NSIP)

Dano alveolar difuso (DAD)

Pneumonia em organizacéao (OP)

Bronquiolite respiratéria (RB)

Pneumonia intersticial descamativa

(DIP)

Pneumonia intersticial linféide (LIP)

Fibrose pulmonar idiopética (IPF)

Pneumonia intersticial ndo-especifica
(NSIP)

Pneumonia intersticial aguda (AIP)

Pneumonia em organizagao

criptogénica (COP)

Bronquiolite respiratoria associada a

doenca intersticial pulmonar (RB-ILD)

Pneumonia intersticial descamativa
(DIP)

Pneumonia intersticial linféide (LIP)
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2.2. PAPEL DA CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA NO

CONSENSO DA ATS/ERS

E de vital importancia que as caracteristicas da biopsia estejam
correlacionadas com as caracteristicas da tomografia computadorizada de
alta resolucéo, j4 que a heterogeneidade destes padrbes histolégicos séo
comuns nas pneumonias intersticiais idiopaticas (IIPs) 1921,

A ATS/ERS propde uma classificacdo histologica de acordo com
padrdes de acometimento microscépico e uma classificacdo diagndstica
global, que leva em conta aspectos clinicos, radiolégicos e histolégicos. Os
padrdes histolégicos definidos por tal classificacdo ndo sao especificos das
IIPs, podendo ser encontrados em outras DILDs de causa conhecida ou nao.
Esta classificacdo diagnostica global ndo sO6 expande o0s termos
histopatoldgicos definidos por Katzenstein e por Myers, mas também define
com maior precisao a interacao entre os trés aspectos supracitados.

A classificacdo histoldgica da ATS/ERS proporciona réguas basicas e
fundamentos para a classificacdo diagnéstica, embora, em alguns casos, 0s
achados clinicos e radiologicos ja sejam suficientes para se fechar o
diagnéstico . Apesar desta possibilidade, muitos casos ainda requerem
bidpsia pulmonar a céu aberto para determinar o padrdo histopatolégico
subjacente e definir o diagnéstico 4.

Para a maioria dos patologistas pulmonares, o diagndéstico das IIPs é

feito mediante a analise panoramica do fragmento, momento no qual muitas

perguntas relacionadas a revisao histoldégica devem ser respondidas para se
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chegar a um diagnéstico correto. Uma das primeiras perguntas que surge ao
olharmos uma lamina € se o processo da doenca é difuso ou retalhado
(patchy). O processo é patchy se tiver zonas de parénquima pulmonar
normal alternadas com zonas de parénquima com inflamagéo e fibrose. Em
contraste, se o parénquima pulmonar inteiro parecer afetado pelo processo
infamatorio e fibrético e ndo houver quase nenhum parénquima pulmonar
normal, o processo é classificado como difuso.

A segunda pergunta importante a ser respondida visa identificar os
locais anatébmicos do I6bulo e do &cino pulmonar primariamente afetados
pelo processo infamatério ou fibrotico. Quando as porcBes anatbmicas
afetadas sdo a regido subpleural ou parasseptal, que refletem alteragdes
na porcao distal do l6bulo e do acino pulmonar, o acometimento se
caracteriza pela extenséao centripeta da inflamacéo e da fibrose da regido
subpleural para o parénquima pulmonar. Ja na distribuicdo
bronquiolocéntrica, a periferia do I6bulo pulmonar € poupada relativamente
e o0 processo inflamatério se localizado fundamentalmente no eixo
broncovascular com extensdo aos septos alveolares e peribronquiolares
contiguos. Quando a doenca tem distribuicdo septal alveolar, ha
espessamento, inflamacdo ou fibrose, de todo o Iébulo pulmonar. O
processo € linfangitico se as trilhas da inflamacéo estdo ao longo da pleura
visceral, dos septos interlobulares e dos eixos broncovasculares, poupando
relativamente os septos alveolares.

A terceira pergunta basica a ser respondida para a melhor

compreensao das IIPs sdo o0s conceitos de homogeneidade e
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heterogeneidade temporal. Homogeneidade temporal indica que a idade
da alteracdo pulmonar é a mesma (aguda, subaguda ou crbénica) e néo
ha alteracdes com idades diferentes numa mesma bidpsia pulmonar. Em
contraste, na alteracdo temporal heterogénea, numa mesma bidpsia
pulmonar podem ser encontradas areas de faveolamento
(honeycombing) (alteracdo crdnica), de tecido conectivo fibromixdide no
espacgo intersticial ou alveolar (alteracdo subaguda) e é&reas de
hiperplasia de células epiteliais alveolares com presenca de membranas
hialinas (alteracédo aguda).

Finalmente, para um bom diagnoéstico necessita-se obervar a
presenca de outras alteracfes histdgicas do tecido pulmonar: edema agudo,
necrose tecidual, fibrina e membranas hialinas nos espacos aéreos, tecido
de granulacao, cicatrizes pulmonares, remodelamento com densa fibrose,
onde a arquitetura pulmonar € destruida pelo espessamento intersticial com
depdsito de fibras colagenas.

E importante enfatizar que o diagnodstico das IIPs requer a exclusio
de causas sabidas de lesdo pulmonar, como as causadas por doencas
vasculares do colageno e as induzidas por drogas. A caracterizacao
histologica é de suma importancia para a classificacdo diagnéstica. Para o
correto diagndstico, a comunicacdo proxima entre clinicos, radiologistas e
patologistas se faz necessaria e pode resultar na reclassificagdo de um caso

se informacé&o adicional se tornar disponivel.
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2.3. PNEUMONIAS INTERSTICIAIS IDIOPATICAS

As pneumonias intersticiais idiopaticas atualmente sdo classificadas
em concordéancia ao ultimo consenso divulgado pela ATS/ERS em 2001 que
as divide em sete grandes entidades clinico-radiolégico-patolégicas (Tabela

2), descritas em detalhes a seguir.

2.3.1. FIBROSE PULMONAR IDIOPATICA

A fibrose pulmonar idiopéatica, do termo em inglés idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF), é uma forma de pneumonia intersticial fibrosante
cronica limitada ao pulmao ®. As causas relacionadas com esta doenca s&o
ainda desconhecidas, apesar dos avancos celulares e de biologia molecular
atualmente alcancados.

Epidemiologicamente, os pacientes com IPF encontram-se na faixa
etaria dos 50 a 70 anos. A doenca atinge frequente mais homens que
mulheres 2. Diversos fatores s&o implicados como causas da IPF e dentre
eles, o cigarro é um possivel fator potencial de risco para desenvolver a
doenca ®®, ao lado de outros fatores ainda ndo bem estabelecidos, como
alguns virus que ja foram alvo de varios estudos, mas ainda sem evidencias
claras da sua participacdo nesta doenca 427,

A predisposicdo familiar se apresenta como outro fator de risco.
Casos familiares de IPF sugerem fatores genéticos implicados na doenca,

ainda n&o identificados por completo (2829,
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Clinicamente, a maioria dos pacientes com IPF apresenta uma
sintomatologia comum de seis a 24 meses de evolugdo antes do
diagnéstico 3D, As manifestacdes clinicas sdo invariaveis, com dispnéia,
expectoracdo ndo-produtiva, distarbios respiratorios e deteriorizacao gradual
do estado do paciente ©?. O tempo médio de sobrevida apés o diagnéstico
varia de 2.5 a 3.5 anos 334,

Comumente a tomografia computadorizada de alta resolugao
mostra alteracdes de formato irregular com predominio de acometimento da
regido periférica pulmonar, caracterizadas por opacidades reticulares de
formatos varidveis, opacificacbes de limites imprecisos do tipo "vidro
despolido”, usualmente associadas a bronquiectacias de tracao e alteracdes
do tipo “favo de mel" ©®® (Figura 7A). A distribuicdo tomogréfica da IPF é
geralmente basal e periférica, com acometimento retalhado do parénquima
pulmonar ©®),

As provas de funcdo pulmonar mostram uma doenca restritiva, com
reducdo da capacidade pulmonar total (CPT) e da capacidade vital forcada
(CVF). A relacdo VEF;/CVF pode ser normal ou estar aumentada com
exagerada hipoxemia arterial provocada pelo exercicio ®®. Também ha
diminuicdo da difusdo de CO, ®?.

O diagnostico definitivo da [IPF requer uma historia clinica
compativel ® que exclua outros tipos de doencas intersticiais (por drogas,
exposi¢ches ocupacionais ou doengas vasculares do colageno) @) e uma

biépsia pulmonar cirdrgica caracteristica, com padrdo histologico de

pneumonia intersticial usual (usual interstitial pneumonia, UIP).
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O diagnéstico histologico de UIP s6 é feito apds exclusdo de outras
formas de pneumonias intersticiais. As caracteristicas histol6gicas s&o
heterogeneidade temporal, com alternancia de areas normais, inflamacéo
intersticial, focos de processo fibroblastico, densa fibrose e areas com
alteracbes parenquimatosas do tipo "favo de mel" (Figura 7B). A distribuicéo do
processo € retalhada, com envolvimento periférico de acinos ou I6bulos
pulmonares 83 As alteracdes histolégicas afetam principalmente a regido
subpleural e parasseptal, onde o acometimento parenquimatoso € mais severo.
O infiltrado inflamatorio intersticial € usualmente crénico e moderado, distribui-
se de forma retalhada e caracterisa-se por um infiltrado alveolar septal de
linfécitos, células plasmaticas e histidcitos associados com hiperplasia de
pneumdcitos do tipo Il. Pequenos focos de inflamagé&o sdo mais proeminentes
nos estagios iniciais. Muitos casos mostram um infiltrado inflamatorio
inespecifico nas areas de deposicao do colageno, alternadas a areas de septos
alveolares normais *® (Figura 7C) e &reas intermediarias de colapso alveolar
(Figura 7D). Zonas fibréticas sdo caracterizadas por heterogeneidade temporal,
com densas areas de depésito de colageno (fibrose mural organizante)
(alteracéo crénica) e conglomerados de fibroblastos jovens bem circunscritos
chamados de “focos de fibroblastos” (alteragdo subaguda) (Figura 7E).
Hiperplasia de musculo liso é freglientemente vista nestas areas de fibrose
intensa ©¥. Areas parenquimatosas com remodelamento em “favo de mel” sdo
constituidas por espacos aéreos cisticos preenchidos por filamentos de mucina
e com paredes fibrosas, revestidas freqlientemente por uma camada de células

do epitélio bronquiolar (Figura 7F).
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As areas pulmonares relativamente normais observadas nas biépsias
pulmonares a céu aberto destes pacientes contrastam com o padréo difuso
de outras doencas intersticiais, como o da NSIP.

O padrao histologico da UIP deve ser diferenciado do resto dos
padrdes histologicos das demais IIPs, principalmente da NSIP fibrosante, da
DIP, OP e do DAD. Neste sentido, algumas bidpsias com padrdo UIP na
face acelerada podem apresentar uma combinacdo de padrdes histolégicos,

incluindo o de DAD ou até mesmo de uma capilarite.
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Figura 7. Caracteristicas tomogréaficas e histolégicas da fibrose pulmonar
idiopatica (IPF).

(A) Tomografia computadorizada de alta resolugdo mostrando o padréo de
acometimento subpleural e periférico da doenca; (B) vista panoramica
mostrando areas normais alternando-se com areas de fibrose mural
organizante e zonas de faveolamento parenquimatoso; (C) areas
preservadas do parénquima pulmonar; (D) areas de colapso alveolar (setas)
com espessamento septal e dilatacdo dos dutos respiratorios; (E) extensas
areas de fibrose mural organizante com presenca de focos de fibroblastos
(setas); (F) zonas de faveolamento Eetas) e marcada fibrose subpleural,
caracterizando o padrédo de pneumonia intersticial usual (UIP). HE — (B) 10X,
(C, D, E, F) 100X.
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2.3.2. PNEUMONIA INTERSTICIAL NAO-ESPECIFICA

A pneumonia intersticial n&o-especifica (non-specific interstitial
pneumonia, NSIP) é o nome dado a um padrao histolégico que ocorre entre
as |IPs e em outras doencas do intersticio pulmonar. Também é o termo
usado para nomear uma das classes de |IPs de acordo com critérios clinico-
radiol6gico-patologicos propostos pela ATS/ERS.

Ela tem um espectro histologico diferente e progndstico variavel. Em
1990, Kitaichi propés o termo “pneumonia intersticial inclassificavel” para
algumas biopsias que ndo se enquadravam nos padrdes das IIPs
conhecidas nessa época. No ano de 1994 Katzenstein e Fiorelli introduziram
o conceito de NSIP & categoria das I1Ps “9.

O diagnostico de NSIP se da pela exclusdo de outras formas de
pneumonias intersticiais, como a DIP, AIP, COP e a IPF, sendo, por tanto,
um diagnoéstico de exclusdo. O termo NSIP foi inicialmente utilizado na
pratica clinica para o acometimento pulmonar em pacientes infectados com
o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que apresentavam um quadro
clinico de pneumonia intersticial ndo infecciosa “Y. Este termo ndo s6
implicava na presenca de caracteristicas histolégicas que ndo se
enquadram em outras pneumonias intersticiais, mas também na presenca
de certas caracteristicas clinicas. Recentemente, este termo esta sendo
mais utilizado para definir um grupo especifico de pneumonia intersticial

idiopatica. Nao obstante, os patologistas ndo devem incorrer na utilizacao

indiscriminada deste termo e devem evitar o emprego do termo NSIP como



REVISAO DE LITERATURA 35

alusdo a padrdoes que nédo se enquadram em nenhum dos sete padrdes
histolégicos das IIPs.

O conceito atual de NSIP, definido pela ATS/ERS, inclui presenca de
achados clinicos variaveis e biopsia pulmonar caracterizada por inflamacéo
intersticial primaria e densa fibrose que ndo sugiram outro tipo de pneumonia
intersticial 2. Epidemiologicamente, atinge pacientes na faixa etaria de 40 a
50 anos, ou seja, pessoas mais jovem que as acometidas por IPF “®. Nao
apresenta predilecdo por género nem esta associada ao fumo.

Radiologicamente, observa-se um infiltrado intersticial pulmonar
bilateral, envolvendo zonas pulmonares superiores. Tomograficamente, o0s
achados mais comuns séo opacidades em vidro fosco bilaterais e simétricas
com predominio subpleural (Figura 8A). Irregularidades lineares ou
opacidades reticulares sdo observadas em aproximadamente 50% dos
casos. Bronquiectasias de tracdo e, raramente, faveolamento ou
consolidacées sdo observados %4449,

O padrao histolégico da NSIP compreende um espectro de varios
graus de inflamacéo e fibrose da parede alveolar, como foi descrito por
Katzenstein e Fiorelli ®© (Figura 8B). Baseados na quantidade da
inflamacdo e fibrose observadas no parénquima pulmonar, eles
descreveram trés grandes subgrupos de NSIP: o primeiro caracterizado por
predominio de um exuberante infiltrado inflamatério intersticial, chamado
NSIP celular; um outro caracterizado por predominio do componente
fibroso, chamado de NSIP fibrosante; e um terceiro que mistura ambos os

padrdes histoldgicos anteriores, chamado NSIP fibro-celular “?. Os
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subgrupos histoldgicos de Katzenstein e Fiorelli podem ocorrer numa larga
variedade de quadros clinicos, apresentando uma associacdo de 31% com
doencas vasculares do colageno e com outras doencas, como a
pneumonia por hipersensibilidade.

O espectro celular, ou seja, com predominio do componente inflamatério
intersticial, € caracterizado por um infiltrado inflamatério crénico moderado,
constituido usualmente por linfocitos e algumas células plasméaticas envolvendo
tipicamente o parénquima pulmonar de forma uniforme “? (Figura 8C e 8D). O
intersticio pulmonar ao redor de vasos, septos interlobulares e pleurais
geralmente sdo pouco envolvidos pelo processo. Fibrose organizante intra-
alveolar pode ser observada em dois tercos dos casos, mas esta fibrose é
menor do que a vista no padrdo da pneumonia organizante (OP). Agregados
linféides comumente s&o encontrados “?.

O espectro fibrosante da NSIP é caracterizado por uma densa fibrose
intersticial com variados graus de depdsito de tecido conectivo
homogeneamente distribuidos e com homogeneidade temporal “? (Figura
8E e 8F). Focos de fibroblastos caracteristicamente observados no padréo
da UIP sdo ausentes ou inconspicuos no padrao da NSIP (14%). Algumas
vezes, 0 padréo fibrosante pode apresentar acometimento ndo homogéneo,
causando remodelamento da arquitetura pulmonar de distribuicdo
retalhada “®, mas restrita a pequenas &reas. O infiltrado inflamatério que

envolve o intersticio alveolar no padrao fibrosante € constituido por mimina

guantidade de linfocitos e plasmacitos.
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Finalmente, cabe mencionar a existéncia de alguns casos de padréo
NSIP que apresentam uma mistura dos processos celular e fibrosante com
predominio da inflamacéo intersticial crénica.

A classificagdo da NSIP nos padrées celular e fibrosante é
extremamente importante pela diversidade de prognéstico que cada uma

apresenta “7).
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Figura 8. Padrdo tomografico e histolégico da pneumonia intersticial n&o-
especifica (NSIP).

(A) Tomografia computadorizada de alta resolugdo mostrando o padréo
difuso da doenca; (B) vista panoramica mostrando a homogeneidade
temporal do processo intersticial; (C e D) subgrupo de padrdo celular
mostrando espessamento intersticial com predominio de infiltrado
inflamatério e minima fibrose; (E e F) subgrupo de padrdo fibrosante
mostrando espessamento septal com predominio do componente fibroso,
observa-se ainda hiperplasia de pneumoécitos do tipo Il (setas),
caracterizando o padrdo da pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP). HE
—(B) 10X; (C, E) 200X; (D, F) 400X.
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2.3.3. PNEUMONIA INTERSTICIAL AGUDA

O termo, pneumonia intersticial aguda @cute interstitial pneumonia,
AIP) descreve uma condicao clinico-radiol6gico-patoldgica caracterizada por
envolvimento pulmonar intersticial que evolui rapidamente com faléncia
respiratéria. Esta pneumonia intersticial, conhecida também como sindrome

de Hamman-Rich, evolui em surtos repetitivos 859

. Histologicamente, é
uma forma distinta de pneumonia intersticial, descrita como dano alveolar
difuso (difuse alveolar damage, DAD), indistinguivel das alteracdes
encontradas na sindrome de angustia respiratoria do adulto (SARA),
causada por septicemia ou choque, motivo pelo qual o termo AIP se
restringe a casos com etiologia desconhecida ®V.

A AIP atinge geralmente individuos em torno dos 50 anos de idade,
nao apresenta predominancia por nenhum dos sexos nem associagdo ao
habito de fumar ®?. Os pacientes iniciam o quadro com sintomas sugestivos
de infeccdo viral tais como mialgias, artralgias e febre, sintomas
aparentemente sugestivos de um resfriado comum ©%. Posteriormente, em
alguns dias, o paciente desenvolve dispnéia associada a sinais de
pneumonia de consolidacao e crepitacdes difusas nos pulmées ©2.

As provas de funcdo pulmonar mostram padrdo restritivo, com
reducdo da capacidade de difusdo. Ocorre desenvolvimendo precoce de
hipoxemia, com progressao rapida para insuficiéncia respiratéria, as vezes

refrataria ao suprimento extra de oxigénio e que leva, em muitos casos, a

necessidade de ventilacdo mecanica ®?.
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O tratamento ndo tras muitos beneficios e a mortalidade pode chegar
a até 50% ou mais em um a dois meses, apesar da ventilacdo mecéanica. Os
sobreviventes da AIP podem experimentar recuperacdo ou cronicidade, com
surtos repetidos da doencga e evolucao para insuficiéncia respiratéria crénica
por conta das lesdes intersticiais fibréoticas 4952,

A AIP deve ser diferenciada do dano alveolar difuso decorrente da
IPF, colagenoses, infec¢des, drogas, pneumonia de hipersensibilidade e
pneumonia eosinofilica aguda ©.

O lavado broncoalveolar nos casos da AIP ndo € caracteristico,
podendo se encontrar neutréfilos e, ocasionalmente, linfécitos em numeros
aumentados 9.

A radiografia de torax pode mostrar opacidades bilaterais com
broncograma aéreo. A silhueta cardiaca e a vasculatura periférica pulmonar
sdo geralmente normais. Derrame pleural é incomum ©%.

A tomografia computadorizada de alta resolucdo mostra areas de
atenuacao em vidro despolido, dilatacdo brénquica e espessamento septal
(Figura 9A). Na fase inicial exudativa, o pulmdo mostra consolidacbes e
areas de vidro despolido bilaterais com caracteristicas de extenséo
geografica. Na fase de organizacdo do dano alveolar difuso, vé-se a
tomografia distorcbes broncovasculares, bronquiectacias de tracao,
opacidades em vidro despolido e cistos ©%.

A biopsia pulmonar apresenta padrdo homogéneo de distribuicdo
(Figura 9B) e caracteristicas histologicas que podem ser enquadradas em

duas categorias: DAD em fase exsudativa e DAD em fase de organizacao
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7

com fibrose ®V. A fase exudativa ou aguda é caracterizada por edema,
presenca de membranas hialinas e inflamacdo intersticial aguda, com
infiltrado de predominio neutrofilico (Figura 9C). A fase de organizacdo mostra
focos de tecido de granulagéo, formacgé&o de neo-septos alveolares (Figura 8D,
9E e 9F) e hiperplasia de pneumocitos tipo Il. Areas de trombose de
pequenas arteriolas pulmonares também podem ser vistas em alguns casos

de fase aguda ¥,
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Figura 9. Padrdo tomografico e histolégico da pneumonia intersticial aguda
(AIP).

(A) Tomografia computadorizada de alta resolugdo mostrando uniformidade
do processo pulmonar com areas de atenuacdo em vidro despolido; (B) vista
panoramica mostrando envolvimento difuso e homogeneidade temporal; (C)
presenca de membranas hialinas 6etas); (D) colapso alveolar; (E) fibrose
obliterativa com presencia de tecido de granulagdo e (F) formagcdo de neo-
septo, caracterizando o padrdo histolégico do dano alveolar difuso (DAD).
HE — (B) 10X; (C) 100X; (D) 200X; (E, F) 400X.
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2.3.4. PNEUMONIA ORGANIZANTE CRIPTOGENICA

Em 1955, Epler e Colby foram os primeiros a descrever a entidade
clinico-patolégica da bronquiolite obliterante com pneumonia em
organizacéo (ronchiolitis obliterans organizing pneumonia, BOOP) ©®. No
ano de 1983, Davinson e colaboradores descreveram uma entidade clinico-
patolégica similar a BOOP de causa desconhecida com o nome de
pneumonia organizante criptogénica (cryptogenic organizing pneumonia,
coP) 67 0O termo de BOOP foi usado por muitos anos para se referir a esta
entidade clinico-patologica de etiologia desconhecida, mas é preferivel o
termo COP ao termo BOOP, pois 0 primeiro expressa a caracteristica
essencial da sindrome descrita abaixo e evita confusdo com certas doengas
de vias aéreas com mesmas caracteristicas histologicas.

A caracteristica histoldégica da BOOP é a formacédo de tecido fibroso
frouxo preenchendo os bronquiolos (bronquiolite obliterante polipdide) com
extensdo do processo para ductos alveolares e alvéolos (pneumonia em
organizac&o) ©°®.

O termo pneumonia em organizacdo € utilizado genericamente para
descrever processos como o da COP, uma pneumonia idiopéatica, ou mesmo
pneumonias infecciosas (virais, bacterianas), por inalacdo de toxinas, por
drogas, doenca vascular do colageno ou obstrucdo bronquica ®”, ou seja,
processos de etiologia desconhecida ou conhecida.

A COP faz parte da classificacao das IIPs por sua natureza idiopatica.

Clinicamente se apresenta como uma sindrome aguda ou subaguda.
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Geralmente incide em pacientes por volta de 55 anos de idade ou adultos
jovens 8. Os pacientes se apresentam por periodos de curta duracéo, entre
2 a 20 semanas (em média, aproximadamente 3 meses), com graus
variados de dispnéia, tosse e escarro. A capacidade pulmonar € normal em
75% dos casos ©9.

Nestes periodos sintomaticos, radiologicamente podem-se observar
areas de consolidacdo unilateral ou bilateral sem zonas preferencialmente
acometidas. Pequenos nodulos opacos sao vistos em 10 a 50% dos casos.
A minoria dos pacientes apresenta um infiltrado reticular, porém grandes
nédulos, maiores que 1 cm, estéo presentes em 20% dos casos 9.

Topograficamente, ha espacos aéreos consolidados, presentes em
90% dos pacientes, de distribuicdo subpleural e peribronquica em 50% dos
casos (Figura 10A). Os broncogramas aéreos sao caracteristicos quando ha
consolidagéo. Estruturas micronodulares de 1mm. s&o usualmente vistas ao
longo do eixo broncovascular em mais de 50% dos casos e 15% dos
pacientes apresentam multiplos nédulos de tamanho grande e contornos
irregulares. Broncogramas aéreos sdo visualizados em 88% dos nddulos %)

Histologicamente a COP é caracterizada por uma pneumonia em
organizacdo Erganizing pneumonia, OP) que envolve predominantemente
ductos alveolares e alvéolos com presenca de poélipos intraluminais nestes
espacos aéreos. Pdlipos intraluninares bronquiolares também podem estar
presentes ®® (Figura 10B). A maioria das mudancas do parénquima
pulmonar sédo vistas nas pequenas vias aéreas. Moderado infiltrado

inflamatorio, hiperplasia de pneumdcitos tipo Il e aumento de macrofagos
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(67)

alveolares sdo achados comuns . Pequenos focos de fibrina as vezes

estao presentes com relativa preservacgao da arquitetura pulmonar S
Os pacientes com COP apresentam resolu¢cdo completa do processo

em 65% a 85 % apds o tratamento com corticosteréide 9.

2.3.5. BRONQUIOLITE RESPIRATORIA ASSOCIADA A DOENCA

PULMONAR INTERSTICIAL (RB-ILD)

A bronquiolite respiratoria associada a doenca intersticial pulmonar
(respiratory bronchiolitis-associated interstitial lung disease, RB-ILD) é
considerada uma forma de pneumonia intersticial crénica, apesar de causar
primariamente comprometimento bronquiolar. A RB-ILD caracteriza-se por
uma exuberante reacado do parénquima pulmonar ao redor dos bronquiolos
respiratorios ®Y. Esta reacéo envolve boa parte do parénquima e manifesta-
se por sinais clinicos, radiolégicos e funcionais proprios de uma doenca
pulmonar intersticial ¢,

Acomete fumantes entre 25 e 55 anos, com maior predilegcao por
homens que por mulheres, na relacédo de 2:1 ©¢162,

Os sintomas clinicos incluem tosse, expectoracdo e estertores em
dois tercos dos pacientes.

Radiologicamente, evidencia-se discreto espessamento da parede
dos bronquiolos centrais e periféricos em cerca de 75% dos pacientes ©2.

Infiltrados reticulo-nodulares sdo vistos em mais de 60% dos casos. Em 17%

dos casos ndo hé alteracdes radiologicas. A tomografia computadorizada de
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alta resolucdo mostra nodulos centro-lobulares, atenuacdo em vidro
despolido de distribuicdo retalhada em areas peri-bronquiolares e
espessamento de vias aéreas centrais e periféricas ©® (Figura 10C).

O padréo histolégico da RB-ILD, chamado de bronquiolite respiratoria
(respiratory bronchiolitis, RB), é também caracterizado por acometimento
retalhado do parénquima pulmonar com predominio de distribuicao
bronquiolocéntrica Y. Bronquiolos respiratérios, dutos alveolares e espacos
aéreos alveolares peribronquiolares apresentam acumulos de macréfagos
com pigmento acastanhado ©V (Figura 10D). Estes macréfagos intraluminais
sdo acompanhado de um infiltrado linfocitario e histiocitico, submucoso e
peribronquiolar. Moderada fibrose peribronquiolar pode ser vista com
extensao para septos alveolares adjacentes.

Histologicamente, a RB-ILD deve ser diferenciada da DIP, da

bronquiolite e da NSIP.
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Figura 10. Mostrando os padrdes tomograficos e histolégicos da bronquiolite
obliterante criptogénica (COP) e da bronquiolite respiratdria associada a
doenca intersticial pulmonar (RB-ILD).

(A) Padrédo tomogréfico de distribuicdo randémica subpleural da COP; (B)
observa-se formacéo de polipos intraluminais de fibroblastos (setas) em vias
aéreas de alvéolos e dutos respiratérios, caracteristicos do padrao da
pneumonia em organizacdo (OP); (C) tomografia computadorizada de alta
resolugcdo mostrando o padrdo tomografico difuso em vidro despolido da RB-
ILD; (D) presenca de macrofagos com pigmento acastanhado, distribuidos
nas pequenas vias aéreas respiratorias, caracterizando o padrao histolégico
da bronquiolite respiratoria (RB). HE — (B) 100X; (D) 200X.
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2.3.6. PNEUMONIA INTERSTICIAL DESCAMATIVA

O termo pneumonia alveolar macrofagica é o nome alternativo para
a entidade conhecida como pneumonia intersticial descamativa
(desquamative interstitial pneumonia, DIP), doenca rara, inicialmente
descrita por Liebow em 1965 7. Esta doenca caracteriza-se por causar
lesdo pulmonar com minima fibrose intersticial, acompanhada de extenso
acumulo intra-alveolar de macréfagos ®. No passado, acreditava-se que
estes acumulos celulares nos espacgos alveolares eram células epiteliais
descamadas oriundas das paredes alveolares ®°. Esta entidade é
considerada o espectro final da RB-ILD com patogénese similar e invariavel
associacao ao tabagismo.

A DIP incide pacientes tabagistas entre a quarta e quinta décadas de
vida, comumente atinge mais homens que mulheres na relacéo de 2:1. Os
pacientes geralmente apresentam um quadro de evolugdo lenta,
caracterizado por tosse e dispnéia, eventualmente conduzindo a dificuldade
respiratdria intensa, cianose e baqueteamento dos dedos 6667,

O lavado broncoalveolar invariavelmente contém um aumento de
macréfagos alveolares com pigmento de coloracdo amarelada, acastanhado
ou preto de particulas de fumo no seu interior ®®. Aumentos de neutréfilos,
eosinéfilos e linfécitos também podem ser encontrados ¢

O prognéstico da DIP é geralmente bom. As vezes o simples

afastamento do fumo resolve o problema; em outros casos, o tratamento

com corticosterdides pode ser necessario.



REVISAO DE LITERATURA 49

O padréao radiolégico classicamente mostra um infiltrado bilateral dos
lobos inferiores, com opacidades em vidro despolido de predominancia
periférica. Tomograficamente, estas opacidades sdo vistas nos campos
inferiores na maioria dos casos (73%) (Figura 11A), na periferia em 59% ou
com uma distribuicdo retalhada em 23%. A distribuicdo é difusa e uniforme
em 18% dos casos. Apoés o tratamento, a resolucao radioldgica muitas vezes
n&o é completa, permanecendo um infiltrado reticular difuso ©°.

Os achados histolégicos marcantes sdo o acumulo de grande niumero
de macréfagos contendo lipidios e granulos positivos ao acido periédico de
Schiff (PAS) nos espacos aéreos (Figura 11B). Alguns macrofagos contém
corpos lamelares (surfactantes) dentro de vacuolos fagociticos,
presumivelmente derivados de pneumdcitos tipo Il necréticos por eles
fagocitados. Observa-se, em geral, pneumonia intersticial e hiperplasia das
células epiteliais do revestimento septal, além de descamacdo dessas
células para o interior dos espacos aéreos 9.

O espessamento alveolar septal € caracterizado por um infiltrado
inflamatdrio que inclui células plasméticas e, ocasionalmente, eosinofilos.
Agregados linféides intersticiais também podem estar presentes.

A causa da DIP é desconhecida. Os pacientes, em alguns casos
desenvolvem, subsequentemente, fibrose intersticial significativa, pelo que
muitos autores consideram esta entidade como um estadio inicial da UIP.
Mesmo assim, a presenca do componente descamativo proeminente tem

implicacdes praticas, pois 0s pacientes apresentam uma boa resposta ao

tratamento com corticosteréides, ndo encontrada nos pacientes com UIP.
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2.3.7. PNEUMONI INTERSTICIAL LINFOIDE

O termo pneumonia intersticial linféide (lymphoid interstitial
pneumonia, LIP) foi introduzido por Liebow e Carrington em 1969 7 para
descrever a entidade que histologicamente se caracteriza por infiltrado
intersticial difuso de linfécitos e para distingui-la dos outros padrdes de
pneumonias intersticiais descritos até entdo, como IPF, AIP, DIP e
pneumonia intersticial de células gigantes (gigant cell pneumonia, GIP) @7,

Muitos casos classificados anteriormente como pneumonia
intersticial linféide sdo hoje considerados linfomas associados a mucosa
brénquica (linfoma do tipo MALT) ),

As pneumonias intersticiais linféides verdadeiras se dividem em dois
grandes grupos de lesdes histoldgicas: um primeiro grupo caracterizado por
um infiltrado intersticial policlonal de células linféides e um segundo
caracterizado por hiperplasia linféide ao longo da drenagem linfatica dos
pulmdes. Os dois grupos de lesdes podem se sobrepor 4,

Os casos de LIP podem estar clinicamente agrupados dentro de
trés subgrupos: aqueles associados com doencas colagénicas; o0s
associados com imunodeficiéncias e os casos idiopaticos. As doencas auto-
imunes (colagenoses) e as sindromes de imunodeficiéncia sdo as principais
causas de LIP. Pneumonias causadas pelo Pneumocystis carinii e a alveolite
alérgica extrinseca também podem ser causas de LIP quando

acompanhadas de um intenso infiltrado linfocitario intersticial ™.

As doencas autoimunes frequentemente associadas a LIP sdo a
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artrite reumatéide, sindrome de Sjogren, tireoidite de Hashimoto, lupus
eritematoso sistémico, anemia hemolitica autoimune, cirrose biliar primaria e
miastenia gravis. Infeccdes virais, tais como HIV e infeccdo pelo virus de
Epstein-Bar, também podem causar LIP, muitas vezes existindo sinergismo
entre estes dois virus ?. Em criancas, HIV associado & hepatite crénica
ativa também pode precipitar uma LIP (/.

A deteccdo do comprometimento pulmonar nestes processos muitas
vezes pode ser incidental ou como conseqiiéncia do rapido desenvolvimento
de dispnéia e tosse ndo produtiva .

As caracteristicas radioldgicas sédo diversas, predominando o padrao
de opacidade em vidro despolido, cistos perivasculares ou “faveolamento”
(Figura 11C). Anormalidades reticulares sdo vistas em cerca de 50% dos
pacientes. Nédulos pulmonares também podem estar presentes &,

Histologicamente a LIP é definida como um infiltrado linféide
intersticial constituido por linfécitos, células plasmaticas e histidcitos,
associados a hiperplasia de pneumdcitos tipo || e moderado aumento de
macrofagos alveolares (Figura 11D). Septos alveolares podem exibir
foliculos linféides com centros germinativos ativos de distribuicdo peri-
linfatica, desarranjo arquitetural e granulomas nao necrotizantes 7. Estes
achados sdo chamados de componentes maiores do quadro histologico.
Macroéfagos alveolares e organizacao intra-alveolar de tecido de granulacdo
algumas vezes podem estar presentes como um dos componentes menores

deste padrao 473,
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Figura 11. Mostrando os padrbdes tomogréaficos e histolégicos da pneumonia
intersticial descamativa (DIP) e da pneumonia intersticial linféide (LIP).

(A) Tomografia computadorizada de alta resolucdo mostrando o
comprometimento uniforme do parénquima pulmonar, caracterizado por um
infiltrado do tipo vidro despolido no padrdo da DIP; (B) padréo histologico da
DIP, no qual se pode observar a presenca de espacos alveolares
preenchidos por macrofagos pigmentados sem desarranjo da arquitetura
pulmonar; (C) tomografia computadorizada de alta resolugdo mostrando a
formacao de cistos e o espessamento intersticial difuso caracteristico da LIP;
(D) padrdo histologico da LIP com intenso espessamento intersticial as
custas de linfocitos e plasmécitos. HE — (B) 40X; (D) 10X.
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2.4. PARADIGMAS DAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS IDIPATICAS

Recentes observacdes conduziram a novos conceitos sobre a
patogénese da fibrose pulmonar progressiva. Estas observacbes foram
baseadas em estudos de paciente com IPF, assim como em modelos

experimentais de fibrose pulmonar.

2.4.1. INFLAMACAO

A hipétese que dominou as décadas de 1970 e 1980 e que se
difundiu na literatura foi a da inflamagédo como causa da fibrose pulmonar,
baseada principalmente nas observacbes de lavado bronco-alveolar dos
pacientes com IPF, que caracteristicamente apresenta aumento do namero
de células inflamatérias, principalmente neutréfilos e linfocitos 47, A
resposta inflamatoéria seria motivada por um insulto exdégeno, que culminaria
numa fibrose progressiva.

Atribuindo a resposta inflamatoria a origem da fibrose pulmonar, a opinido
era de que esta fibrose poderia ser limitada ou impedida de se instalar ao se
conter o processo inflamatério. Infeizmente, parece agora que os achados
do lavado bronco-alveolar destes pacientes sdo provavelmente melhor
explicados por anormalidades estruturais na arquitetura do pulméo
(bronquiectasia de tragcdo) que alteram o trafego das células
inflamatérias ®). Isto quer dizer que a inflamagcéo da via aérea é o resultado

e ndo a causa da fibrose.
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Em contraposicdo, estudos recentes em modelos animais mostraram
gue as células linfocitarias podem, sim, representar um papel importante na
iniciacdo e na evolucédo da fibrose pulmonar. Estes estudos sugerem que as
diferentes subpopulacdes de linfocitos T CD-4+ ou CD-8+ ou ambas podem
contribuir na ativacao de citocinas fibrogénicas ('®.

Os linfécitos CD-3+ sdo células T que expressam o marcador de
superficie CD-3, um componente do complexo receptor da célula T (TCR)
utilizado no reconhecimento de antigenos. O receptor CD-3 dos linfocitos T
participa do mecanismo de ativacao intrinseca do linfécito. As duas maiores
subpopulacées de células T CD-3+ apresentam os marcadores de superficie
CD-4 ou CD-8 (respectivamente células T CD-4+ ou CD-8+) os quais se
agrupam com o CD-3 no TCR e servem como co-receptores para antigenos
peptideos apresentados por moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de células apresentadoras de antigenos
(APCs) ("9,

Diferentes padrdes de producdo de citocinas pelas células
inflamatérias estdo associados a diferentes padrbes de resposta
inflamatéria. Neste sentido, sdo descritos dois tipos de resposta: resposta T
helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) "), Os linfécitos T helper (CD-4+) virgens
possuem a capacidade de se diferenciar em Thl ou Th2, e essa
diferenciacdo é determinada, principalmente, por interleucinas do meio em
gue se encontram. A resposta Thl induz a produgé&o de interleucina 2 (IL -2),

interferon gama (INF-d) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Células Th2

induzem a producao de interleucinas 4, 5, 6 e 10 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) 7).
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O balanco entre a resposta Thl e Th2 é influenciado por diversos fatores,
como o perfil de citocinas do meio, dose antigénica, tipo de antigeno,
atividade de horménios presentes no meio (o cortisol direciona para resposta
Th2, a dehidroepiandrosterona direciona para uma resposta Thl). Sabe-se
gue a resposta linfocitaria do tipo Thl promove a citotoxicidade em
decorréncia da producao de IL-2, o IFN-d e o0 TNF-a, enquanto a resposta
Th2 gera aumento de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que sd&o importantes na
inducdo da producdo de anticorpos. Células Thl e Th2 desempenham
papéis relevantes em varias condicbes fisiolégicas ou patoldgicas '®. No
caso da fibrose pulmonar, o papel dos linfécitos Thl e 2 na producdo da
resposta inflamatoria e fibrose ainda ndo esta bem esclarecido.

Embora o papel da inflamacdo como uma das causas da fibrose
pulmonar idiopatica permaneca controverso, é dificil ignorar até agora a falta

da eficacia dos corticosteroides.

2.4.2. APOPTOSE DAS CELULAS EPITELIAIS

Um outro conceito que surgiu e tomou grande forca nos ultimos anos
€ 0 conceito da lesdo alveolar e apoptose do pneumdcito do tipo Il como
fatores precoces e importantes na patogénese da fibrose pulmonar. Estudos
ultra-estruturais tém demonstrado a presenca de lesdo alveolar e apoptose
do pneumécito tipo Il em bidpsias pulmonares de pacientes com IPF €9,

Estudos de Maeyama e colaboradores demonstraram a expressao

aumentada de proteinas pro-apoptoéticas nas células epiteliais alveolares dos
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pacientes com IPF @Y. Por outro lado, experiéncias de injuria e fibrose
pulmonar usando o modelo da bleomicina em camundongos sugeriram que
a inibicdo da apoptose da célula epitelial pode diminuir o processo de
fibrose. Esta inibicdo pode ser lograda por uma variedade de caminhos, tais
guais a inibicdo do Fas-Fas-ligande, inibincdo da producdo da angiotensina
e blogueio da ativacdo da cascata das caspases ©2-83,

O estudo de Wang e colaboradores observaram que fibroblastos na
IPF produzem os peptideos da angiotensina que promovem apoptose das
células epiteliais ®¥. Mais recentemente, o fator beta de transformacéo do
crescimento foi indicado como outro promotor da apoptose das células
epiteliais na fibrose pulmonar ©®.

Um mecanismo adicional proposto para explicar a apoptose da célula
epitelial é a producdo aumentada de oxidantes ®®). Diversos estudos
mostraram aumento excessivo na producdo de oxidantes na IPF, assim
como deficiéncias na producédo de glutatione @8 tripeptideo resultante da
combinacdo dos aminoacidos cisteina, acido glutamico e glicina. Glutatione
€ um potente antioxidante, ou seja, um desativador de radicais livres, como o
peréxido de hidrogénio, um oxidante importante presente nos processos de
inflamacé@o crbnica na superficie das células epiteliais das vias aéreas
inferiores . O glutatione esta presente no epitélio do trato respiratério
inferior normal e aparentemente tem um importante papel no fornecimento
de protecéo antioxidante a estas células 9.

Além dos reguladores potenciais da apoptose da célula epitelial

listados acima, o TNF-a foi também apontado como um promotor deste
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processo ). Experiéncias em ratos do tipo knockout para receptor de TNF-

a mostraram que o0 mesmos sao resistentes a fibrose induzida por
bleomicina, e 0 aumento da expressao do receptor de TNF-a nos modelos

animais esteve associado com fibrose pulmonar ©®. A expressdo do
receptor de TNF-a estd aumentada nos pneumdcitos do tipo Il nos pacientes
com IPF ®Y_ Estes dados sugerem que o TNF-a possui importante papel na
patogénese da fibrose pulmonar e na patogénese da IPF.

Véarios pesquisadores concordam que um elemento essencial e
inicializador da fibrose pulmonar progressiva na IPF é a perda da integridade
da membrana basal sub epitelial %Y. A perda da barreira protetora epitelial
alveolar poderia conduzir a exposicdo da membrana basal subjacente e a
injuria oxidativa, resultando na degradacdo da membrana basal. A perda da
integridade da membrana basal poderia ser um sinal importante para a
regeneracao da célula epitelial, que levaria a uma hiperplasia do pneumacito
tipo I1. caracteristica histolégica da UIP €9,

A lesdo continua da célula epitelial simultanea ao estimulo a
regeneracdo tecidual, resultando em incapacidade de regeneragéo
completa, poderia ser um sinal para o0 recrutamento de células
mesenquimais. Para tal recrutamento de células mesenquinais acontecer,
uma variedade de fatores de crescimento teriam que ser acumulados apés o
ferimento da célula epitelial e da sua proliferacdo. Estes fatores incluiriam o
fator do crescimento de queratindcitos, fator alfa de transformacdo de
crescimento, fator beta de transformacdo do crescimento, fator-1 de

crescimento insulin-like, fator de crescimento derivado de plaguetas, fator de
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crescimento de fibroblastos e fator de crescimento de hepatécitos 297,

Muitos destes fatores do crescimento ativam a quinase da tirosina, a qual é
capaz de sinalizar os caminhos que promovem a proliferacao de fibroblastos
e a producdo de matriz extracelular. Conseqiientemente, a continua lesao e
estimulo da regeneracdo da célula epitelial poderiam levar a um maior

recrutamento de fibroblastos e de miofibroblastos.

2.4.3. ANGIOGENESE

Paralelamente ao avanco do conhecimento do papel da angiogénese
no crescimento de lesGes neoplasicas e das terapéuticas que almejam
combater a angiogénese nos tumores, sugerikse a participacdo da
angiogénese também na determinacdo do remodelamento vascular, que
participaria da patogénese da fibrose pulmonar, principalmente da IPF.

Este aspecto tdo importante da atividade angiogénica visto na
promoc¢do do crescimento tumoral, também foi fortemente apontado por
Keane e colaboradores como participe da fibrose pulmonar progressiva,
tanto em modelos experimentais como em pacientes ®®. Keanes e
colaboradores encontraram aumento da atividade angiogénica no tecido
pulmonar destes casos ©®®. Estes achados foram corroborados por outros
autores (9100,

O aumentado da atividade angiogénica foi atribuido a um
desequilibrio de quimiocinas pro-angiogénicas e angiogénicas [interleucina-8

(IL-8)] e quimiocinas anti-angiogénicas [IFN proteina gama inducivel (IP-
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10)] ©®. O IP-10 é induzido pelo interferon gama (IFN-d). Diversos estudos,
tanto em animais como em seres humanos, sugeriram que o IFN-d inibe a
fibrose pulmonar progressiva %1% Entretanto, outras moléculas que
inibbem a apoptose da célula endotelial, tal qual o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), podem também contribuir para o0 aumento da
angiogénese.

Contrariamente ao conceito do aumento da angiogénese na fibrose
pulmonar, relatos recentes indicam que ha uma diminuicdo da expresséao de
VEGF e dos indices proliferativos das células endoteliais na IPF, como o0s

trabalhos de Gracey e Coalson (103104

Neste sentido, sugeriu-se que ha
uma diminuicdo da expressdo das proteinas pro-angiogénicas e
angiogénicas nos focos fibroblasticos da UIP, comparados ao tecido de
granulacdo da OP 105197 pode ser que exista angiogénese aumentada nos
estagios mais precoces do desenvolvimento da UIP e uma perda de vasos
nos estagios mais avancados %®. Apesar desta possibilidade, os dados que

dizem respeito a angiogénese nas IIPs att o momento mostram-se

contraditorios.

2.4.4. MOLECULAS DE ADESAO CELULAR

As moléculas de adesao celulares ¢ell adhesion molecules, CAMS)
sdo proteinas altamente especializadas encontradas na superficie
celular %8199 que permitem a interacéo entre as células 1%. Estao divididas

em familias. Dentre elas, a familia das selectinas, das glicoproteinas
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semelhantes a mucina, das integrinas e das imunoglobulinas sdo as mais

importantes na migracdo leucocitaria 1%®

. Os integrantes da familia das
caderinas sao importantes no reconhecimento e juncao de células vizinhas,
mantendo-as unidas. Sao importantes na manutencéo da arquitetura tecidual
(Wheelock MJ, Johnson KR. Cadherins as modulators of cellular phenotype.
Annu Rev Cell Dev Biol. 2003;19:207-35).

As selectinas sdo moléculas transmembrana % 119 cyjo nome deriva
do fato de possuirem um dominio de lectina amino-terminal extracelular, o
qual tem como ligante formas sialiladas de oligossacarideos
covalentementes ligados em diferentes proteinas, as chamadas

(108)

glicoproteinas semelhantes a mucina, . Assim, seus ligantes sempre

possuem porcdes de carboidrato 19,

Existem trés integrantes na familia das selectinas: a L-selectina (CD-
62L), presente em leucocitos, a P-selectina (CD-62P), presente em
plaquetas, e a E-selectina (CD-62E), presente em células endoteliais. A L-
selectina, expressa constitutivamente na maioria dos leucdcitos, liga-se a
contra-receptores nas células endoteliais e em plaquetas 1%, permitindo a
adesédo de linfécitos a vénulas de endotélio alto e a linfonodos periféricos
(11D A p-selectina, encontrada na superficie de células endoteliais ativadas
por citocinas e nas plaquetas P, esta4 presente constitutivamente na
membrana de granulos no interior dessas unidades e sdo rapidamente
dirigidas a superficie na vigéncia de estimulos apropriados, como trombina e

(112)

histamina A E-selectina é uma proteina exclusiva das células
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endoteliais ativadas e parece ter indutores diferentes daqueles da P-
selectina 2.

As selectinas E e P tém como alvo a ligacgdo a mondcitos e
neutrofilos. A regulacdo das selectinas pode ocorrer pela exportacdo para a
superficie celular de receptores pré-formados (P-selectina) e pela perda de
receptores da superficie celular apés ativacdo @19,

As (glicoproteinas semelhantes a mucina sdo os ligantes das

selectinas 199,

Podem conter, nas areas de ligacdo, sialil Lewis X
(tetrassacarideo fucosilado) ou Lewis X (trissacarideo), por exemplo *4),
Sdo membros desta familia a molécula de adesao celular dependente da
glicosilagao (Glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1, GlyCAM-1),
glicoproteina ligante de P-selectina 1 (P-selectin glycoprotein ligand-1,
PSGL-1 ou CD-162), CD-34 entre outros 1. O CD-34 é expresso nas
células endoteliais de pequenos vasos.

As integrinas sdo glicoproteinas transmembrana heterodimeéricas,
constituidas de cadeia alfa e beta (', Existem pelo menos 14 diferentes
subunidades alfa, oito subunidades beta e 20 dimeros conhecidos 19,
formados pela unido ndo-covalente das moléculas transmembrana alfa e
beta %9, Elas se ligam a proteinas especificas da matriz extracelular ou,
guando em leucdcitos, a ligantes da familia das imunoglobulinas de outros
tipos celulares 9. Neste grupo ha trés sub-familias principais, de acordo

com a subunidade beta: betal, beta2 e beta3 1%

. As betal-integrinas
permitem a ligacdo da célula & matriz extracelular 1°%109: as beta2-integrinas

(CD-18) podem estar associadas a trés subunidades alfa (CD-11a, CD-11b e
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CD-11c) ¥, sao exclusivas de células originadas na medula 6ssea % e
estdo envolvidas na adesdo dos leucécitos ao endotélio ou a outras células
imunes (1%): as beta3-integrinas participam da adesdo de plaquetas e
neutréfilos nos sitios inflamatérios e nos locais de leséo vascular (1%®.

A molécula de adeséo intercelular 1 (intercellular adhesion molecule-
1, ICAM-1 ou CD-54), molécula de ades&o intercelular 2 (intercellular
adhesion molecule-2, ICAM-2 ou CD-102), molécula de adesdo celular
vascular 1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1 ou CD-106),
molécula de adesao celular adressina de mucosas (nucosal addressin cell
adhesion molecule-1, MAdCAM-1) e a molécula de adesdo de células
endoteliais e plaguetas 1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1,
PECAM-1 ou CD-31) sédo as cinco CAMs da familia das imunoglobulinas.
Séao expressas nas células endoteliais para a adesao firme dos leucocitos
(109 A expressdo de ICAM-1 pode ser induzida em varias células
parenquimatosas 9. ICAM-1 participa das juncées inter-epiteliais tais como
juncBes aderentes, tight junctions, desmossomos e gap-junctions 119 e é co-
estimulante das funcdes citotdxicas dos linfécitos T 119,

As caderinas sao glicoproteinas que tipicamente mediam juncdes
homeotipicas (ligacdes entre moléculas iguais) dependentes de calcio. Sao
compostas por dominios extracelulares, uma regido transmembrana e uma
cauda citoplasméatica, a qual interage com filamentos de actina do
citoesqueleto via cateninas. Esta conexdo com o citoesqueleto permite

mobilizar maior ou menor numero de moléculas de caderina em uma dada

regido da membrana celular, regulando a forca da ades&o intercelular.
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Membros da familia da caderinas compdem juncBes aderentes,
desmossomos, jung¢des entre midcitos cardiacos, entre células endoteliais e
juncbes sinapticas. Além das ligagbes homeotipicas, importantes na
morfogénese e na manutencdo da arquitetura tecidual, as caderinas também
participam de adesfes heterotipicas entre leucdcitos e células mesenquinais
e epiteliais 9.

A expressdo de CAMs é um dos mecanismos através dos quais as
células interagem com o microambiente, mediante trés tipos de interacdes:
entre células e a matriz extracelular, entre células de um mesmo tipo e entre
leucdcitos e outros tipos celulares %),

A interacdo das células com a matriz extracelular, mediada por CAMs,
da mobilidade as células e permite mudancas conformacionais,
influenciando na diferenciacdo celular, tanto atravées das mudancas
conformacionais como pela transducédo de sinais da superficie para o nucleo
celular (109,

A interacdo entre as células do mesmo tipo intervém na funcédo de

barreira epitelial e na sinalizacdo entre as células (1%

. Com frequéncia,
envolve ligacdes homeotipicas, entre uma mesma CAM expressa em ceélulas
vizinhas. As CAMs de uma célula se ligam as de células adjacentes,
mantendo-as unidas %9, como é visto no epitélio alveolar da barreira
alvéolo-capilar.

Por fim, a interac@o entre leucdcitos e outros tipos celulares permite o

recrutamento, ativacdo e funcéo efetora dos leucdcitos. Envolve ligactes

heterotipicas, entre CAMs de uma célula e ligantes distintos de outra célula.
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Este tipo de interagdo ocorre entre leucoOcitos e células endoteliais e
epiteliais e entre linfécitos T e células apresentadoras de antigeno 1%,

Recentes estudos chamaram a atencdo para a possibilidade destas
moléculas estarem envolvidas na patogénese da fibrose pulmonar, talvez
recrutando células imunes e inflamatérias durante o processo de fibrose, de
reparo aberrante ou durante a injaria inicial %9,

Na tentativa de avaliar a atividade inflamatoéria nas doencgas
intersticiais pulmonares, trabalhos foram realizados para estudar as CAMs
soluveis no lavado bronco-alveolar. A analise do lavado bronco-alveolar de
pacientes com doencas intersticiais pulmonares (sarciodose, IPF e CVD)
demonstrou a presenca de E-selectina soluvel, relacionada ao excesso de
linfécitos. Também se observou positividade para VCAM-1 solivel em
alguns poucos casos, assim como positividade para ICAM-1 soltvel 1%

Outro estudo relatou aumento significativo da concentracdo de ICAM-
1 solavel no lavado broncoalveolar de pacientes com sarcoidose, mas nao
verificarou variacdo em relacdo aos controles saudaveis nos lavados de
pacientes com IPF %) Em contraste, os niveis de ICAM-1 sollivel circulante
estavam elevados nos pacientes com IPF, comparados aos controles e aos
pacientes com sarcoidose ©®.

Ha outros processos relacionados a génese da fibrose pulmonar nos
quais as CAMs devem estar envolvidas. A falha na regeneracdo das células
epiteliais alveolares para restaurar a superficie lesada talvez seja a

responsavel pela deposicdo patologica de componentes da matriz

extracelular por fibroblastos. Tal falha de regeneragéo poderia ocorer devido
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a expressao inapropriada de integrinas nas células epiteliais alveolares,
resultando em uma inadequada interacdo destas com os componentes da
matriz extracelular, alteracbes da mobilidade e da capacidade de
espraiamento de tais células (1%9.

A expressao de caderina epitelial (E-caderina), que participa das tight-
junctions, as quais unem as células epiteliais alveolares entre si, esta
alterada na IPF, o que talvez possa resultar em disfuncdo da barreira
epitelial, °®® com consequente lesdo da membrana basal e estimulo pré-
fibrogénico.

Na IPF, a funcao, proliferacdo e migracao de fibroblastos especificos,
acOes dependentes da interacdo de suas integrinas com componentes da
matriz extracelular, estdo alteradas, talvez em decorréncia da expressao
andmala de integrinas nos mesmos (%9,

O papel das células inflamatérias, em particular dos neutréfilos, na
inducdo da fibrose pulmonar ainda ndo foi elucidado. Eles talvez sejam
responsaveis pela secrecdo de proteases que causariam a lesao inicial
desencadeante do processo de fibrose, mas também é possivel que
favorecam a diminuicdo da fibrogénese pela promocéo da colagendlise e/ou
pela diminuicdo da sintese de colageno 19,

Neutrofilos raramente sdo encontrados no intersticio e no espaco
aéreo de bidpsias pulmonares de pacientes com UIP, a ndo ser nas areas de
extenso remodelamento e faveolamento pulmonar. A expressdo de E-

selectina restrita as areas de remodelamento extenso e faveolamento,

segundo alguns autores, poderia explicar esta distribuicdo caracteristica de
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117)

neutréfilos na UIP ¢ Porém, o papel da E-selectina na migracdo de

neutréfilos no pulméo ndo é compartilhado por outros autores ¥

,» que
associam a presenca de E-selectina soluvel no lavado bronco-alveolar ao
aumento percentual ndo neutréfilos, mas de linfocitos no lavado de pacientes
com DILDs (19,

A pesquisa da expressao de VCAM-1 resultou negativa tanto em
biépsias de pacientes com UIP como em controles. A ICAM-1 é encontrada
nos pequenos vasos e nhas ceélulas epiteliais alveolares de pulmdes
controles, assim como em areas de pulmdo normal, de pneumonite e de
faveolamento em biopsias de pacientes com IPF, nas quais ha
imunoexpressdo em capilares, macréfagos alveolares e pneumdcitos tipo |l
em regeneracgao. Sugeriu-se que a ICAM-1 pode participar da migracao para
o intersticio de linfécitos, o leucocito predominante nas areas de pneumonite,
e contribuir para a migracéo de neutréfilos 9.

Curiosamente, os linfocitos T CD-4+ do lavado bronco-alveolar de
pacientes com IPF, sarcoidose e pneumonite de hipersensibilidade
apresentam acima de 70% de positividade para alfa-beta7-integrina, contra
11,2% de positividade nos controles 1. Esta integrina se associa com a
ativacdo de linfocitos T e adesdo destes as superficies epiteliais, como ao
epitélio bronquico e & parede alveolar no pulméo 7.

Na IPF e na sarcoidose, a liberacdo espontanea de anion superoxido
por macrofagos alveolares estd aumentada, o que provavelmente se deva,
em parte, a interacdo de CD-11/CD-18 (cadeias das integridas)

macrofagicos com ICAM-1 alveolar '® e ao aumento do nimero de
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macréfagos que expressam CD-11a, CD-11b, CD-11c e CD-18, ou seja, que
expressam integrinas 1°®.

Os macroéfagos alveolares de pacientes com IPF apresentam padréo
morfolégico (menor tamanho, pequeno nimero de granulos e auséncia de
vacuolos proeminentes quando comparados aos macréfagos alveolares de
controles) 119 e perfil de expressdo de CD-1la, CD-11b e CD-1llc
semelhantes aos dos mondcitos circulantes, nos quais ha maior densidade
de CD-11b e CD-11c #1%209 Estes achados sugerem que ocorre migracdo
de macrofagos imaturos para o espaco alveolar e a ndo passagem pelo
processo de maturacdo, na qual ha reducdo da expressdo de CD-1la e
aumento de CD-11c, podendo justificar a funcdo anémala dos macréfagos
alveolares e o aumento da liberagdo espontanea de anion superéxido na IPF
(113, 114).

Ha aumento da expressdo de carboidratos na superficie de
macrofagos do lavado bronco-alveolar de pacientes com doenca intersticial
pulmonar, mais evidente nos casos de IPF. A expresséo de carboidratos na
superficie destes macrofagos € comparavel a dos mondcitos circulantes, o
gue também sugere a ocorréncia de migracdo de mondcitos imaturos para o
espaco alveolar e/ou que este fendtipo seja devido a uma maior atividade
pré-inflamatéria %)

Todos estes dados, mesmo que alguns sejam controversos, nos

permitem pensar na possibilidade de uma participacao importante das CAMs

na patogénese da IPF e de outras IIPs.
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2.4.5. MATRIZ EXTRACELULAR E COLAGENO V

A excessiva deposicdo descontrolada de proteinas da matriz
extracelular causada pela proliferacdo e ativagao dos fibroblastos chama a
atencdo, sendo um ponto crucial nos processos de fibrose pulmonar e
principalmente no processo de fibrose observado na IPF 129,

Mudancas arquiteturais severas, resultantes do aumento da
espessura das paredes alveolares com perda das unidades alvéolo-capilar,
conduzem a insuficiéncia respiratoria, caracteristica destas pneumonias
intersticiais *Y. O espessamento da parede alveolar tem sido alvo de muitos
estudos nos Gltimos anos 22,

As caracteristicas estruturais e funcionais dos colagenos fibrilares | e
Il do intersticio pulmonar normal e seu acumulo inapropriado no pulméo
fibrotico tém sido arduamente estudados e foram descritos por Varios
autores previamente (123-126),

Em contraste, as fungbes e as mudancas morfoldgicas estruturais
fisiol6gicas de outros colagenos fibrilares pulmonares e suas anormalidades
nos processos fibroticos ainda sdo pouco compreendidas. Em geral, o
processo de fibrogénese secundario a lesdo do tecido pulmonar é
caracterizado por deposicdo de uma grande quantidade de colageno na
matriz extracelular, e pela desorganizacdo morfolégica das fibras do

s 127-129) O mecanismo

colageno em tamanho e espessura diferente
patogenético para esta morfologia anormal ainda ndo esta bem definido e

pode ser a chave para o melhor entendimento da fibrose pulmonar. Entre
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estes colagenos fibrilares, o colageno V, nos ultimos anos, tem sido
implicado em varios processos de remodelamento e rejeicdo pulmonar
(130,131,132).

O colageno do tipo V foi descrito pela primeira vez por Burgeson e
colaboradores em 1976 apds sua extracdo do tecido placentario

(130)

humano . Este colageno é encontrado em propor¢cdes menores que 0S

outros colagenos no intersticio pulmonar. E uma proteina da matriz
extracelular com propriedades estruturais e biossintéticas impressionantes,
diferentes daquelas do colageno tipo | e 1l 3V, O colageno do tipo V tem
funcdo importante na formacdo de fibras heterotipicas, no controle da
fibrogénese e na regulacéo do tamanho das fibras de colageno (29131,

O colageno do tipo V é essencial ndo s6 para regular os diametros
das fibras de coladgeno como também para manter a integridade do tecido
conectivo, exibindo fungdes diferentes, dependendo da distribuicdo e das
isoformas moleculares @3V, As moléculas deste colageno contribuem para
ligar os colagenos a membrana basal, sendo importantes para a adeséo
celular e para processos de reparo da matriz extracelular 39,

A associacao entre colagenos do tipo I, lll e V é importante para a
preservacédo e a integridade do tecido conectivo dos vasos intersticiais 2.
Esta interacdo entre os diferentes tipos de coldgeno e a formacéo
consequente de fibras heterotipicas tridimencionalmente entrelacadas pode
influenciar fortemente a arquitetura e a funcédo dos tecidos (2.

Relatos recentes de remodelamento vascular e de fibrose intersticial

em modelos experimentais de fibrose pulmonar induzida por imunizacdo
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com colageno humano do tipo V apontam para a participacdo deste

(134) " Curiosamente, este

colageno na patogénese da fibrose pulmonar
fendmeno fibrético induzido pela imunizacdo por colageno V ndo ocorreu na
administracdo simultdnea de outros tipos de colageno, como o | ou o lll,
freqiientemente aumentados nos processos de fibrose pulmonar 29,

E possivel que o colageno | e Ill, juntamente com o colageno V,
tenham um papel importante no processo fibrético pulmonar, modulando as
propriedades biomecanicas das fibrilas de colageno e gerando

desestruturacdo de sua formacao espacial normal, contribuindo no processo

de fibrose.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sao:

3.1. OBJETIVOS GERAIS — Impacto dos determinantes anatomo-clinico-
radioldgicos no prognostico e sobrevida dos pacientes com IPF,

AlIP e NSIP.

1. Caracterizar aspectos morfologicos e clinicos e provas de funcao
pulmonar de pacientes com UIP/IPF, DAD/AIP e NSIP/NSIP e

correlaciona-los a alteracfes vasculares.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS — Caracterizacdo do remodelamento
vascular na IPF, AIP e NSIP e sua correlagdo com o progndstico e

sobrevida destes pacientes.

1. Estudar o remodelamento vascular;

2. estudar a possivel etiopatogenia do remodelamento vascular na UIP,
DAD e NSIP através de marcadores vasculares, inflamatérios e de
remodelamento da matriz extracelular;

3. verificar o impacto do remodelamento vascular na sobrevida e no

prognadstico dos pacientes com IPF, AIP e NSIP.
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4. CASUISTICA E METODOS

O presente estudo (Protocolo de Pesquisa n° 226 02) teve aprovacao
da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP), em sessdo de 08 de maio de

2002, conforme documentacéo apresentada no Apéndice A.

4.1. CASUISTICA

Este estudo iniciou-se com uma abordagem retrospectiva das
doencas intersticiais pulmonares através de uma pesquisa junto ao Sservico
de arquivo médico do Instituo Central e do Instituto do Coracdo do HC-
FMUSP, de todos os pacientes com DILDs que fizeram acompanhamento
ambulatorial ou que estiveram internados e realizaram biopsia pulmonar a
céu aberto no periodo de janeiro de 1979 até dezembro de 2004.

Foi criado um banco de dados com as seguintes informacfes a
respeito de cada paciente cirurgicamente biopsiado: nome, numero de
registro no HC-FMUSP, namero da biépsia, idade do paciente na data da
bidpsia, sexo, clinica de origem, data da bidpsia, diagnéstico sindrémico e

diagndstico anatomopatoldgico dado a ocasido da bidpsia.
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Apos revisao histologica das laminas recuperadas, cruzada com a
andlise dos laudos dados a época da realizagdo das biopsias, selecionaram-
se 640 biopsias pulmonares a céu aberto que foram caracterizadas como
DILDs 3%_ A distribuicdo de frequiéncia dos diagnésticos revistos pode ser

observada na Figura 12.

DILDs (n=640)
48%
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4%
13%

% 55 206 4% 3%

O Idiopaticos=310

B Hipersensibilidade=25
OLLM=20

O Histiositise X=13

B PID-n&0=46

B Pneumoconiose=30
@ Colagenose=85

O Sarcoidose=27

O Vasculites=29

B Outros=55

Figura 12. Grafico da distribuicdo de frequéncia dos diagndésticos das
doencas intersticiais pulmonares difusas (DILDs) em bi6psias pulmonares a
céu aberto realizadas de janeiro de 1979 a dezembro de 2004 no HC-FMUSP.

DILD: diffuse interstitial lung disease; LLM: linfangioleiomiomatose; PID -néo:
pneumonias intersticiais difusas ndo classificaveis.
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4.2. METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo de corte transversal. Diante da
cauistica de 640 biépsias de DILDs, selecionouse as 310 IIPs para

prosseguir o estudo.

4.2.1. RECLASSIFICACAO DO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DAS IIPs

De posse das laminas dos casos classificados como 1IPs, procedeu
se sistematicamente a reclassificacéo histologica destas bidpsias, de acordo
com os padrdes definidos pelo consenso da ATS/ERS . As bi6psias cujos
padrdes histolégicos ndo se enquadraram em nenhuma dos sete padrdes do
consenso foram chamadas de “inclassificaveis”. Esta reclassificacdo foi feita
pelo pesquisador e dois patologistas experientes da area de patologia
pulmonar, conhecedores dos critérios preconizados pelo consenso da
ATS/ERS de 2001 ¥ (Profa. Dra. Vera Luiza Capelozzi e Dr. Alexandre
Ab’Saber). A reclassificacéo foi procedida de maneira cega, ou seja, nenhum
dos trés patologistas conhecia o diagnéstico do padrdo histolégico de IIP
dado previamente.

As laminas coradas por Hematoxilina-Eosina foram analisadas ao
microscopio éptico. Todas as bidpsias foram revistas pelos trés patologistas
separadamente. Em casos de discordancia, realizava-se uma analise
conjunta, na qual participavam os trés revisores, até que se chegasse a um

diagnostico de consenso.
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Os diagnosticos histologicos estabelecidos foram, muitas vezes,
diferentes dos antigos, por conta das mudancas significativas sofridas pela
nomenclatura das IIPs desde a primeira classificacdo proposta por Liebow e
Carrington em 1969 @7 A reclassificacdo permitiu homogeneizar a
nomenclatura dos padrdes histoldgicos, mediante 0 uso dos novos critérios
da ATS/ERS.

Com a reclassificacdo de todos os casos, tragcou-se o perfil da
distribuicAo de frequéncia dos padrdes histologicos das bidpsias

previamente classificadas como I1Ps %9 visto na figura 13.

[IPs (n=310)
29% 18%

16%
17%
’ 1% 5% 5% 9%
m UIP=88 B DAD=54 B NSIP=49
0 OP=26 B RB=14 O LIP=16

@ DIP=2 0O Pll-n&o=51

Figura 13. Grafico da distribuicdo de freqliéncia dos padrdes histologicos das
pneumonias intersticiais idiopaticas (IIPs) em bidépsias pulmonares a céu
aberto realizadas de janeiro de 1979 a dezembro de 2004 no HC-FMUSP.

IIPs: idiopathic intersticial pneumonias; PIll-ndo: pneumonia intersticial
idiopética nao classificavel.

4.2.2. LEVANTAMENTO DE DADOS DOS PRONTUARIOS
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Os dados dos prontuarios foram revisados e avaliados mediante a
pesquisa no arquivo médico do HC-FMUSP.

A revisao do prontuario de cada paciente utilizou uma adaptacdo do
protocolo utilizado na avaliacdo de pacientes com doencas intersticiais
pulmonares no Ambulatério de Doencas Intersticiais Pulmonares da
Disciplina de Pneumologia do HC-FMUSP. Este protocolo adaptado consta
de itens clinicos e exames complementares (identificacdo do paciente, dados
ocupacionais, histéria da doenca, medicamentos utilizados, interrogatério sobre
os diversos aparelhos, antecedentes pessoais, exposicbes ambiental e
ocupacional, antecedentes familiares, avaliacdo de exames radioldgicos,
exames laboratoriais, gasometrias e provas de fungcdo pulmonar). O

protocolo adaptado pode ser observado no Apéndice B.

42.2.1. LEVANTAMENTO DAS PROVAS DE FUNCAO PULMONAR

Provas de fungdo pulmonar, realizadas um ou dois meses antes da
biépsia pulmonar a céu aberto, foram revistas para serem incluidas no
estudo. Estas provas espirométricas haviam sido realizadas em um
espirdbmetro computadorizado (Collins Plus Pulmonary Function Testing
System; Warren E. Collins, Inc., Braintree, Mass.), em concordancia com

s 8137 Ccapacidade vital forcada

parametros estabelecidos pela ATS/ER
(CVF), volume expiratério no primeiro segundo (VEF;) e razdo VEF,/CVF

multiplicada por 100 foram levantados dos prontuarios.
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A porcentagem do predito de volume residual (VR), capacidade
pulmonar total (CPT), razdo VR/CPT e fator de difusdo do monoxido de
carbono (DLCO), obtidos previamente pela técnica de diluicdo do hélio,
também foram levantados dos prontuérios.

As equacoes de Morris foram usadas para espirometria, de Goldman,

para volumes pulmonares e de Crapo, para a difusao.

4.2.3. ANALISE DAS BIOPSIAS PULMONARES

ApoOs a reclassificacdo histolégica e levantamento de dados de
prontuario, foram selecionados um total de 109 casos de AIP/DAD (n=25),
NSIP/NSIP (n=22) e IPF/UIP (n=62) para o estudo. Os critérios para selecao
dos casos foram presenca de morfologia compativel com os padrbes
histol6gicos estudados e auséncia de duvidas quanto ao diagnéstico clinico
e anatomopatoldgico.

Selecionados o0s casos, procedeu-se a avaliacdo histologica das
biépsias, inicialmente pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE), que

compreendeu:

42.3.1. DETERMINACAO DO GRAU DE COMPROMETIMENTO

PARENQUIMATOSO

Mediante andlise semiquantitativa, as 109 bi6psias foram
subclassificadas em padrbes histologicos relacionados ao grau e atividade

do remodelamento parenquimatoso. Os casos de DAD foram
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subclassificados em dois padrfes histologicos: 1) presenca de infiltrado
inflamatério agudo com depdsito de membranas hialinas caracterizou o
padrdo exudativo do DAD (Figura 14A e B); 2) extensas areas de tecido de
granulacdo com espessamento do intersticio pulmonar e formacgdo de
neoseptos caracterizaram o padrao do DAD proliferativo (Figura 14C e D).

A pneumonia intersticial ndo especifica foi subclassificada em dois
grandes grupos: 1) espessamento do intersticio pulmonar por extenso
infiltrado inflamatorio crénico, constituido por linfécitos e alguns plasmécitos,
com minima fibrose intersticial caracterizou o padrdo de NSIP celular (Figura
15A e B); 2) espessamento septal, caracterizado por fibrose extensa do
intersticio pulmonar, com minima quantidade de infiltrado inflamatério
cronico caracterizou o padrao de NSIP fibrosante (Figura 15C e D).

As areas histologicas alternantes de remodelamento na UIP foram
subclassificadas nos seguintes padrdes histolégicos: 1) areas de colapso
alveolar com relativa preservacdo do parénquima pulmonar, discreto
espessamento do intersticio septal por fibrose e raros focos de fibroblastos
caracterizaram o padrdo de UIP-fiborose minima (atividade fibrotica minima)
(Figura 16A); 2) areas de colapso alveolar extenso, moderada fibrose mural
organizante com moderada quantidade de focos de fibroblastos
caracterizaram o padrdao de UIP-fiborose moderada (atividade fibrética
moderada) (Figura 16B); e 3) extensas areas de fibrose mural com zonas de
faveolamento parenquimatoso e presenca de ativa proliferacdo de focos de
fibroblastos e miofibroblastos caracterizaram o padréo histologico de UIP-

fibrose severa (atividade fibrética severa) (Figura 16C).
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Figura 14. Padrdes histolégicos do dano alveolar difuso (DAD)

(A) Vista panoramica do DAD mostrando acometimento pulmonar difuso e
extensas areas de menbranas hialinas (B) Detalhe mostrando a presenca de
infiltrado inflamat6rio agudo com depdsito de membranas hialinas (DAD
exudativo); (C) vista panoramica mostrando acometimento difuso com
extensas areas de tecido de granulacao; (D) &reas de tecido de granulacao,
espessamento intersticial e formacéo de neoseptos (DAD proliferativo). HE —
(AeD) 10X, (B e C) 200X.
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Figura 15. Padrdes histolégicos da pneumonia intersticial néo-especifica
(NSIP)

(A) vista panoramica mostrando espessamento intersticial difuso; (B)
espessamento do intersticio pulmonar por extenso infiltrado inflamatério
cronico, constituido por linfocitos e plasmocitos com minima fibrose (NSIP
celular); (C) vista panoramica mostrando acometimento intersticial difuso
com predominio fibrotico, (D) espessamento septal, caracterizado por fibrose
extensa com minima quantidade de infiltrado inflamatdério crénico (NSIP
fibrosante). HE — (A e C) 10X, (B e D) 200X.
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Figura 16. Padrbes de remodelamento ativo da pneumonia intersticial usual
(UIP).

(A) Extensas areas de colapso alveolar com relativa preservacdo do
paréngquima pulmonar, minimo espessamento intersticial fibroso e minima
guantidade de focos de fibroblastos (UIP-fibrose minima); (B) moderada
fiorose mural organizante com moderada quantidade de focos de
fibroblastos (UIP-fibrose moderada); (C) fibrose mural organizante severa
com zonas de faveolamento e ativa proliferacdo de fibroblastos e
miofibroblastos (UIP -fibrose severa). HE — (A, B, C) 10X.
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4.2.3.2. DETERMINACAO DO GRAU DE OCLUSAO VASCULAR

Mediante analise semiquantitativa, o0 grau de oclusdo arterial foi
mensurado, através do sistema de classificacdo de Heath Edwards *® para
remodelamento vascular, conforme segue:

Grau | — Hipertrofia isolada da camada média arterial

Grau Il — lesao intimal proliferativa

Grau Ill — ocluséo total do lume arterial por tecido fibroso

Grau IV — lesédo plexiforme

Grau V — lesdo aneurismatica vascular

Grau VI — necrose fibrinoide da parede vascular

A éarea e perimetro interno do lumen e espessura da parede das
artérias de grande e médio calibre (pré e intra-acinares) foram mensurados.
Um namero de 4 a 8 artérias por espécime foi analisado. O sistema utilizado
para estas mensuracdes consistiu de uma camera JVC TK C1380 acoplada
a um microscopio Leica, com visualizacdo das imagens num monitor Sony
Trinitron 39, As imagens foram adquiridas digitalmente (Oculus TCX,
Coreco inc; St Laurent, Quebec, Canada) em um computador Pentium 3
300Mhz, usando o software Image Pro-Plus. Para andlise quantitativa da
extensdo do remodelamento vascular foi utilizada uma magnificacdo de
200X. A area interna e perimetro interno luminal foram determinados por

mensuracao digital (139).
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4.2.4. TECNICAS DE COLORACAO

Laminas dos casos foram preparadas para o estudo histoquimico,
imuno-histoquimico, de imunofluorescéncia e de reconstrucao tridimensional
dos colagenos I, lll e V.

Tecidos de pulm&es normais de cinco individuos com idade média de
60£3,6 anos, mortos por causas violentas e ndo pulmonares, foram usados
como controles normais no estudo das fibras de colageno e elastica
vasculares pela coloracdo de Picrossirius e resorcina, nos estudos imuno-
histoquimicos, no estudo de imunofluorescéncia do colageno tipo V e na
quantifificacdo de plasmocitos em laminas coradas por HE. Nenhum destes
tecidos controles tinha critérios histolégicos compativeis com IIPs.
Fragmentos representativos foram obtidos de &reas sem processos
patolégicos. Os tecidos controles foram submetidos aos procedimentos de
coloracéao junto aos casos do estudo.

As técnicas de coloracdo empregadas foram as seguintes:

4241 TECNICA EMPREGADA NA COLORACAO DAS FIBRAS DE

COLAGENO E FIBRAS ELASTICAS

A coloragéo das fibras colagenas foi efetuada segundo a técnica de
Picrossirius sem hematoxilina, permitindo a sua quantificacdo. Utilizou-se
uma solucao de Sirius Red 0,2% (Direct Red 80, CI 35780, Wisconsin, USA),
dissolvido em contedudo aquoso saturado por &cido picrico. A solucédo é

incubada por uma hora a temperatura ambiente. A acentuacdo da



METODOS 86

birrefringéncia do colageno promovida pelo método de Picrossirius-
polarizacdo é especifica para estruturas colagenas composta por agregados
de moléculas orientadas.

A coloragdo para as fibras elasticas foi executada pelo método
Weigert Resorcina-Fucsina modificado, com oxidacdo prévia, que cora 0s
trés tipos de fibras do sistema elastico (oxitalanicas, elauninicas e fibras
elasticas completamente desenvolvidas), mas que nao permite identifica-las
separadamente. Tal coloracdo segue o0 seguinte protocolo: primeiramente as
laminas sao desparafinadas e hidratadas da maneira convencional,
permanecendo 20 minutos em Xilol aquecido a 95°C, seguido de trés banhos
de xilol & temperatura ambiente. Em seguida, o tecido € hidratado,
submergindo-se as laminas em alcool absoluto, alcool 95% e alcool 70%,
respectivamente, seguido de lavagem em agua corrente e depois em agua
destilada e deionizada. Sobre os cortes, € depositada uma solucdo aquosa
de Oxona 10% (DuPont, Delaware, USA) por 40 minutos para promover a
oxidacdo. Posteriormente, lava-se em agua corrente por cinco minutos e, em
seguida, com &lcool 70 e 95%, respectivamente. E, entdo, realizada a
coloracédo pela Resorcina-Fucsina de Weigert por uma hora a temperatura
ambiente, seguida por cinco minutos de lavagem em &gua corrente e de
duas trocas de dez minutos em alcool 70%. A coloracdo de fundo é
removida com uma passagem em solucdo alcool-acido a 1% (1ml de HCI
para 99ml de alcool 70%) e posterior lavagem em agua corrente.

Finalmente, as laminas sdo entdo desidratadas, diafinizadas e montadas.
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4.2.42. TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA EMPREGADA NA
DETECCAO DOS ANTIGENOS CD-34, VCAM-1, E-SELECTINA,
ICAM-1, CD-68, ELASTASE DE NEUTROFILOS, CD-20, CD-4,

CD-8 ECD-3

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histolégicos de
3um de espessura com 0 uso de um microtomo e montados sobre laminas
de microscopia, sem a realizacdo de coloracéo.

Antes das reac¢Bes imuno-histoquimicas, as laminas foram
submetidas ao seguinte processo de silanizacdo: primeiramente elas
foram mergulhadas em uma cuba com 4alcool, em duas cubas
consecutivas com acetona e depois em mais duas consecutivas com
silane (SIGMA A3648), permanecendo por cinco minutos em cada cuba.
O processo de silanizacdo termina com mais quatro banhos, sendo dois
em cubas com acetona e, em seguida, mais dois em agua destilada.

As laminas silanizadas foram submetidas a técnica de imuno-
histoquimica, conforme o seguinte protocolo: primeiramente estas foram
desparafinadas em banho de 20 minutos em xilol aquecido a 95°C, seguido
de trés banhos de xilol a temperatura ambiente. Em seguida, o tecido foi
hidratado submergindo-se as laminas em alcool absoluto, alcool 95% e
alcool 70%, respectivamente, e depois se procedeu a lavagem em agua
corrente e em agua destilada e deionizada.

O préximo passo foi a recuperacao antigénica, realizada em panela a

vapor, na qual foi colocado o ber¢o com as laminas em cuba com solugéo de
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citrato 10mM, pH 6,0 a 95-100°C. Apds 35 minutos, a cuba com as laminas
foi retirada e permaneceu mais 20 minutos em temperatura ambiente para
esfriar. Entdo, realizou-se a lavagem em tampao fosfato de sodio 0,05M, pH
7,2-7,4 (PBS) por trés vezes, trés minutos cada.

Na sequéncia, procedeu-se o0 blogueio das peroxidases enddgenas,
lavando-se as laminas em peroxido de hidrogénio 10V (3%), sete vezes por
cinco minutos. Entdo, as laminas foram lavadas trés vezes em agua
corrente, trés vezes em agua destilada e mais trés vezes em PBS, cada
lavagem durando trés minutos.

O préximo passo foi o bloqueio de sitios inespecificos, colocando-se
as laminas em leite desnatado 2% diluido em PBS por 20 minutos em
temperatura ambiente. As laminas foram, em seguida, escorridas e secas ao
redor do corte.

Os anticorpos primarios, nas seguintes diluicdes, foram pingados,
cada um em uma lamina pré-processada: CD-34 diluicdo 1:25 (Novocastra
Laboratory, Newcastle, United Kingdom), VCAM-1 diluicdo 1:80 (Dako A/S,
Copenhagen, Denmark), FCAM-1 diluicdo 1:200 (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., USA), CD-68 clone M814 diluicdo 1:3200 (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark), elastase de neutréfilos clone M752 diluicdo 1:800 (Dako A/S,
Copenhagen, Denmark), CD-20 diluicdo 1:600 (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark), CD-4 diluicdo 1:400 (Dako A/S, Copenhagen, Denmark), CD-8
diluicdo 1:100 (Dako A/S, Copenhagen, Denmark) e CD-3 diluicdo 1:600
(Dako A/S, Copenhagen, Denmark). As diluicbes foram feitas em soro

albumina bovina (BSA), Sigma. As laminas foram cobertas com 100ni
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dessas solucbes e permaneceram incubadas em camara Umida em
geladeira durante 18 horas.

ApoOs este periodo de incubacao, as laminas foram lavadas em PBS
trés vezes por trés minutos e, em seguida, foram incubadas com o anticorpo
secundario LSAB-HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin —  System
Peroxidase; k-0690; Dako A/S, Copenhagen, Denmark), comercializado ja
pronto para uso, conforme a seguinte sequéncia de utilizagdo: primeiramente
foi incubado o anticorpo secundario por uma hora a 37°C, em seguida, as
laminas foram lavadas em PBS e incubadas com estreptoavidina-biotinilada
peroxidase por 45 minutos a 37°C.

Apbs trés banhos de trés minutos em PBS, procedeu-se a revelagao:
as laminas foram colocadas no cromogeno (3-3’-diaminobenzamidina — DAB
100mg em 70mL de PBS + 3mL de agua oxigenada; Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA) por cinco minutos, lavadas em agua corrente por mais cinco
minutos, contracoradas em hematoxilina de Harris (Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA) por 30 segundos e novamente lavadas em agua corrente por
cinco minutos e, para serem desidratadas, foram submergidas por trés vezes
em alcool 70%, trés vezes em alcool 95%, trés em alcool absoluto e mais
trés em solucao de xilol.

Para a marcacdo imuno-histoquimica da E-Selectina os passos
descritos sao similares. Uma vez realizada a recuperacdo antigénica e
esfriadas as amostras, elas seguiram para digestdo enzimatica em tripsina

por 10 minutos a 37° C. Posteriormente, foram lavadas com PBS por duas a

trés vezes por trés minutos e, apos diluido o anticorpo primario E-Selectina
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diluicdo 1:30 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA), as laminas foram
incubadas com 0 mesmo em camera Umida em geladeira por 24 horas. Apds
a incubacédo, as laminas foram lavadas com PBS trés vezes por trés
minutos, incubadas com anticorpo secundario (Kit Dako LSAB+Ap K0689)
por 30 minutos a 37°C e lavadas novamente com PBS trés vezes por trés
minutos. As laminas foram colocadas em solucdo de cromégeno Fast Red
Sigma F4648 e, posteriormente, lavadas em agua corrente por uma hora,
contracoradas em hematoxilina de Harris (Sigma Diagnostics, St. Louis,
USA) por 1 hora e 30 minutos e lavadas novamente em agua corrente por
cinco minutos.

Para controles positivos de CD-34, VCAM-1, E-Selectina e ICAM-1
utilizou-se tecido de lingua e adenocarcinoma de célon, sabidamente positivos
apos titulacdo, para estes anticorpos primarios. Para os marcadores CD-68,
elastese de neutréfilos, CD-20, CD-4, CD-8 e CD-3, utilizaram-se como
controles tecido linféide sabidamente positivo para estes marcadores. Todos
os controles foram processados simultaneamente aos casos. Para controle
negativo, laminas dos mesmos tecidos controles foram incubadas com BSA.

Todas as laminas finalmente foram montadas com laminula e Entelan,

rotuladas e mantidas em posicao horizontal por 24 horas.

4.2.4.3. TECNICA EMPREGADA NA MARCACAO DOS COLAGENOS

TIPOS I, INEV

Cortes transversais das biopsias de pulmédo de pacientes com IPF,

preparados em laminas previamente tratadas com 3-aminopropiltriethoxy
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silano (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA) pela técnica descrita acima,
foram imersos em xilol quente por 20 minutos, a seguir, submetidos a trés
banhos de xilol frio e hidratados com sucessivas lavagens com alcool etilico,
em concentracdes decrescentes (100%-75%), agua destilada e PBS.

Para a exposicdo e recuperacdo dos sitios antigénicos, o material foi
digerido com 2ug de pepsina de porco (10000U/ml) (Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA) dissolvida em 500ul de acido acético 1IMm e incubadas por 30

minutos a 37°C. Os cortes tratados foram lavados por trés vezes, dez

minutos cada, com PBS e incubados com o anticorpo de coelho
anticolageno tipos | e V humanos (produzidos pelo Laboratério de
Investigacdo Médica 17 do HC-FMUSP) diluicdo 1:200 e 1:2000 em PBS,
respectivamente, e anticolageno Il monoclonal (Oncogenre), diluigdo 1:100
em PBS, em laminas diferentes por uma noite.

ApoOs esse periodo, os cortes foram lavados em PBS com Tweeny
0,05% e incubados por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho e camundongo conjugados com fluoresceina (Dako A/S,
Copenhagen, Denmark) diluidos 1:50 em solucdo de PBS contendo azul de
Evans 0,005% e montadas com solucdo de glicerina tamponada. A reacdo

foi visualizada em microscopio de fluorescéncia marca Nikon.

4.2.44. MARCACAO DOS COLAGENOS I, Il E V PARA

RECONSTRUCAO TRIDIMENCIONAL

Os blocos selecionados foram submetidos a cortes histoldgicos de 20

pum de espessura com o uso de um micrétomo e montados sobre laminas de
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microscopia previamente tratadas com 3-aminopropiltriethoxy silano (Sigma
Diagnostics, St. Louis, USA), sem a realizagcdo de coloragcdo. Em seguida,
foram imersos em xilol quente por 20 minutos, submetidos a trés banhos de
xilol frio e hidratados com sucessivas lavagens com 4alcool etilico, em
concentracdes decrescentes (100%-75%), agua destilada e PBS.

Para a exposicao e recuperacao dos sitios antigénicos, o material foi
digerido com 2ug de pepsina de porco (10000U/ml) (Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA), dissolvida em 500 pl de acido acético 1Mm e incubadas por 30
minutos a 37°C. Os cortes tratados foram lavados por trés vezes, dez
minutos cada, com PBS e incubados conjuntamente com os anticorpos de
coelho anticolageno dos tipos | e V humanos (produzidos pelo Laboratorio
de Investigacdo Médica 17 do HC-FMUSP), diluicdo 1:200 e 1:2000 em
PBS, respectivamente, para obtencdo de dupla marcacdo em uma mesma
lamina. Do mesmo modo, os anticorpos de coelho anticolageno tipo |
(produzido pelo Laboratério de Investigacdo Médica 17 do HC-FMUSP),
diluicdo 1:200 em PBS, e anticolageno Il monoclonal (Oncogene), diluicdo
1:100 em PBS, foram incubamos conjuntamente, para dupla marcacdo. A
incubacé&o levou uma noite.

ApoOs este periodo, os cortes foram lavados em PBS com Tweeny
0,05%. Os cortes com dupla marcacgéo para colageno | e V foram incubados
por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado com fluoresceina (Dako A/S, Copenhagen, Denmark), diluicao
1:50 em PBS, para o colageno do tipo V e anti-lgG de camundongo

conjugado com rodamina (Dako A/S, Copenhagen, Denmark), diluicdo 1:50
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em PBS, para o colageno I. Os cortes com dupla marcac¢éo para colageno |
e lll foram incubados por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado com fluoresceina (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark), diluicdo 1:50 em PBS, para o colageno do tipo | e anti-IgG de
camundongo conjugado com rodamina (Dako A/S, Copenhagen, Denmark),
diluicdo 1:50 em PBS, para o colageno Ill 49, Posteriormente, as laminas
foram montadas com solucao de glicerina tamponada.

As reacdes foram visualizadas no microscopio confocal para

reconstrucao tridimensional marca Zeiss com fluorescéncia invertida.

4.2.5. QUANTIFICACAO DAS MARCACOES ENCONTRADAS

Todas as marcagdes foram quantificadas da seguinte maneira:

4251 QUANTIFICACAO DAS FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS

A quantificacdo das fibras de colageno e elasticas vasculares das
artérias pré e intra-acinares, evidenciadas pela coloragdo de Picrossirius
sem hematoxilina e pela coloracdo de Weigert Resorcina-Fucsina
modificado, foi realizada através de um analisador de imagens acoplado a
um microscoépio optico. O sistema utilizado consistiu de uma camera JVC TK
C1380 acoplada a um microscopio Leica, a partir do qual as imagens foram
visualizadas no monitor e capturadas. No caso das fibras colagenas,
coradas com Picrossirius, foi utilizado um polarizador de luz na captura das

imagens, para evidenciar tais fibras.
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Através de um sistema digital inserido no computador, as imagens
foram processadas pelo software Image Pro-Plus. O célculo da area das
fibras, em micrémetros quadrados, foi dado através do reconhecimento das
frequéncias de luz correspondentes as fibras birrefringentes, no caso do
Picrossirius; e das frequéncias correspondentes a cor negra, para a
resorcina. O mesmo padrdao de frequéncias foi utilizado para todas as
laminas de cada tipo, evitando qualquer tipo de viés. Além das areas
correspondentes as fibras da parede vascular, também foi calculada,
utilizando o mesmo software, a area sélida total vascular excluindo o espaco
luminal, selecionada com o mouse.

O resultado da quantidade de fibras de colageno ou fibras elasticas
dividida pela &rea total solida vascular foi expresso em fracdo de é&reas

vascular das fibras.

4.25.2. DETERMINACAO DOS INDICES IMUNO-HISTOQUIMICOS

A coloracdo castanha foi considerada evidéncia da expressdo dos
antigenos CD-34, VCAM-1, ICAM-1, CD-68, elastase de neutrofilos, CD-20,
CD-4, CD-8 e CD-3 nas células e a coloracdo vermelha foi considerada
evidéncia da expressdo de E-selectina nas células, em laminas com
marcacgao do correspondente anticorpo.

Para determinar os indices de expressdo dos antigenos depois da
imuno-histoquimica, foi usada a técnica do point-counting, utilizando reticulo

contendo 100 pontos e cinquenta retas, segundo proposto em 1988 por
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Gundersen e colaboradores Y. Ao aumento de 400X, foram examinados
dez campos microscopicos aleatérios e nao-coincidentes, totalizando 1.000
pontos por lamina, cobrindo uma area de 62.500mm? nos casos de DAD e
NSIP. Nos casos de UIP, pela distribuicdo heterogénea do processo, foram
avaliados dez campos nas areas normais, dez nas areas intermediarias
(colapso alveolar) e dez campos nas areas de fibrose mural organizante,
caracterizada pela presenca de focos de fibroblastos e zonas de
faveolamento parenquimatoso, totalizando 30 campos correspondente a
3.000 pontos por lamina, cobrindo uma area de 187.500nm?. Areas do eixo
broncovascular foram cuidadosamente evitadas durante as medigdes.

A porcentagem (P) de pontos marcados no compartimento de
referéncia para cada antigeno estudado foi expressa conforme a férmula:

P = (Pix100)/Pt

Onde Pi € o numero de pontos que incide sobre a positividade dos
marcadores imuno-histoquimicos e Pt € o numero total de pontos
analisados. A porcentagem (P) de cada antigeno sera calculada a partir da
soma dos resultados de todos o0s campos analisados para cada
paciente *9. Nos casos de UIP, além do célculo de P global, levando-se em
conta os 30 campos analisados por caso, calculou-se também o valor de P
para as areas histolégicas normais, de colapso alveolar e de fibrose mural

organizante para cada caso.

4.25.3. QUANTIFICACAO DAS CELULAS PLASMOCITARIAS
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A determinacdo dbs indices das células plamocitarias foi realizada
nas laminas coradas com Hematoxilina-Eosina. Da mesma forma que para
0os marcadores imuno-histoquimicos, para a contagem das células
plasmocitarias foi usada a técnica do point-counting, como descrita
anteriormente, ao aumento de 400X. Também foram examinados dez
campos microscopicos aleatérios e ndo-coincidentes nos casos de DAD e
NSIP. Nos casos de UIP, foram avaliados dez campos nas areas normais,
dez nas areas de colapso alveolar e dez campos nas areas de fibrose mural
organizante, totalizando 30 campos. Areas do eixo broncovascular foram
cuidadosamente evitadas durante as medicdes.

As porcentagens (P) de pontos coincidentes com células
plasmocitarias foram obtidas como descrito anteriormente para marcacdes

imuno-histquimicas.

4254. QUANTIFICACAO DO COLAGENO Vv POR

IMUNOFLUORESCENCIA

A andlise quantitativa da imunomarcacdo do parénquina pulmonar
para colageno tipo V dos casos de UIP foi realizada mediante a utilizacdo de
um analisador de imagem acoplado a um microscoépio de fluorescéncia. O
sistema utilizado consistiu de uma camera JVC TK-C1380 acoplada a um
microscépio Leica, a partir do qual as imagens foram visualizadas no
monitor. Através de um sistema digital inserido num computador Pentium3

300Mhz), as imagens foram processadas pelo software Image Pro-Plus.
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Foram selecionados dez campos de intersticio nas areas normais, dez nas
areas de colapso alveolar e dez nas areas de fibrose mural organizante sob
um aumento de 400X. Areas do eixo broncovascular foram cuidadosamente
evitadas durante as medicgoes.

A semelhanca do método usado para medicéo das fibras coradas por
Picrossirius e resorcina, o célculo da area das fibras de colageno tipo V
imunomarcadas, em micrdmetros quadrados, foi dado através do
reconhecimento das frequéncias de luz correspondentes as fibras verdes
fluorescentes. O mesmo padrédo de frequéncias foi utilizado para todas as
laminas, evitando qualquer tipo de viés.

Na mesma amostra, para cada campo de intersticio também foi
medido o total de area sélida, correspondente ao tecido pulmonar presente,
excluindo-se os espacos aéreos e 0 seu conteudo. A selecdo das areas
solidas foi feita através do mouse. O resultado da area de fibras de colageno
V dividida pela area sélida intersticial total foi expresso em fracdo de area

destas fibras.

4.255. RECONSTRUCAO TRIDIMENCIONAL DOS COLAGENOS

TIPOS I, INEV

A reconstrucdo tridimensional das duplas marcac¢des dos colagenos |
e lll e dos colagenos | e V foi feita com o auxilio do microscopio confocal e
avaliou a interacdo dos colagenos tipo | e Ill e dos colagenos tipos | e V nos
focos de fibroblastos e nas artérias pré e intra-acinares de todos os casos de

UIP. As secc¢bes foram examinadas sob o microscopio a laser LSCM (LSM
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410; Carl Zeiss; Jena, Germany) usando um aumento de 400X. As imagens
obtidas do microscépio a laser foram armazenadas num computador (LSM
Imagem Browser Software, versado. 2,50.0929; Carl Zeiss Meditech, Jena,
Germany) em formato de TIFF. Séries de 45 a 50 secc¢bes Opticas foram
obtidas a cada distancia de 0.5pm de espessura Y. Imagens
tridimensionais foram reconstruidas de focos de fibroblastos e de artérias pré

e intra-acinares mediante este método.

4.2.6. ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos (médias e medidas de dispersdo de cada grupo)
com a quantificacdo de todos os marcadores estudados encontram-se
dispostos nas tabelas do item Resultados e nas tabelas Al, A2 e A3 dos
Anexos. A analise estatistica e determinacgéo dos resultados foram baseadas
nestes dados.

As variaveis clinicas consideradas foram as seguintes: género e idade
no momento da biopsia pulmonar a céu aberto e resultados da prova de
funcdo pulmonar realizada até dois meses antes da biopsia. Foram
consideradas variaveis histopatolégicas e biologicas: graus de oclusao
vascular, marcacdes imuno-histoquimicas para CD-34, VCAM-1, E-selectina,
ICAM-1, CD-68, elastase de neutréfilos, CD-20, CD-4, CD-8, CD-3, células
plasméticas, as fibras de colageno e as fibras elasticas. Valores individuais,
bem como médias e medidas de dispersédo, foram analisados para cada

variavel e colocados sob forma de tabelas.
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4.2.6.1. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram analisados mediante testes estatisticos
para comparacao, baseados nos tipos de distribuicdo das mesmas. As
distribuicdbes foram consideradas paramétricas, segundo 0 programa
estatistico SPSS versdo 10.0 (SPSS Inc; llinois, USA) 42,

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua foram
organizados e descritos pela média e desvio padrdo. Para a categorizacao,
utilizaram-se as frequiéncias absolutas e relativas.

Utilizou-se analise multivariada para a exploracdo de correlacédo entre
multiplas variaveis.

Para a comparacdo entre as médias de duas populacbes amostrais,
utilizou-se o teste ‘t” de Student e, para a comparacdo entre as médias de
trés ou mais populacdes, foi feita analise de variancia pelo teste auxiliar de
Bonferroni.

Para a verificacdo de existéncia de correlagdo entre duas variaveis,
utilizou-se o estudo da correlacdo de Pearson.

A andlise da sobrevivéncia foi realizada pela curva de Kaplan-Meier.

Para que se considerasse a diferenca entre médias, frequéncias ou a
presenca de correlacdo entre variaveis, utilizouse o valor de significancia

estatistica menor ou igual a 5% (p=0,05).
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em quatro etapas: analise das
variaveis clinicas; grau de oclusdo vascular, expressdo dos marcadores e

sobrevida.

5.1. DESCRICAO DA CASUISTICA

Os dados clinicos de todos os 109 pacientes incluidos no estudo sao

apresentados na Tabela Al, A2 e A3-Anexos.

5.1.1. GENERO

A distribuicao global dos pacientes, de acordo com o género, foi de
55,05% (60/109) para o género masculino e de 44,95% (49/109) para o
feminino, na proporcdo aproximada de 1:1. Em relagdo aos grupos
estudados, 52,00% dos pacientes (13/25) foram do género masculino e
48,00% (12/25) foram do género feminino no grupo de AIP, 45,45% (10/22)
do sexo masculino e 54,55% (12/22) do sexo feminino no grupo de NSIP e
59,68% (37/62) do sexo masculino e 40,32% (25/62) do sexo masculino do

grupo de IPF.
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5.1.2. IDADE

A média de idade global foi de 59,29 anos (minima de 35 anos e
maxima de 84 anos), com desvio-padrédo de 12,1 anos e mediana de 59
anos. Em relacdo aos grupos, a média de idade foi de 51 anos (minima de
35 anos e maxima de 74 anos), com desvio-padrao de 12,5 e mediana de 48
para os casos de AIP; no grupo de NSIP, a média de idade foi de 50 anos
(minima de 39 anos e maxima de 76 anos) com desvio-padrdo de 10,2 e
mediana de 47 anos e no grupo de IPF, a média de idade foi de 65 anos
(minima de 50 anos e maxima de 84 anos), com desvio-padrédo de 8,6 e

mediana de 65.

5.2. REMODELAMENTO VASCULAR

O remodelamento vascular nas trés entidades estudadas foi dividido
em dois grandes grupos, o remodelamento vascular dos vasos pré e intra-

acinares e o remodelamento vascular da microcirculacdo pulmonar.

5.2.1. REMODELAMENTO VASCULAR PRE E INTRA ACINAR

O remodelamento do compartimento vascular, avaliado pela

guantificacdo da area da luz, do perimetro interno e da espessura da parede
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das artérias pré e intra-acinares, foi relacionado diretamente as mudancas
parenquimatosas encontradas no grupo da UIP.

Os trés padrbes histologicos de atividade fibrética observados na UIP
(minima, moderada e severa) (Figura 16) foram associados significativamente
com os graus de alterac&o vascular, segundo a classificacdo de Heath Edwards
(Figuras 17): observou-se que quanto maior o grau de atividade fibrética
parenquinatosa, maior o grau de alteragdo vascular, maior a espessura
vascular, menor a area de luz vascular e menor o perimetro interno vascular
(Figuras 18 e Tabelas 3). Ressalta-se que a maxima alteracdo vascular
encontrada nos casos estudados foi o grau IV desta classifcacao.

Casos de UIP com o padréo histolégico de atividade fibrética severa
estiveram associados aos graus mais elevados de alteracao vascular (graus
lll e IV da classificacdo de Heath Edwards), as maiores espessuras de parede
vascular, as menores areas de luz e aos menores peirmetros internos
vasculares (Figuras 16C, 17C, 17D, 18 e Tabela 3).

Casos de padrdes histologicos de atividade fibrética moderada foram
associados a graus intermediarios de alteragBes vasculares (graus Il ou Ill da
classificacdo de Heath Edwards), a aumentos intermediarios da espessura da
parede vascular, a moderadas diminuicdes das areas da luz vascular e a
moderadas diminuicdes dos perimetros internos vasculares (Figuras 16B, 17B,
17C, 18 e Tabela 3).

Os casos restantes, em que a atividade da fibrose parenquimatosa foi
categorizada como de grau incipiente, ou seja, atividade fibrotica minima,

estiveram associados as menores espessuras vasculares, as maiores areas de
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luz vascular e aos maiores diametros internos vasculares, refletindo um grau
minimo de remodelamento vascular, representado por uma proliferacao intimal
discreta, ou seja, grau | da classificacdo de Heath Edwards, com manutencéo
da arquitetura vascular, ao qual também estiveram associados (Figuras 16A,
17A, 18 e Tabela 3). Todas estas associacdes foram estatisticamente
significativas p<0.05 (Tabela 3).

No padrdo histolégico de DAD, alteragBes vasculares foram raras,
predominando vasos sem alteracdes, e ndo houve associacdo entre o grau
de alteracdo vascular e a subclassificagdo dos casos de DAD. Nos padréo
histologico NSIP, da mesma forma que no padrdo DAD, predominaram
vasos sem alteracbes. Também nao houve associacdo entre o grau de
alteracdo vascular e a subclassificagdo dos casos de NSIP, mas vale
ressaltar que na subclassificacdo histologica NSIP fibrosante, alteracdes
vasculares do tipo grau | da classificacdo de Heath Edwards, foram um
pouco mais frequentes que na subclassificacdo NSIP celular, porém sem

significancia estatistica.
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Figura 17. Graus histolégicos da classificacdo de Heath-Edwards encontrados
no padrao histolégico da pneumonia intersticial usual (UIP).

(A) grau | — hipertrofia isolada da camada média arterial; (B) grau Il — leséo
proliferativa intimal; (C) grau lll — ocluséo total do lume arterial por fibrose;
(D) grau IV — leséo plexiforme, na qual se observa recanalizacéo da luz (na
foto, a artéria possui trés luzes na seccdo transversal, resultantes de
recanalizagéo). HE — (A, B, C, D) 400X.
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Figura 18. Intervalo de confian¢ca mostrando a associagdo existente entre as
variaveis de alteragcdo vascular na pneumonia intersticial usual (UIP).

Associacao entre as subclassificacdes histolégicas UIP e: (A) a classificacao
de Heath-Edwards (H-E); (B) a espessura vascular; (C) a area da luz
vascular e (D) o perimetro interno vascular.
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Tabela 3. Médias e valores de dispersdo das espessuras dos vasos, areas
internas de luz e perimetros internos da pneumonia intersticial usual, nas trés
subclassificagdes histolégicas deste grupo. Andlise estatistica destas
associacoes.

Parametros vasculares

Variaveis Média DP EP Minimo Maximo
Espessura

(um)?

Fibr. minima 43.16 13.54 3.50 25.21 71.73
Fibr. moderada 52.53 13.56 3.03 29.71 81.82
Fibr. severa 59.69 12.86 2.47 32.42 94.82
Areainterna

(um?)°

Fibr. minima 1704.90 1040.00 268.53 494.27 4070.42
Fibr. moderada 1198.78  966.32 216.08 287.76 4563.27

Fibr. severa 637.63 723.73 139.28 81.16 3589.21
Perimetro

interno (um)°

Fibr. minima 151.09 43.54 11.24 87.07 237.49
Fibr. moderada 123.22 45,17 10.10 59.48 245.82
Fibr. severa 85.07 43,12 8.30 32.63 209.40

DP = Desvio Padrao; EP = Erro Padrao; Fibr. minima = Fibrose minima; Fibr.
moderada = Fibrose moderada; Fibr. severa = Fibrose severa

®Fibrose minima X Fibrose moderada X Fibrose severa (ANOVA one-way
E<-O'006) _ _ _

Fibrose severa X Fibrose minima X Fibrose moderada ANOVA one-way
p<0.006)
“Fibrose minima X Fibrose moderada X Fibrose Severa (ANOVA One-Way
p=0.032)
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5.2.2. REMODELAMENTO DO SISTEMA DE FIBRAS DE COLAGENO E

DE FIBRAS ELASTICAS VASCULARES PRE E INTRA-ACINARES

As figuras 19 e 20 mostram o sistema vascular de fibras de colageno,
coradas por Picrossirius e visualizadas sob luz polarizada, e de fibras
elasticas, coradas por resorcina-fucsina de Weigert, nos controles e nos
pulmdes das IIPs.

Os pulmbes controles mostram uma birrefringéncia vermelho-
alaranjada minima na tanica adventicia do coldgeno da parede vascular em
concordancia com a arquitetura vascular normal (Figura 19A, 19B). Em
contraste, no grupo da UIP observou-se distorcdo da parede vascular e
aumento intenso da birrefringéncia das fibras de coldgeno nas camadas
média e adventicia da parede vascular (Figura 19K). Na UIP, o aumento do
colageno na parede vascular acompanhou o aumento do grau de alteracao
vascular da classificacdo de Heath-Edwards (Figura 20).

Os casos de DAD e NSIP mostraram uma birrefringéncia vermelho-
alaranjada moderada de fibras coldgenas nas camadas media e adventicia
da parede vascular (Figura 19E e 19H). Este aumento da birrefringéncia em
relacdo aos controles foi maior nos vasos dos pulmdes da NSIP.

Alteracfes igualmente importantes do sistema de fibras elasticas
vasculares foram observadas nestes trés padrfes histologicos de IIPs. A
Figura 19 mostra o grupo controle e as alteracdes das fibras elasticas

encontradas nos vasos dos padrdes histolégicos de DAD, NSIP e UIP.
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Nos controles, pode-se observar a disposicdo normal das fibras
elasticas fazendo parte da lamina elastica interna e externa dos vasos
arteriais (Figura 19C). A Figura 19L mostra o aumento da proliferacdo das
fibras elasticas na parede dos vasos no padrao histolégico da UIP. Ainda na
UIP, o aumento das fibras elasticas acompanhou o aumento do grau de
alteracéo vascular, segundo a classificagao de Heath-Edwards (Figura 20).

Aumentos também importantes das fibras elasticas, porém, menores
gue nos casos de UIP foram observados nos padrdes histologicos de DAD e
NSIP (Figura 19F, 191), sendo o aumento das fibras elasticas vasculares

neste ultimo maior que o observado nos casos de DAD.



RESULTADOS 110

Figura 19. Artérias do bronquiolo terminal de controle e de caso de dano
alveolar difuso (DAD), de pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) e de
pneumonia intersticial usual (UIP) coradas com Hematoxilina-Eosina, com
Picrossirius e visualizadas sob luz polarizada para identificacdo de fibras de
colageno e com resorcina-fucsina de Weigert para identificacdo de fibras
elasticas vasculares.

(A) vaso de aspecto normal; (B) fibras de colageno com distribuicdo normal
na camada adventicial do vaso normal; (C) disposicdo normal das fibras
elasticas neste vaso; (D) vaso do grupo DAD com arquitetura preservada;
(E) aumento minimo da birrefringéncia das fibras colagenas no vaso do DAD
(F) aumento discreto das fibras elasticas neste vaso; (G) vaso do grupo
NSIP com minimo espessamento da parede; (H) nitido aumento da
birrefringéncia das fibras de colageno na camada media e adventicial do
vaso do grupo NSIP; (I) aumento das fibras elasticas neste vaso; (J) vaso do
grupo UIP com leséo plexiforme; (K) dramatico aumento de fibras colagenas
no vaso ded UIP e (L) dramético aumento das fibras elasticas neste vaso.
HE — (A,D,G,J) 400X; Picrossirius (B,E,H,K) 400X; Resorcina (C,F,I,L)400X.
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Figura 20. Artérias do bronquiolo terminal com diferentes graus de alteragao
vascular, segundo a classificagcdo de Heath Edwards, encontradas no padréo
histol6gico da pneumonia intersticial usual, coradas com Hematoxilina-
Eosina, com Picrossirius e visualizadas sob luz polarizada para identificacéo
de fibras de colageno e com resorcina-fucsina de Weigert para identificacéo
de fibras elasticas vasculares.

(A) Grau I: hpertrofia isolada da camada média; (D) grau lI: proliferacao
intimal; (G) grau lll: ocluséao total da luz por fibrose e (J) grau IV: leséo
plexiforme, (B, E, H, K) aumento da birrefringéncia das fibras de colageno
proporcional aos graus de alteracdo vascular observados; (C, F, I, L)
aumento das fibras elasticas proporcional aos graus de alteracdo vascular
observados. HE - (A,D,G,J) 400X; Picrossirius (B,E,H,K) 400X; Resorcina
(C,F,I,L) 400X.
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5.2.3. CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS DO SISTEMA DE FIBRAS
DE COLAGENO E DE FIBRAS ELASTICAS VASCULARES PRE E

INTRA-ACINARES

As mudancas qualitativas do sistemade fibras de colageno e elasticas
das paredes vasculares foram acompanhadas de diferengcas quantitativas
nos quatro grupos estudados (Tabela 4).

A quantificacdo de fibras de colageno e de fibras elasticas vasculares
mostrou valores significativamente mais elevados na parede das artérias pré
e intra-acinares dos pulmbdes com padrdo histologico de UIP, quando
comparado ao grupo controle, e aos padrées histologicos NSIP e DAD
(p=0.001).

As paredes vasculares do padrdo histologico de UIP apresentaram
guantidades maiores de fibras de colageno, seguidas pelos casos de NSIP,
DAD e do grupo controle (Figura 21A). Uma diferenca estatisticamente
significante na quantidade de fibras de coldgeno foi observada entre todos
0s grupos (p=0.001). As fibras elasticas mostraram um padrdo similar,
também com significancia estatistica (p=0.001) (Figura 21B).

O remodelamento parenquimatoso observado nos diferentes graus de
atividade fibrgtica da UIP (minima, moderada e severa) se correlacionou
com o aumento do sistema de fibras de colageno e de fibras elasticas
vasculares encontrados nestes casos (Tabela 5). O aumento das fibras
vasculares foi diretamente proporcional ao grau de remodelamento
parenquimatoso encontrado neste grupo (Figura 21C e 21D): aumento

maximo de fibras vasculares estiveram associados aos casos de atividade
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fibrética severa, aumentos intermediarios de fibras estiveram associados a
casos de atividade fibrética moderada e aumentos minimos de fibras se

associaram a casos de atividade fibrética minima (p=0.01) (Tabela 6).

Tabela 4. Médias e valores de dispersdo da quantificacdo de fibras de
colageno e de fibras elasticas vasculares no grupo controle e nos casos de
dano alveolar difuso (DAD), pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) e
pneumonia intersticial usual (UIP). Analise estatistica da correlagdo entre
estas variaveis (teste “ t” de Student).

Sistema colageno/elastica vascular
(Fracdo de area vascular)

Variaveis Média DP EP Minimo  Maximo
Fibras de

coladgeno

Controle 0.01 0.005 0.002 0.01 0.02
DAD 0.14 0.05 0.01 0.02 0.25
NSIP 0.24 0.03 0.008 0.18 0.31
UIP 0.29 0.06 0.008 0.18 0.44
Fibras

elasticas

Controle 0.05 0.02 0.007 0.03 0.07
DAD 0.21 0.03 0.005 0.14 0.28
NSIP 0.25 0.03 0.006 0.16 0.31
UIP 0.32 0.07 0.009 0.20 0.47

DP = Desvio Padrao; EP = Erro Padrao

Fibras de colageno

Controle X DAD p<0.001; Controle X NSIP p<0.001; Controle X UIP
p<0.001; DADXNSIP p<0.001; DAD X UIP p<0.001; NSIP X UIP p=0.009

Fibras elasticas
Controle X DAD p<0.001; Controle X NSIP p<0.001; Controle X UIP
p<0.001; DADXNSIP p=0.08; DAD X UIP p<0.001; NSIP X UIP p<0.001
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Figura 21. (A,B) Intervalo de confiangca mostrando as diferencas existentes
entre a fracdo de &ea das fibras de colageno e de fibras elasticas vasculares
no grupo controle e nos casos de pneunomias intersticiais idiopaticas (lIPs):
dano alveolar difuso (DAD), pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) e
pneumonia intersticial usual (UIP). (C,D) Intervalo de confianga mostrando as
diferencas existentes entre a fragdo de area das fibras de colageno e de fibras
elasticas vasculares nas trés subclassificagcdes de UIP, de acordo com o grau
de atividade fibrética.
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Tabela 5. Médias e valores de dispersdo da quantificacdo de fibras de
colageno e de fibras elasticas vasculares nas trés subclassificacdes padrdes
de pneumonia intersticial usual (UIP), de acordo com o grau de atividade
fibrotica. Andlise estatistica da correlacédo entre estas variaveis (teste “t” de
Student).

Sistema colageno/eléstica vascular
(Fracao de area vascular)

Variaveis Média DP ER Minimo  Maximo
Fibras de

colageno

Fibr. minima 0.22 0.03 0.008 0.18 0.29
Fibr. moderada 0.28 0.04 0.01 0.23 0.37
Fibr. severa 0.35 0.04 0.007 0.31 0.44
Fibras

elasticas

Fibr. minima 0.25 0.05 0.01 0.20 0.37
Fibr. moderada 0.31 0.06 0.01 0.21 0.43
Fibr. severa 0.37 0.04 0.09 0.31 0.47

DP = Desvio Padrao; EP
minima; Fibr. moderada
atividade fibrética severa.

Erro Padrdo; Fibr. minima = atividade fibrética
atividade fibrética moderada; Fibr. severa =

Fibras de colageno
Fibr. minima X Fibr. moderada p=0.001; Fibr. minima X Fibr. severa
p=<0.001 ; Fibr. moderada X Fibr. severa p<0.001

Fibras elasticas
Fibr. minima X Fibr. moderada p=0.01; Fibr. minima X Fibr. severa p<0.001;
Fibr. moderada X Fibr. severa p<0.001.
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5.2.4. AVALICAO  QUALITATIVA DO REMODELAMENTO DA
MICROCIRCULACAO NAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS

IDIOPATICAS

A positividade das células endoteliais para CD-34, VCAM-1 e E-
selectina foram usadas para determinar a densidade e a atividade destas
células nas IIPs estudas.

As Figuras 22, 23, 24 e 25 mostram a imunolocalizagdo do CD-34, do
VCAM-1 e da E-selectina nos controles e nos padrdes histolégicos de NSIP,
DAD, e UIP.

No grupo controle, observou-se uma distribuicdo uniforme e
homogénea das células endoteliais dos capilares alveolares, marcados por
CD-34 (Figura 22B), que coincidiu com a manutencdo da arquitetura
pulmonar vista na coloracao de HE (Figura 22A).

Em contraste, o grupo da UIP mostrou uma imunolocalizacdo
heterogénea das células endoteliais (Figura 22K). A heterogeneidade da
imunomarcacao seguiu o grau de distor¢cdo arquitetural parenquimatosa,
maior nas areas de fibrose mural organizante (distro¢éo arquitetural severa)
gue nas de colapso alveolar (distor¢cdo arquitetural moderada). Por outro
lado, a distribuicdo da imunomarcacédo foi homogénea nas areas normais
(sem distor¢ao arquitetural) de UIP . (Figura 23).

Os casos de NSIP e de DAD mostraram distribuicdo homogenea da
imunomarcacao por CD-34 (Figuras 22E, 22H), apesar do espessamento

inflamatério do septo alveolar no padrdo da NSIP (Figura 22D) e da
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formacdo de neoseptos e fibrose em organizacdo no padrdo DAD (Figura
22G).

Alteracdes igualmente importantes da atividade vascular, reveladas
pela imumomarcacao do VCAM-1 e da E-selectina sao vistas nas figuras 22,
23,24 e 25.

Em contraste as paredes alveolares normais dos pulmdes controle,
onde a atividade endotelial € minima (imunomarcacao rara por VCAM-1 e
praticamente ausente por E-selectina) (Figuras 22C, 24B), as células
endoteliais dos capilares do padrdo histologico da UIP se mostraram
bastante ativas (imunomarcacdo de células endoteliais bastante frequente
por VCAM-1 e E-selectina), tanto nas areas normais, como nas de colapso
alveolar e fibrose mural organizante (Figuras 23, 25).

Um grau mais uniforme de atividade endotelial, com imunomarcacao
de células endoteliais por VCAM-1 e E-selectina, foi observado nos grupos

NSIP e DAD (Figuras 22, 24).
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Figura 22. Controle e casos de dano alveolar difuso (DAD), de pneumonia
intersticial ndo-especifica (NSIP) e de pneumonia intersticial usual (UIP) em
Hematoxilina-Eosina e com imunomarcacéo endotelial por CD-34 e VCAM-1.
(A) Pulm&o controle mostrando arquitetura pulmonar preservada; (B)
uniformidade da imunomarcacdo com CD-34 e (C) minima marcacdo com
VCAM-1. (D) Padrdo NSIP mostrando homogeneidade temporal e
espessamento septal inflamatério (setas); (E) diminuicdo difusa da marcacgéo
endotelial por CD-34 e (F) aumento da marcacdo endotelial por VCAM-1 em
relacdo ao controle. (G) Padrdao DAD mostrando envolvimento difuso do
processo de fibrose obliterativa e formacao de neoseptos (setas); (H) difusa e
homogénea diminuicdo da marcacdo emdotelial por CD-34 e (I) aumento da
marcacao endotelial por VCAM-1. (J) Padrdo UIP mostrando heterogeneidade
temporal da doenca, caracterizada por focos de fibroblastos (setas); (K)
observa-se diminuicdo importante da marcacdo endotelial por CD-34,
principalmente nas areas de fibrose mural organizante e (L) aumento da
marcacao endotelial por VCAM-1 nestas areas (L). HE — (AD,G,J) 200X; CD-
34 (B,E,G,K) 400X; VCAM-1 (C,F,l,L) 400X.
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Figura 23. Pneumonia intersticial usual (UIP): areas normais, de colapso

alveolar e de fibrose mural organizante coradas com Hematoxilina-Eosina e
com imunomarcacgao por CD-34 e por VCAM-1.

(A) éarea normal, (D) area de colapso alveolar etas); (G) area de fibrose
mural organizante, com presen¢a de focos de fibroblastos (etas); (B,E,H)
marcacao heterogénea por CD-34, que diminui & medida que aumenta a
intensidade do remodelamento arquitetural, (C,F,I) marcacdo heterogénea
por VCAM-1, que aumenta & medida que o remodelamento arquitetural se
intensifica. HE — (A,D,G) 200X; CD-34 (B,E,H) 400X; VCAM-1 (C,F,l) 400X



RESULTADOS 120

Figura 24. Controle e casos de dano alveolar difuso (DAD), de pneumonia
intersticial ndo-especifica (NSIP) e de pneumonia intersticial usual (UIP) em
Hematoxilina-Eosina e com imunomarcagao endotelial por E-Selectina.

(A) Pulméo controle mostrando arquitetura pulmonar preservada, (B)
auséncia da marcacdo por E-selectina neste grupo controle. (C) Padréo
NSIP mostrando homogeneidade temporal e espessamento septal
inflamatorio (setas); (D) aumento difuso da marcacdo endotelial por E-
selectina em comparacdo ao grupo controle. (E) Padrdo DAD mostrando
envolvimento difuso por fibrose obliterativa e formacg&o de neoseptos (setas);
(G) aumento difuso e homogéneo da marcacdo endotelial por E-selectina.
(H) Padrdo UIP mostrando a heterogeneidade temporal, caracterizada por
fiborose mural organizante e presenca de focos de fibroblastos Eetas); (I)
aumento da marcacao endotelial por E-selectina. HE - (A,C,E,G) 200X; E-
selectina (B,D,F,G) 400X
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Figura 25. Pneumonia intersticial usual (UIP): areas normais, de colapso
alveolar e de fibrose mural organizante coradas com Hematoxilina-Eosina e
com imunomarcacao por E-selecitna.

(A) Areas normais; (C) areas intermediarias de colapso alveolar (setas) e (E)
areas de fibrose mural organizante mwm presenca de focos de fibroblastos
(setas). (B,D,F) (hserva-se o importante aumento da marcacédo endotelial
por E-selectina nas trés diferentes areas deste padrdo histoloégico. HE —
(A,B,C) 200X; E-sectina (B, D, F) 400X.
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5.2.5. AVALIACAO QUANTITATIVA DA MICROCIRCULACAO NAS

PNEUMONIAS INTERSTICIAIS IDIOPATICAS

Para avaliar a densidadede capilar ndo homogéneo e atividade das
células endoteliais nas paredes alveolares, a expressao de CD-34, VCAM-1
e E-selectina foram quantificadas nos controles e nos casos de NSIP, DAD e
UIP em anélise morfométrica quantitativa. A comparacao entre a densidade
vascular no grupo controle e nos padrées histolégicos da NSIP, DAD e UIP,
sao mostrados na Figura 26 e na Tabela 6.

A densidade vascular, medida pela porcentagem de positividade para
CD-34, diminui progressivamente da NSIP, passando pelo DAD, até a UIP.
No padrédo NSIP a porcentagem de pontos positivos foi de 11.69 + 1.46%,

contra 8.64 £ 1.89% no DAD e 6.51 =+ 2.07% na UIP. Assim, quanto maior o

comprometimento fibrético parenquinatoso, menor a densidade vascular da
microcirculacdo. Em todos os grupos de IIPs, a densidade vascular foi menor
gue no grupo controle (15.56 = 1.05%). A comparagéo entre todos 0s grupos
teve p<0.001 (Figura 26A e Tabela 6).

Em relacdo a subclassificacdo histolégica da UIP, a densidade
vascular diminuiu conforme aumentou o grau de atividade fibrética, desde a
atividade fibrética minima pasando pela atividade fibrética moderada a
severa (Figura 26C e Tabela 7).

Ainda na UIP, as trés areas histologicas, representantes da
heterogeneidade temporal, mostraram uma chamativa diminuicdo da
densidade vascular conforme aumentou o comprometimento arquitetural

parenquimatoso (Figura 26E). A porcentagem de positividade para CD-34
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passa de 9.04 + 3.25% nas areas normais de UIP, para 6.17 +2.17% nas
areas de colapso alveolar, chegando a 4.31 + 1.43% nas areas de fibrose
mural organizante (Tabela 8). Ressalta-se que, mesmo nas &reas normais
dos casos de UIP, a porcentagem de pontos positivos para CD-34 esteve
dimiuida em relacao ao grupo controle.

Em relacdo a atividade endotelial, de forma inversa ao que ocorreu
com o CD-34, as marcacdes imuno-histoquimicas por VCAM-1 e E-selectina
aumentaram conforme cresceu o grau de comprometimento arquitetural. A
maior atividade endotelial foi de 1.12 + 0.37% para a marcagdao com O
anticorpo VCAM-1 e de 0.72 £ 0.49% para a marcacdo com o anticorpo E-
selectina no grupo de UIP. Esta atividade foi diminuindo para ambos o0s
marcadores no grupo DAD (VCAM-1 com positividade de 0.92 + 0.17% e E-
selctina com positividade de 0.79 £.0.46%) e ainda mais no grupo NSIP
(VCAM-1 com positividade de 0.69 + 0.10% e E-selectina com positividade
de 0.31 = 0.18%). No controle, a atividade endotelial pela marcacdo de
VCAM-1 foi de 0.24 + 0.05% e ausente para o marcador da E-selectina, os
menores valores obtidos. A maior parte das comparacdes entre 0S grupos
teve p<0.05 (Figura 26B, 27A e Tabela 6).

Em relacéo a subclassificacdo histoldgica da UIP, a atividade vascular
nao apresentou significancia estatistica na comparacao entre os casos de
atividade fibrética minima, moderada e severa, como mostram as Figuras
26D e 27B e a Tabela 7.

Ainda na UIP, as trés areas histolégicas de heterogeneidade temporal

mostraram um chamativo aumento da atividade vascular conforme aumenta
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0 comprometimento arquitetural parenquimatoso (Figura 26F, 27B). A

porcentagem de positividade para VCAM-1 e E-selectina passa de 0.39
0.34% e 0.28 = 0.32%, respecitvamente, nas areas normais de UIP, para
0.71 = 0.38% e 0.61 = 0.53%, respectivamente, nas areas de colapso
alveolar, chegando a 1.40 £ 0.62% para VCAM-1 e 1.28 + 0.82% para E-

selecitna nas areas de fibrose mural organizante (Tabela 7). Na comparacéo

entre as trés areas, para os dois marcadores, p foi menor ou igual a 0.01.
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Figura 26. Intervalo de confianca mostrando as diferencias existentes entre a
porcentagem de (A) CD-34 e (B) VCAM-1 no grupo controle e casos de dano
alveolar difuso (DAD), pneumonia intersticial nado-especifica (NSIP) e
pneumonia intersticial usual (UIP). Intervalo de confianga mostrando as
diferencas existentes entre a porcentagem de (C) CD-34 e (D) VCAM-1 nas trés
subclassificagcdes da atividade fibrotica da UIP. Intervalo de confianca
mostrando as diferencas existentes entre a porcentagem de (E) CD-34 e (F)
VCAM-1 nas trés areas histolégicas do remodelamento arquitetural da UIP.
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Figura 27. (A) Intervalo de confianga mostrando as diferencias existentes
entre a porcentagem de E-selectina no grupo controle e nos casos de
pneumonia intersticial ndo-espcifica (NSIP), dano alveolar difuso (DAD) e
pneumonia intersticial usual (UIP). (B) Intervalo de confianga mostrando as
diferencas existentes entre a porcentagem de E-selectina nas trés
subclassificagfes da atividade fibrotica da UIP. (C) Intervalo de confianca
mostrando as diferencas existentes entre a porcentagem de E-selectina nas
trés areas histoldgicas do remodelamento arquitetural da UIP: &reas normais,
de colapso alveolar e de fibrose mural organizante.



RESULTADOS 127

Tabela 6. Médias e valores de dispersao das porcentagens de CD-34, VCAM-1
e E-selectina no grupo controle e nos casos de dano alveolar difuso (DAD),
pneumonia intersticial ndo-especifica (NSIP) e pneumonia intersticial usual
(UIP). Andlise estatistica utilizando analise de variancia ANOVA one-way pelo
teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das diferentes variaveis
estudadas e utilizando o teste “ t” de Student para andlise de duas variaveis.

Estudo da densidade e atividade endotelial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo  Maximo
CD-34
Controle 15.56 1.05 0.47 14.60 17.10
NSIP 11.69 1.46 0.31 9.30 14.50
DAD 8.64 1.89 0.39 5.60 11.90
UIP 6.51 2.07 0.28 2.73 10.07
VCAM-1
Controle 0.24 0.05 0.02 0.20 0.30
NSIP 0.69 0.10 0.02 0.60 0.90
DAD 0.92 0.17 0.03 0.50 1.20
UIP 1.12 0.37 0.05 0.43 1.87
E-Selectina
Controle 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NSIP 0.31 0.18 0.04 0.10 0.70
DAD 0.79 0.46 0.09 0.10 1.90
UIP 0.72 0.49 0.06 0.00 2.00
DP= Desvio Padrao; EP = Erro Padrao
CD-34

Controle X NSIP p<0.001; Controle X NSIP p<0.001; Controle X DAD
p<0.001; Controle X UIP p<0.001; NSIP X DAD p<0.001; NSIP X UIP
p<0.001; DAD X UIP p<0.001

VCAM-1

Controle X NSIP p=0.009; Controle X NSIP p<0.001; Controle X DAD
p<0.001; Controle X UIP p<0.001; NSIP X DAD p=0.04; NSIP X UIP
p<0.001; DAD X UIP p=0.02

E-Selectina
Controle X NSIP p>0.05; Controle X DAD p=0.002; Controle X UIP p=0.003;
NSIP X DAD p=0.001; NSIP X UIP p=0.002; DAD X UIP p>0.05
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Tabela 7. Médias e valores de dispersdo das porcentagens de CD-34, VCAM-1
e E-selectina nos trés nas trés subclassificagcbes padrbes de pneumonia
intersticial usual (UIP), de acordo com o grau de atividade fibrotica. Andlise
estatistica utilizando andlise de variancia ANOVA one-way pelo teste auxiliar
de Bonferroni para a correlacdo das diferentes varidveis estudadas e
utilizando o teste “t” de Student para andlise de duas variaveis.

Estudo da densidade e atividade endotelial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo  Maximo
CD-34

Fibr. minima 8.25 1.60 0.41 4.67 10.07
Fibr. moderada 6.63 1.58 0.37 3.57 10.07
Fibr. severa 5.22 1.85 0.39 2.73 8.47
VCAM-1

Fibr. minima 1.09 0.49 0.12 0.43 1.87
Fibr moderada 113 0.39 0.09 0.57 1.80
Fibr. severa 1.12 0.26 0.05 0.67 1.57
E-Selectina

Fibr. minima 0.88 0.40 0.10 0.43 1.83
Fibr. moderada ~ 0-66 0.58 0.13 0.00 2.00
Fibr. severa 0.66 0.45 0.09 0.03 1.97

DP = Desvio Padrdo; EP
minima; Fibr. moderada
atividade fibrética severa.

Erro Padréao; Fibr. minima = atividade fibrética
atividade fibrética moderada; Fibr. severa =

CD-34
Fibr. minima X Fibr. moderada p=0.02; Fibr. minima X Fibr. severa p=<0.001
; Fibr. moderada X Fibr. severa p=0.03

VCAM-1
Fibr. minima X Fibr. moderada p>0.05; Fibr. minima X Fibr. severa p>0.05;
Fibr. moderada X Fibr. severa p>0.05.

E-Selectina
Fibr. minima X Fibr. moderada p>0.05; Fibr. minima X Fibr. severa p>0.05;
Fibr. moderada X Fibr. severa p>0.05
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Tabela 8. Médias e valores de dispersdo das porcentagens de CD-34, VCAM-1
e E-selectina nas trés areas histolégicas do remodelamento arquitetural da
pneumonia intersticial usual UIP): &reas normais, de colapso alveolar e de
fibrose mural organizante. Analise estatistica utilizando analise de variancia
ANOVA one-way pelo teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das
diferentes variaveis estudadas e utilizando o teste “t” de Student para analise
de duas variaveis.

Estudo da densidade e atividade endotelial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo  Maximo
CD-34

A. normal 9.04 3.25 0.44 2.70 14.90
A. de colap. 6.17 2.17 0.29 2.40 9.90
A. de fibr. mural 4.31 1.43 0.19 1.40 7.70
VCAM-1

A. normal 0.39 0.34 0.04 0.00 1.80
A. de colap. 0.71 0.38 0.05 0.20 2.30
A. de fibr. mural 1.40 0.62 0.08 0.60 2.70
E-Selectina

A. normal 0.28 0.32 0.04 0,00 1,40
A. de colap. 0.61 0.53 0.07 0.00 2,30
A. de fibr. mural 1,28 0.82 0.11 0.00 3,40

DP= Desvio Padrao; EP = Erro Padrao; A. normal = Area normal; A. de
colap. = Area de colapso alveolar; A. de fibr. mural = Area de fibrose mural
organizante.

CD-34
A. normal X A de colapso p<0.001; A. normal X A. de fibr. mural p<0.001; A.
de colapso X A de fibr. mural p<0.001.

VCAM-1
normal X A de colapso p<0.001; A. normal X A. de fibr. mural p<0.001; A. de
colapso X A de fibr. mural p<0.001.

E-Selectina
A. normal X A de colapso p=0.01; A. normal X A. de fibr. mural p<0.001; A.
de colapso X A de fibr. mural p<0.001.
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5.3. AVALICAO DA ATIVIDADE EPITELIAL NAS PNEUMONIAS

INTERSTICIAS IDIOPATICAS

A atividade das células epiteliais foi avaliada mediante a marcacéo da
molécula de adesdao intercelular (ICAM-1), como é mostrado nas figuras 28,
29 e 30 nos diferentes padrdes histolégicos de IIPs analisados e dentro das
areas histolégicas de heterogeneidade temporal da UIP.

A atividade epitelial da NSIP foi a menor dentre os padrbes
histologicos das 1IPs, com 0.03+0.21% de pontos positivos. A comparagao
dos resultados da NSIP com os padrdes histolégicos DAD e UIP teve p<0.05
(Figura 28, 30A).

No padréo histolégico DAD, a porcentagem de pontos sobre epitélio
ativo foi de 0.48+0.17%, bem maior que a da NSIP (p=0.007). DAD também
teve uma porcentagem de marcacao epitelial maior que a do grupo UIP, que
foi de 0.44+0.11%, mas a comparacdo entre DAD e UIP nao teve
significancia estaistica (Figura 28, 30A e Tabela 8). No controle, a atividade
epitelial pela marcacao de ICAM-1 foi de 0.02 + 0.01%, o menor valor obtido
dos quatro grupos estudados.

Em relacdo a subclassificacdo histolégica da UIP, a comparacao da
porcentagem de marcacdo epitelial entre os grupos de atividade fibrética
minima, moderada e severa nao apresentou diferenca com significancia
estatistica.

Ainda na UIP, as trés areas histologicas de heterogeneidade temporal

mostraram um chamativo aumento da atividade endotelial conforme
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aumenta o comprometimento arquitetural parenquimatoso (Figura 29, 30B).

A porcentagem de positividade para ICAM-1 passou de 0.13 £ 0.14%, nas
areas normais de UIP, para 0.38 + 0.28%, nas areas de colapso alveolar,
chegando a 0.83 = 0.23% para ICAM-1 nas éareas de fibrose mural

organizante, maior valor de positividade encontrado (Tabela 8). Na
comparacao entre as trés areas citadas para este marcador, o p foi menor

gue 0.001 (Tabela 8).
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Figura 28 Controle e casos de dano alveolar difuso (DAD), de pneumonia
intersticial ndo-especifica (NSIP) e de pneumonia intersticial usual (UIP) em
Hematoxilina-Eosina e com imunomarcacéo epitelial por ICAM-1.

(A) Pulméo controle mostrando arquitetura pulmonar preservada, (B) minima
marcacao epitelial por ICAM-1 neste grupo controle. (C) Padrdo NSIP
mostrando homogeneidade temporal e espessamento septal inflamatorio
(setas); (D) aumento difuso da marcacéo epitelial por ICAM-1. (E) Padrdo
DAD mostrando envolvimento difuso por fibrose obliterativa e formacéo de
neoseptos (etas); (G) aumento difuso e homogéneo da marcacédo epitelial
por ICAM-1. (H) Padrdao UIP mostrando a heterogeneidade temporal,
caracterizada por fibrose mural organizante e presenca de focos de
fibroblastos Eetas); (I) aumento da marcacao epitelial por ICAM-1. HE —
(A,C,E,G) 200X; ICAM-1 (B,D,F,G) 400X
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Figura 29 Pneumonia intersticial usual (UIP): &reas normais, de colapso
alveolar e de fibrose mural organizante coradas com Hematoxilina-Eosina e
com imunomarcacao epitelial por ICAM-1.

(A) Areas normais; (C) areas intermediarias de colapso alveolar (setas) e (E)
areas de fibrose mural organizante com presenca de focos de fibroblastos
(setas). (B,D,F) Observa-se o importante aumento da marcacgéao epitelial por
ICAM-1 nas trés diferentes areas deste padrdo histolégico. HE — (A,B,C)
200X; ICAM-1 (B, D, F) 400X.
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Figura 30. (A) Intervalo de confianga mostrando as diferencias existentes
entre a porcentagem de ICAM-1 no grupo controle e nos casos de pneumonia
intersticial n&o-espcifica (NSIP), dano alveolar difuso (DAD) e pneumonia
intersticial usual (UIP). (B) Intervalo de confiangca mostrando as diferencas
existentes entre a porcentagem de ICAM-1 nas trés areas histolégicas do
remodelamento arquitetural da UIP: areas normais, de colapso alveolar e de
fibrose mural organizante.
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Tabela 9. Médias e valores de dispersao das porcentagens de ICAM-1 no
grupo controle e nos casos de dano alveolar difuso (DAD), pneumonia
intersticial ndo-especifica (NSIP), pneumonia intersticial usual (UIP) e nas trés
areas histol6gicas do remodelamento arquitetural da UIP: areas normais, de
colapso alveolar e de fibrose mural organizante. Analise estatistica utilizando
analise de variancia ANOVA one-way pelo teste auxiliar de Bonferroni para a
correlacdo das diferentes variaveis estudadas e utilizando o teste “t” de
Student para analise de duas variaveis.

Estudo da atividade epitelial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo  Maximo
ICAM-1

Controle 0.02 0.01 0.006 0.01 0.05
NSIP 0.33 0.21 0.04 0.02 0.74
DAD 0.48 0.11 0.02 0.31 0.73
UIP 0.44 0.17 0.02 0.03 0.75
A. normal 0.13 0.14 0.01 0.00 0.57
A. de colap. 0.38 0.23 0.03 0.02 0.84
A. de fibr. mural 0.83 0.23 0.03 0.07 1,00

DP = Desvio Padrdo; EP = Erro Padrdo; A. normal = &ea normal; A de
colap. = érea de colapso alveolar; A de fibr. Mural = area de fibrose mural
organizante.

ICAM-1
Controle X NSIP p=0.002; Controle X DAD p<0.001; Controle X UIP
p<0.001; NSIP X DAD p=0.007; NSIP X UIP p=0.02; DAD X UIP p>0.05

A. normal X A de colapso p<0.001; A. normal X A. de fibr. mural p<0.001; A.
de colapso X A de fibr. mural p<0.001.
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5.4. MAPEAMENTO DO SISTEMA INFLAMATORIO INTERSTICIAL

O sistema inflamatério foi avaliado no intersticio do parénquima

pulmonar em 20 casos de cada uma das trés entidades estudadas.

5.4.1. AVALIACAO QUALITITATIVA DO ESPECTRO INFLAMATORIO

INTERSTICIAL NAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS IDIOPATICAS

As figuras 31 e 32 mostram a distribuicdo das células inflamatérias no
intersticio pulmonar dos compartimentos axial, septal e periférico do DAD,
NSIP e UIP. A observagao das laminas coradas por HE e imunomarcadas
por CD-4, CD-8, CD-3, CD-20, elastase de neutréfilos e CD-68 permitiu as
seguintes conclusoes:

As subpopulacdes das células linfocitarias CD-4, CD-8 e CD-3 e as
células plasmocitarias apareceram como as ceélulas mais numerosas
presentes no intersticio septal modificado por fibrose obliterativa e formacao
de neoseptos nos pulmdes dos casos do DAD (Figura 31).

As células plasmocitarias, neutrofilos e a subpopulagédo de linfocitos
CD-4, CD-8 e CD-3 foram as células inflamatdrias predominantes nos casos
de NSIP, distribuidas difusamente ao longo do intersticio septal (Figura 31).

As células linfoides CD-20 foram o tipo celular predominante nos
agregados foliculares do intersticio septal.

Os linfocitos T CD-4, CD-8 e CD-3 e as células plasmocitérias foram
as células inflamatérias mais numerosas encontradas ro intersticio septal

modificado por fibrose mural organizante e por faveolamento pulmonar nos
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casos de UIP (Figura 32). Foram encontrados agregados pequenos,
difusamente distribuidos no intersticio ou em torno dos focos de fibroblasto
de CD-20. Os neutrofilos foram principalmente observados no epitélio da
superficie alveolar e dentro das paredes alveolares (Figura 32).

Um numero muito pequeno de células inflamatorias foi encontrado no
intersticio das areas de colapso alveolar e das areas de parénquima normal
dos casos de UIP.

Em todos os trés padrdes histologicos, os macrofagos (células CD-68

positivas) distribuiram-se preferencialmente na lamina prépria das vias

aéreas.
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Figura 31. Mapeamento do infiltrado inflamatério intersticial na pneunomia
intersticial ndo-especifica (NSIP) e no dano alveolar difuso (DAD).

(A) Padréo NSIP com infiltrado inflamatdrio septal; (B) Padrdo DAD com formagéo
de neoseptos. munomarcag¢do com (C,D) CD-4; (E,F) CD-8; (G,H) CD-3 e (I,J)
elastase de neutrofilos em casos de NSIP e DAD, respectivamente. HE — (A,B)
200X, CD-4 (C,D) 400X, CD-8 (E,F) 400X, CD-3 (G,H) 400X, elastase de neutréfilos
(1,J) 400X.
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Figura 32. Pneumonia intersticial usual (UIP): areas normais, de colapso
alveolar e de fibrose mural organizante coradas com Hematoxilina-Eosina e
com imunomarcacao do infiltrado inflamatério intersticial.

(A) area normal; (B) de colapso alveolar (setas); (C) e de fibrose mural organizante
com presenca de focos de fibroblastos (setas); (D,E,F) imunomarcac¢do com CD-4;
(G,H,)) CD-8; (J,K,L) CD-3 e (M,N,0) elastase de neutréfilos nas areas normais, de
colapso alveolar e de fibrose mural organizante, respectivamente. HE — (A,B,C)
200X, CD-4 (D,E,F) 400X, CD-8 (G,H,) 400X CD-3 (J,K,L) 400X, elastase de
neutréfilos (M,N,O) X400.
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5.4.2. AVALIACAO QUANTITATIVA DO ESPECTRO INFLAMATORIO

NAS PNEUMONIAS INTERSTICIAIS IDIOPATICAS

Associacdes, médias e valores de dispersdo das porcentagens das
células inflamatdrias nos padrdes histologicos de DAD, NSIP e UIP séo
apresentados nas Figuras 33 e 34 e na Tabela 9.

Os achados quantitativos das células inflamatérias ao longo do
intersticio pulmonar coincidiram com as analises qualitativas encontradas. A
densidade total de células inflamatérias (somatério de porcentagens de
positividade para CD-4, CD-8, CD-3, CD-20, elastase de neutrdfilos, CD-68 e
plasmacitos) foi significativamente maior no DAD e na NSIP que na UIP
(4.31 £ 2.18% no DAD vs 4.36 = 1.84% na NSIP vs 2.71 + 0.68% na UIP,
com p<0.05 para todas as comparacoes).

A densidade de células linfocitarias (porcentagens de positividade
para CD-4, CD-8, CD-3 e CD-20 somadas) também foi maior no DAD e na
NSIP quando comparadas aos pulmdes dos casos de UIP (2.38 + 1.36% vs
1.31 + 0.40% vs 2.33 + 1.23%, respectivamente, com p<0.05 para todas as
comparacoes).

Significado estatistico foi encontrado também no aumento da
densidade do numero de células plasmocitarias na NSIP (1.37 + 0.75%) e na
UIP (1.16 + 0.45%) quando comparados aos pulmbes de DAD (0.91 *
0.58%).

Observou-se um aumento de macrofagos intersticiais CD-68+ nos
casos de DAD e NSIP quando comparados aos casos de UIP (0.36 £ 0.21%
vs 0.13 + 0.12% vs 0.04 + 0.04%, respectivamente, com p<0.05 para todas

as comparacfes). A elastase de neutrofilos, indicando a marcacdo de
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neutrofilos, da mesma forma que o CD-68, teve maior positividade nos casos
de DAD (0.62 + 0.24%), seguida por NSIP (0.50 + 0.24%) e UIP (0.16
0.11%), com p<0.05 para todas as comparacoes.

A imunomarcagdo por CD-20 resultou em baixa porcentagem de
positividade em todos os grupos estudados. As diferencas encontradas para
a subpopulacéo de linfocitos T CD-4, CD-8 e CD-3 na NSIP (0.31% + 0.24,
0.55% + 0.29, 1.46 + 0.46%), no DAD (1.20 = 1.02%, 0.54 + 0.52%, 0.63 +
0.44%) e na UIP (0.61 £ 0.27%, 0.16 + 0.09%, 0.54 + 0.21%) nao tiveram
significancia estatistica na comparacéo entre os padrdes histologicos.

No controle, as estimativas do infiltrado inflamatério total, das
subpopulacédo de linfécitos T (CD-4, CD-8 e CD-3), linfocitos B (CD-20), de
neutréfilos e de plasmdcitos tiveram os menores valores obtidos dos quatro

grupos estudados.
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Figura 33. Intervalo de confianga mostrando as diferencas existentes entre a
porcentagem de (A) células inflamatérias totais, (B) linfécitos totais,
subpopulagdes de linfécitos T (C) CD-4, (D) CD-8 e (E) CD-3 e (F) linfécitos B
(CD-20) no grupo controle e nos casos de pneumonia intersticial néo-
espcifica (NSIP), dano alveolar difuso (DAD) e pneumonia intersticial usual
(UIP).
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Figura 34. Intervalo de confianca mostrando as diferencas existentes entre a
(A) porcentagem de celulas inflamatérias plasmocitarias, (B) elastase de
neutréfilos positiva e (C) macréfagos (CD-68) no grupo controle e nos casos
de pneumonia intersticial ndo-espcifica (NSIP), dano alveolar difuso (DAD) e
pneumonia intersticial usual (UIP).
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Tabela 10. Médias e valores de dispersdo das porcentagens de células
inflamatdrias intersticiais no grupo controle e nos casos de dano alveolar
difuso (DAD), pneumonia intersticial n&o-especifica (NSIP), pneumonia
intersticial usual (UIP). Andlise estatistica utilizando analise de variancia
ANOVA one-way pelo teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das
diferentes variaveis.

Estudo do infiltrado inflamatério intersticial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo Maximo

Células inflamatérias totais

Controle 2.8 1.2 0.5 1.7 4.9
NSIP 35.0 16.1 3.6 17.0 68.0
DAD 31.3 13.8 3.1 19.0 77.0
UIP 20.1 6.1 1.3 10.7 37.0
Linfécitos CD4+

Controle 0.20 0.1 0.6 0.2 0.5
NSIP 3.10 2.4 0.5 0.0 8.0
DAD 5.50 5.3 1.2 1.0 2.30
ulP 1.60 0.9 0.2 0.3 3.7
Linfécitos CD8+

Controle 0.20 0.008 0.03 0.1 0.3
NSIP 5.50 0.30 0.6 1.0 12.0
DAD 6.40 0.45 1.0 1.0 18.0
UIP 5.40 0.21 0.4 1.3 10.4
Linfécitos CD3+

Controle 0.80 0.02 0.4 0.5 0.11
NSIP 14.7 0.96 2.2 3.0 37.0
DAD 12.0 1.03 2.3 3.0 36.0
uIP 6.10 0.28 0.6 1.7 10.7
Linfécitos CD20+

Controle 0.08 0.008 0.8 0.0 0.2
NSIP 0.30 0.05 0.1 0.0 0.2
DAD 0.40 0.07 0.1 0.0 0.2
UIP 0.20 0.02 0.05 0.0 0.7
Linfécitos totais

Controle 1.00 0.04 0.2 0.6 1.7
NSIP 15.0 0.98 2.1 3.0 37.0
DAD 12.4 1.04 2.3 3.0 36.0
UIP 6.30 0.28 0.6 1.7 11.0
Células plasmocitarias

Controle 1.60 0.16 0.7 0.0 04.0
NSIP 13.7 0.75 1.7 3.0 29.0
DAD 9.10 0.59 1.3 2.0 22.0
uIP 11.7 0.45 1.0 4.0 23.3
Neutrofilos (Elastase+)

Controle 0.20 0.04 0.2 0.0 1.0
NSIP 5.0 0.24 0.5 2.0 11.0
DAD 6.2 0.24 0.5 2.0 11.0
UIP 1.6 0.11 0.2 0.3 4.3
Macréfagos CD-68

Controle 0.00 0.00 0.0 0.0 0.00
NSIP 1.3 0.12 0.2 0.0 5.0
DAD 3.6 0.21 0.4 1.0 8.0
ulP 0.4 0.04 0.1 0.0 1.7

DP = Desvio Padrao; EP = Erro Padrao.
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Analise estatistica utilizando analise de variancia ANOVA one-way pelo
teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das diferentes variaveis
estudadas.

Células inflamatorias totais

Controle x NSIP p<0.001; controle x DAD p<0.001; controle x UIP p=0.04;
NSIP x DAD p>0.05; NSIP x UIP p=0.02; DAD x UIP p=0.03

Linfécitos CD-4

Controle x NSIP p>0.05; controle x DAD p=0.02; controle x UIP p>0.05;
NSIP x DAD p=0.09; NSIP x UIP p>0.05; DAD x UIP p=0.02

Linfocitos CD-8

Controle x NSIP p=0.01; controle x DAD p=0.002; controle x UIP p<0.01;
NSIP x DAD p>0.05; NSIP x UIP p>0.05; DAD x UIP p>0.05

Linfocitos CD-3

Controle x NSIP p=0.006; controle x DAD p=0.001; controle x UIP p=0.05;
NSIP x DAD p>0.05; NSIP x UIP p=0.006; DAD x UIP p=0.08

Linfécitos CD-20

Controle x NSIP p>0.05; controle x DAD p>0.05; controle x UIP p>0.05;

NSIP x DAD p>0.05; NSIP x UIP p>0.05; DAD x UIP p>0.05

Linfocitos totais

Controle x NSIP p=0.006 controle x DAD p=0.04; controle x UIP p>0.05;
NSIP X DAD p>005; NSIP X UIP p=0.008; DAD x UIP p>0.05

Células plasmaticas

Controle x NSIP p=0.001; Controle x DAD p=0.08; controle x UIP p=0.007;
NSIP X DAD p=0.06; NSIP X UIP p>0.05; DAD x UIP p>0.05

Neutrofilos (Elastase+)

Controle x NSIP p<0.001; controle x DAD p<0.001; controle x UIP p>0.05;
NSIP X DAD p>0.05; NSIP X UIP p<0.001; DAD x UIP p<0.001

Macrofagos CD-68

Controle x NSIP p>0.05; controle x DAD p=0.001; controle x UIP p<0.05;
NSIP X DAD p<0.001; NSIP X UIP p>0.05; DAD x UIP p<0.001
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Figura 35. Intervalos de confianca mostrando as diferenciam existentes entre
a porcentagem de células inflamatérias no grupo controle e nas trés areas
histolégicas do remodelamento arquitetural da UIP: areas normais, de

colapso alveolar e de fibrose mural organizante.
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Tabela 11. Médias e valores de dispersdo das porcentagens de células
inflamatorias intersticiais no grupo controle e nas trés areas histologicas do
remodelamento arquitetural da UIP: areas normais, de colapso alveolar e de
fibrose mural organizante. Analise estatistica utilizando anélise de variancia
ANOVA one-way pelo teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das
diferentes variaveis.

Estudo do infiltrado inflamatdrio intersticial
(Porcentagem de pontos positivos)

Variaveis Média DP EP Minimo Maximo

Células inflamatérias totais

Controle 2.8 1.2 0.5 1.7 4.9
A. normal 3.4 1.4 0.3 1.0 6.0
A. de colap. 16.6 5.5 1.2 7.0 28.0
A. de fibr. mural 40.2 13.9 3.1 20.0 85.0
Linfécitos CD-4

Controle 0.2 0.1 0.06 0.2 0.5
A. normal 0.1 0.3 0.08 0.0 1.0
A. de colap. 1.1 0.7 0.01 0.0 3.0
A. de fibr. mural 3.6 2.3 0.5 0.0 9.0
Linfécitos CD-8

Controle 0.2 0.08 0.03 0.1 0.3
A. normal 1.4 0.7 0.1 0.0 3.3
A. de colap. 3.6 1.2 0.2 1.0 6.0
A. de fibr. mural 11.5 5.2 1.2 3.0 23.0
Linfécitos CD-3

Controle 0.8 0.2 0.4 0.5 0.11
A. normal 1.9 1.3 0.2 0.0 5.0
A. de colap. 4.7 3.0 0.6 1.0 12.0
A. de fibr. mural 11.7 5.1 1.1 3.0 23.0
Linfécitos CD-20

Controle 0.08 0.08 0.08 0.0 0.2
A. normal 0.05 0.2 0.05 0.0 1.0
A. de colap. 0.1 0.3 0.06 0.0 1.0
A. de fibr. mural 0.5 0.5 0.1 0.0 1.0
Linfécitos totais

Controle 1.0 0.4 0.2 0.6 1.7
A. normal 1.9 1.2 0.2 0.0 5.0
A. de colap. 4.8 3.1 0.6 1.0 12.0
A. de fibr. mural 12.2 5.2 1.1 3.0 24.0
Células plasmaticas

Controle 1.6 1.6 0.7 0.0 4.0
A. normal 0.8 0.6 0.1 0.0 2.0
A. de colap. 10.4 4.2 0.9 3.0 17.0
A. de fibr. mural 28.5 10.9 2.4 7.0 56.0
Neutrofilos (Elastase+)

Controle 0.2 0.4 0.2 0.0 1.0
A. normal 0.7 0.7 0.1 0.0 2.0
A. de colap. 1.2 0.9 0.2 0.0 3.0
A. de fibr. mural 2.9 2.1 0.4 1.0 8.0
Macréfagos CD-68

Controle 0.00 0.0 0.0 0.0 0.0
A. normal 0.00 0.0 0.0 0.0 0.0
A. de colap. 0.1 0.4 0.09 0.0 1.1
A. de fibr. mural 1.6 1.1 0.2 0.0 4.0

DP = Desvio Padrao; EP = Erro Padrao.
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Analise estatistica utilizando analise de variancia ANOVA one-way pelo
teste auxiliar de Bonferroni para a correlacdo das diferentes variaveis
estudadas: controle e areas histoldgicas da UIP.

Células inflamatorias totais

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap.
p<0.001; A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Linfécitos CD-4

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Linfocitos CD-8

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Linfocitos CD-3

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Linfocitos CD-20

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=0.05

Linfocitos totais

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap.
p<0.001; A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Células plasmaticas

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap.
p=<0.001; A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001

Neutrofilos (Elastase+)

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=0.001

Macrofagos CD-68

Controle x A. normal da UIP p>0.05; A. normal da UIP x A. de colap. p>0.05;
A. de colap. x A. de fibr. mural p=<0.001
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5.5. AVALICAO DO COLAGENOV

A distribuicéo e interacdo do colageno V com outros tipos de colageno

foram avaliadas em 25 casos de UIP.

5.5.1. CARACTERIZACAO DO COLAGENO V NA PNEUMONIA

INTERSTICIAL USUAL

Sob a coloragdo histoquimica de HE, os pulmbes do padrédo
histolégico de UIP foram caracterizados pela presenca simultanea de trés
graus de remodelamento arquitetural, representados por: areas normais
(Figura 36A), de colapso alveolar (Figura 36B) e de fibrose mural
organizante, esta Ultima contendo focos de fibroblastos e zonas de
faveolalemento pulmonar (Figura 36C). Em contraste ao padrédo da UIP, os
pulmbBes normais usados como controle mostraram uma arquitetura
preservada com presencade septos alveolares delicados.

A Figura 36 mostra a imunofluorescéncia para os colagenos |, lll e V
nas diferentes areas de remodelamento arquitetural sob o microscopio de
fluorescéncia.

Nos controles e nas areas normais da UIP foi observada uma forte
birrefringéncia esverdeada dos colagenos tipo | e Ill nas paredes dos septos
alveolares e do colageno tipo V na membrana basal dos capilares alveolares
(Figura 36D, 36G, 36J), coincidindo com a manutencdo da arquitetura

pulmonar destas regiées. Em contraste, nas areas de colapso alveolar, que
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mostram alteracdo arquitetural moderada, observou-se um aumento difuso
da birrefringencia dos colagenos |, Ill e o colageno V, além de contornar os
capilares alveolares, aparece também no intersticio da parede septal (Figura
36E, 36H, 36K).

Nas diversas areas da fibrose mural organizante e principalmente na
regido dos focos de fibroblastos, os colagenos do tipo I, lll e V tiveram a
maior birrefringéncia encontrada (Figura 36F, 361, 36L).

Nestas areas, os focos de fibroblastos (Figura 37A) mostraram uma
birrefringéncia esverdeada reticular fino do colageno tipo | (Figura 37D), que
contrastou com o padréao reticular grosseira do colageno tipo Il (Figura 37G)
e com o padrao puntiforme do coldgeno tipo V ainda nos focos de
fibroblastos (Figura 37J).

Alteracdes igualmente importantes destas fibras de colageno foram
observadas nos bronquiolos terminais e nas artérias pré-acinares (Figura
37B, 37C) dentro das areas de fibrose mural organizante. Os colageno | e Il
foram expressos em grande quantidade na adventicia dos bronquiolos
terminais (Figuras 37E, 37H) e, em menor grau, na camada média e
adventicia das artérias pré-acinares (Figuras 37F, 371).

A expressdo aumentada dos colagenos tipo | e lll coincidiu também
com o aumento de colageno tipo V na membrana basal do bronquiolo

terminal (Figura 37K) e na parede das artérias pré-acinares (Figura 37L).
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Figura 36. Pneumonia intersticial usual (UIP): areas normais, de colapso
alveolar e de fibrose mural organizante coradas com Hematoxilina-Eosina e
com imunofluorescéncia para colagenos I, ll e V.

(A) Area normal; (B) de colapso alveolar; (C) e de fibrose mural organizante.
(D) Colageno | e (G) colageno Il ambos distribuidos nas paredes dos septos
nas areas normais da UIP. (J) colageno V distribuido nha membrana basal
dos capilares alveolares das areas normais. (E) Colageno | e (H) colageno lli
com aumento difuso da sua expresdo nas areas de colapso alveolar. (K) O
colageno V, além de contornar os capilares alveolares, aparece também no
intersticio da parede septal das areas de colapso alveolar. (F) Colageno | (1)
colageno Il e (L) coldgeno V aumento da expressdo nas areas de fibrose
mural organizante, ainda nestas areas o colageno V apresenta uma
caracteristica puntiforme contrastando com os padrdes reticular fino e
grosseiro dos colagenos | e Il respectivamente das areas de fibrose mural
organizante. HE — (A,B,C) X200; imunofuorescénciencia para colageno |
(D,E,F) 400X; imunofuorescénciencia para colageno Il (G,H,I) 400X;
imunofuorescénciencia para colageno V (J,K,L) 400X.
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Figura 37. Pneumonia intersticial usual (UIP): foco de fibroblastos, bronquiélo
terminal e artéria pré-acinar corados com Hematoxilina-Eosina e com
imunofluorescéncia para colagenos |, Il e V.

(A) Foco de fibroblasto (setas), (B) bronquiolo terminal; (C) artéria preé-
acinar. (D) Mostrando uma birrefringéncia esverdeada reticular fina do
colageno | (G) contrastando com o padrao reticular grosseiro do colageno lli
(J) e com o padrdo puntiforme do colageno V no foco de fibroblasto. (E)
Bronquiolo terminal mostrando o aumemnto da expressdo do colageno | (H)
do colageno Il e (K) do colageno V na membrana basal dos bronquiolos. (F)
Artéria pré-acinar mostrando o aumento da birrefringéncia esverdeada do
colageno |, (1) do colageno 1l e (L) do colageno V na parede das artérias. HE
— (A,B,C) X200; imunofuorescénciencia para colageno | (D,E,F) 400X;
imunofuorescénciencia para colageno 1] (GH,) 400X;
imunofuorescénciencia para colageno V (J,K,L) 400X.
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5.5.2. COMPORTAMENTO DO COLAGENO V NA ATIVIDADE

FIBROTICA DA PNEUMONIA INTERSTICIAL USUAL

A Figura 38A e a Tabela 11 nos mostram 0s aumentos progressivos,
graduais e significativos (p>0.05) da densidade do colageno do tipo V
relacionado diretamente com os graus de atividade fibrotica minima,
moderada, e severa da UIP.

Estas correlacdes mostraram que valores elevados do colageno do
tipo V associaram-se ao padrédo de atividade fibrética severa (0.22 £ 0.02),
graus intermediérios a fibrose moderada ativa (0.16 + 0.01) e graus minimos

a padrdes histologicos de atividade fibrética minima (0.14 + 0.05).

5.5.3. COLAGENO V NO REMODELAMNETO ARQUITETURAL

HETEROGENEO DA PNEUMONIA INTERSTICIAL USUAL

Associacddes das medidas do colageno V nas trés areas de
remodelamento arquitetural heterogéneo estudadas na UIP sé&o
apresentadas na figura 34B e na tabela 11.

As mudancas morfolégicas das fibras do colageno do tipo V
mostraram diferencas significativas nas trés areas: normais, de colapso
alveolar e de fibrose mural organizante, estudadas na UIP, quando
comparadas aos valores dos controles (p>0.05). Em ordem decrescente, a

fiborose mural organizante (0.20 + 0.03%) foi uma das que apresentou

guantidades maiores de fibras de colageno tipo V, seguidas pelas areas de
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colapso alveolar (0.17 + 0.03%), pelas areas normais da UIP (0.13 + 0.04%)

e pelos controles (0.10 + 0.01%) (Figura 38 e Tabela 12).
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Figura 38. (A) Intervalo de confianga mostrando as diferengas existentes entre
o colageno V nas trés subclassificacdes da atividade fibréotica da pneumonia
intersticial usual (UIP). (B) Intervalo de confianga mostrando as diferencas
existentes entre o colageno V nas trés areas histolégicas do remodelamento
arquitetural da UIP.
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Tabela 12. Valores médios e de dispersao do colageno do tipo V em relagao
ao grupo controle, padrées histologicos e areas histolégicas da pneumonia
intersticial usual. Analise estatistica utilizando analise de variancia ANOVA
one-way pelo teste auxiliar de Bonferroni para a correlagdo das diferentes
variaveis estudadas.

Quantificacdo do colageno tipo V
(Fracdo de area parenquimatosa)

Variaveis Média DP EP Minimo Méaximo
Controle 0.10 0.01 0.005 0.09 0.11
Padrdes

histolégicos

Fibr. minima 0.14 0.005 0.002 0.14 0.15
Fibr. moderada 0.16 0.01 0.003 0.15 0.19
Fibr. severa 0.22 0.02 0.009 0.19 0.24
Areas

histolégicas

A. normal 0.13 0.04 0.008 0.09 0.23
A. de colap. 0.17 0.03 0.006 0.13 0.25
A. de fibr. mural 0.21 0.03 0.007 0.15 0.29

DP = Desvio Padrao; EP = Erro Padrao; Fibr. minima = Fibrose minima; Fibr.
moderada = Fibrose moderada; Fibr. severa = Fibrose severa; A. normal =
Areas normais; A. de colap. = Areas de colapso alveolar; A. de fibr. mural =
Areas de fibrose mural organizante.

Padrdes histolégicos da UIP
Fibose minima X Fibrose moderada p=0.002; Fibrose minima X Fibrose
severa p=0.001; Fibrose moderada X Fibrose severa p=0.005

Areas histologicas da UIP

Controle X A. normal p=0.05; controle X A de colapso p<0.001; controle A.
de fibr. mural p<0.001; A. normal X A. de colapso p=0.009; A. de colapso X
A. de fibr. mural p=0.002.
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5.5.4. RECONSTRUCAO TRIDIMENCIONAL DOS COLAGENOS |, lll E V

NA PNUMONIA INTERSTICIAL USUAL

As mudancéas heterogéneas do remodelamento arquitetural da UIP
foram caracterizadas pela desorganizacdo morfolégica dos colagenos
fibrilares, com espessura e desarranjo diferentes, principalmente do
coldgeno V e evidenciado pelo método de reconstrucdo tridimencional
destes colagenos nos focos de fibroblastos e nas artérias pré-acinares das
areas de fibrose mural organizante.

O resultado da birrefringéncia da combinac¢éo do colageno | em verde
e do colageno tipo Ill em vermelho mostrou a interacdo destes colagenos
fibrilares nos focos de fibroblastos e nas artérias pré-acinares.

Nos focos de fibroblastos o colageno | e o colageno Il foram
caracterizados pelo aumento importante da espessura de suas fibras. Ainda
nos focos de fibroblasto a reconstrucéo tridimensional mostrou, abundante
expressado destes colagenos com desarranjo fibrilar. Uma caracteristica
similar de com aumento da espessura das fibras foi observada na membrana
basal das artérias pré-acinar (Figuras 35A, 35B).

Além, da interacdo dos colagenos | e Ill, a imunomarcacdo do
coldigeno V a marcacdo em verde mostrou mediante a recostrusao
tridimencional um importante aumento da espessura e desorganizacao das
suas fibras quando comparado com o colageno do tipo | imunomarcado em
vermelho na dupla marcacdo. Ambos tipos de colageno apresentaram-se

interligados substancialmente nos focos de fibroblastos e nas paredes das
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artérias pré-acinares, neste Ultimo com importante aumento da
birrefringéncia do coldgeno V na parede (Figura 35C, 35D). Estas
caracteristicas foram similares em todos os casos independente do grau de

atividade fibrética da UIP.
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Figura 39. Reconstrucdo tridimensional das associac6es entre colagenos | e
llleleVnofoco de fibroblasto e na artéria do bronquiolo terminal.

Mostra a dupla marcacdo em verde do colageno | e em vermelho do
colageno 1l no foco de fibroblasto (A) e na artéria do bronquiolo terminal (C).
Marcacédo em verde do colageno V e em vermelho do coldgeno | no foco de
fibroblasto (B) e na artéria do bronquiolo terminal (D). No foco de fibroblasto
podemos observar que existe um maior aumento do colageno do tipo | em
relacdo ao Ill, da mesma forma acontece na artéria do bronquiolo terminal, ja
entre os colagenos | e V a predominancia e dada pelo colageno do tipo V
gue se dispbe entre as fibras do colageno do tipo | tanto no foco de
fibroblasto como na artéria do bronquiolo terminal. Dupla marcacdo para
imunofuorescéncia indireta— (A,B,C,D) X400.
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5.6. PROVAS DE FUNCAO PULMONAR E PROGNOSTICO

5.6.1. AVALIACAO DAS PROVAS DE FUNCAO PULMONAR

Os pacientes com pneumonia intersticial aguda apresentaram os mais
severos graus de dispnéia com uma media no escore de 2.55. Todos 0s
pacientes estudados apresentaram padrao restritivo nas provas de funcao
pulmonar caracterizadas pela diminuicdo da capacidade pulmonar total
(CPT), os valores médios foram de 57% na AIP, 63% na NSIP e 79% na IPF
do predito respectivamente e um aumento na VEF;/CVF razao x100 (valores
meédios 97%, 104%, e 80% do predito respectivamente). Os valores médios
do predito da DLCO diminuiram nos pacientes com AIP (46%), NSIP (43%),
e na IPF (60%) (Tabela 12).

Provas de funcdo pulmonar na pneumonia intersticial usual/fibrose
pulmonar idiopatica associaram-se significativamente aos graus de oclusdo
vascular e a densidade celular do infiltrado inflamatorio. Neste sentido
observou-se uma associacao positiva do VEF; e uma associacdo negativa
em relacdo ao CVF e VR (rs = 0.48, p = 0.05) com areas e perimetros
internos vasculares reduzidos. A densidade do infiltrado inflamatorio teve
uma relacdo positiva entre os linfécitos T CD-3+ e a razdo da relagédo
VEF/CVF x100 (rs = 0.43; p = 0.05). Igualmente significante foi a associagéo
negativa entre os linfocitos T CD-4+ com a CPT (rs = -0.50; p = 0.05) e com
o0 VR (rs = -0.51; p = 0.04). As células CD-68+ apresentaram uma
associacao positiva com o VEF; (rs = 0.46; p = 0.04) assim como o0s
neutréfilos (Elastase +) apresentaram uma associacdo com o VR (rs = 0.59;

p = 0.02); VRICPT (rs = 0.52; p = 0.04), e a DLCO (rs = 0.60; p = 0.03).
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Tabela 13. Valores das provas de funcao nos trés grupos de analise.

Variaveis Valores (provas de funcéo pulmonar)
AlP NSIP IPF
VEF; (%pr) 6043 5816 81+3
CVF (%pr) 51+3 5445 69+3
VEF,/CVF 97181 104+7 7615
CPT (%pr) 57+8 635 77+4
VR (%pr) 64+15 94+17 909
VR/CPT (%pr) 93+23 155+16 42+2
DLCO (%pr) 46+9 43+14 53+4
DLCO/VA(%pr) 8315 97+2 57+7
PaO, (mmHg) 78+18 6416 55+3
PaCO, (mmHg) 49+5 35+1 36+1

Valores representados pela mediana+SEM; pr: predito; AIP = Pneumonia

Intersticial Aguda; NSIP = Pneumonia Intersticial N&o-especifica; IPF =
Fibrose pulmonar Idiopatica.

5.6.2. PROGNOSTICO

No transcurso do estudo dos 109 pacientes estudados morreram 47 e
o diagndstico clinico foi AIP (10 pacientes), NSIP (5 pacientes) e IPF (32
pacientes). As curvas de sobrevida clinica (Figura 36), funcional e os
parametros morfologicos na AIP, NSIP e IPF foram analisados. O mais
importante preditor para a sobrevida nos pacientes com IPF foi a

subpopulacao de linfocitos CD-3+ (log rank 3.84; p=0.05; Figura 37).
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Figura 40. Kaplan-Maier mostrando o tempo de sobrevida dos pacientes com:
Fibrose Pulmonar lIdiopatica (IPF), Pneumonia Intersticial Nao Especifica
(NSIP) e Pneumonia Intersticial Aguda (AIP).

Pode-se observar a maior mortalidade que apresentam 0s pacientes com
fibrose pulmonar idiopatica.
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Figura 41 Kaplan-Maier mostrando a relagcéo existente entre a densidade de
linfécitos CD-3+ e a sobrevida dos pacientes com fibrose pulmonar idiopética.

Aumentos de = a 0.61 de linfécitos CD-3+ se correlacionam com menor
tempo de sobrevida p=0.05.
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6. DISCUSSAO

A discussdao serd alavancada em trés topicos importantes. O primeiro
discorrera sobre as limitacbes do trabalho, o segundo sobre fatores
relacionados ao remodelamento (vascular, epitelial, do coldgeno V) e
mapeamento da inflamacéo nas doencas intersticiais pulmonares. O terceiro
e ultimo tépico discorrera sobre a correlagdo dos fatores anteriores com as

provas de fungéo pulmonar e sobrevida.

6.1. LIMITACOES DO TRABALHO

Para que se possa iniciar qualquer discussao sobre os resultados, é
imperativo determinar as limitagdes do trabalho, para evitar analise de dados
gue nao representem a realidade. Nesta parte discutir-se-a: critérios de
inclusdo, desenho epidemioldgico retrospectivo e ébitos por causas nao

correlacionadas com as doencas estudadas.
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6.1.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes diagnosticados como portadores de doenca intersticial
pulmonar com a biopsia a céu aberto, porém sem cortejo clinico para

pneumonia intersticial idiopatica foram excluidos do trabalho.

6.1.2. DESENHO EPIDEMIOLOGICO DO ESTUDO

Considerando-se a casuistica estudada, a primeira limitacdo que deve
ser levada em conta € a referente ao desenho epidemioldgico do estudo:
retrospectivo de corte transversal. A aquisicdo de informacdes referentes a
fenbmenos ocorridos desde 1979 nao possibilita a uniformidade da
descricao de dados clinicos e radioldgicos. Além do mais, o estudo de corte
transversal agregou doentes tratados de forma n&o uniforme no que se
refere ao tratamento medicamentoso e provas de funcdo pulmonar, fato que

nao ocorre em estudos prospectivos controlados.

6.1.3. OBITOS NAO RELACIONADOS

Além da limitacdo do desenho do estudo, houve perdas de
seguimento pés-bidpsia pulmonar a céu aberto e 6bitos ndo correlacionados
a doenca intersticial pulmonar, razdo pela qual tais pacientes foram também

excluidos do estudo.
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6.2. REMODELAMENTO VASCULAR

O remodelamento vascular foi dividido em dois grandes grupos o
remodelamento das artérias pulmonares pré e intra acinares e o0

remodelamento da microcirculacéo.

6.2.1. REMODELAMENTO VASCULAR DAS ARTERIAS PRE E INTRA

ACINARES

Neste estudo, encontramos evidéncias de remodelamento vascular
em especial nas biopsias pulmonares a céu aberto com padrao histoldgico
de UIP de pacientes com diagnéstico de IPF 143149 Mais especificamente,
encontramos nestes casos uma relacdo direta entre a regressado vascular
pulmonar pré e intra acinar (reducdo progressiva da area, do perimetro
interno e do aumento da espessura da parede vascular) com o
remodelamento parenquimatoso ativo. Esse remodelamento vascular esta
em concordancia com os achados de ablacdo vascular encontrados nas

zonas de faveolamento pulmonar da IPF (100149,

Paralelamente foi observada a existéncia de uma regresséo vascular
progressiva congruente com o comprometimento das diferentes areas

histoldgicas alternantes encontradas no padréo histolégico da UIP.

E interessante assinalar, que o grau de regressdo vascular das
artérias diferiu em intensidade entre as diferentes areas histologicas

analisadas na UIP: &reas alveolares normais, intermediarias de colapso
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alveolar e areas de fibrose mural organizante severa caracterizadas por
focos de fibroblastos e zonas de faveolamento. Onde o grau de
remodelamento vascular principalmente nessa ultima foi mais intenso que

nas outras areas sinaladas 146149,

Por outro lado a presenca dos focos fibroblasto podem sugerir a
existéncia de um remodelamento vascular ou regressdo vascular
particularmente mais ativo destas areas. Estas evidéncias conduziram
provavelmente a reducdo do fluxo sanguineo, isquemia parenquimatosa,
fibroproliferacdo e deposicdo de maior matriz extracelular, culminando na

resposta cicatricial da ferida.

O colapso alveolar, caracteristica histoldgica predominante da UIP ©1),
pode promover um processo de reparo que altere permanentemente a
arquitetura do parénquima pulmonar. A hipoxemia consequente pode
aumentar a resisténcia vascular, diminuindo a perfusdo das regides
envolvidas no processo 49, A resisténcia vascular aumentada também pode
conduzir a uma isquemia cronica, perpetuando assim o estimulo dos
fibroblastos a proliferacédo, o infiltrado inflamatério e a deposicdo de matriz

extracelular.

A reducdo do lumen vascular com o aumento continuo do tecido
conectivo sem neovascularizacdo subseqiente € um outro mecanismo

potencial de hipoxia 49,

Contrastando com o limen vascular preservado (atividade fibrotica

minima) nas areas com predominio de septos alveolares preservados e
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colabados, foi a presenca dos lumens vasculares diminuidos nas areas de
fibrose mural organizante. Nossos dados indicam que existe uma obliteracao
substancial dos vasos perto dos espacos alveolares na fibrose pulmonar
extensa, existindo uma perda ou regressao de grandes vasos nas areas de
troca gasosa. Esta regressao vascular e o aumento concomitante do
remodelamento parenquimatoso aumentam a distancia para o curso do

oxigénio, gerando hipoxemia nestes pacientes.

Dado as caracteristicas acima descritas, postulamos que na UIP/IPF,
apos o colapso alveolar, o processo de reparo com a formagdo completa da
cicatriz fibrotica e o remodelamento vascular intenso é o sinal que indica o
fim do processo de cicatrizacdo epitelial. A auséncia de remodelamento
vascular poderia apontar a um processo inespecifico, como é observado no
granuloma telangiectasico da pele, onde a rede vascular diminui
progressivamente a medida que h& diminuicdo do processo, fato que néo
ocorre na fibrose pulmonar idiopatica. E demonstrado que a fonte vascular é
um requisito sine-qua-non para a viabilidade de um tecido recentemente
formado (por exemplo, endométrio na fase proliferativa, tecido neoplasico, e

outros), e sua auséncia € um sinénimo de atrofia tecidual.

Podemos concluir que a UIP é caracterizada por um remodelamento
vascular substancial, com deslocamento dos vasos intersticiais das vias
aéreas. Tal remodelamento vascular correlacionou-se com o grau de
atividade parenquimatosa e com o padrdo heterogéneo a UIP apresenta,
diferindo, portanto das outras duas entidades estudadas onde nao foram

observadas tais alteragdes nos vasos pulmonares.
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6.2.2. SISTEMA COLAGENO/ELASTICA VASCULAR PRE E INTRA

ACINAR

Certamente, uma razao importante para que os pacientes com IIPs
apresentem uma evolucdo diferente é a fibrose progressiva presente
principalmente nos pacientes com IPF. Neste sentido é importante obter
maior informacdo sobre o remodelamento parenquimatoso e em especial
sobre o remodelamento da matriz vascular extracelular. Tal informacéo
permitira também melhor entendimento da participacdo deste componente
no processo de remodelamento vascular e na evolugdo das doencas
intersticiais.

O processo de remodelamento ativo compreende normalmente uma
série complexa e seqiiencial de etapas. E um processo importante que
culmina na formacdo da cicatriz, caracterizada por neovascularizacao,
migracdo de miofibroblastos e deposicéo de fibras de colageno e de fibras
elasticas. Este processo ocorre de forma descontrolada, causando uma
fibrose excessiva com progressivo remodelamento histoaquitetural e
vascular nos casos de |PF (91:150-154)

O processo de remodelamento da matriz vascular extracelular ocorre
de forma semelhante a resposta vascular a algum tipo de leséo, envolvendo
as estruturas vasculares em uma reacdo em cascata. Este processo é
dindmico e envolve degradacdo e sintese de moléculas de fibras de

colageno, normalmente distribuidas nas camadas média e adventicial da

parede vascular. Sao estabilizadas por fibroblastos, miofibroblastos e células
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de musculo liso conferindo rigidez a parede.

O aumento do colageno nas paredes das artérias pulmonares é
influenciado diretamente pelo processo de desenvolvimento da hipertensao
pulmonar como é visto durante a hipéxia em ratos °%.

Um outro componente importante das paredes vasculares sado as
fibras elasticas, compostas por um componente amorfo chamado de

(156) Nas artérias elasticas

elastina, estrutura miofibrilar ndo distensivel
normais, as laminas elastica interna e externa sdo compostas por fibras
elasticas maduras que conferem elevada elasticidade ao tecido vascular em
situaces normais °®). Devido a suas propriedades mecanicas, as fibras
elasticas conferem elasticidade a parede vascular para um bom
desempenho da sua funcao *°9),

O aumento da destruicdo das fibras elasticas em certas situacdes
patoldgicas pode ser devido a ativacdo de poderoses proteasas elastoliticas
e células inflamatérias *°”). A reativacdo da sintese de elastina nestes casos
é observada em resposta ao aumento da sua destruicdo *°® em forma
desorganizada com deterioracdo consequente das propriedades mecanicas
vasculares.

A elastdlise vascular foi arduamente estudada na hipdxia pulmonar
onde se demonstrou recentemente a existéncia do aumento do gene de
expressao de elastina nos modelos animais ap6s o ferimento vascular 9.

E por esta razdo que o estudo do sistema de fibras de colageno e de

fibras elasticas fornece informacGes importantes sobre o remodelamento

vascular ativo nas IIPs e nossos resultados confirmam a importancia deste
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sistema na possivel patogénese destas doencas.
Estudos prévios em modelos de hipoxia pulmonar e hipertensao
pulmonar tém relacionado significativamente as mudancas do sistema de

(159-162)

fibras de colageno e de fibras elasticas nas IIPs . Nossos resultados

sugerem a existéncia de um aumento destas fibras nas artérias pulmonares
(163 provavelmente levando a uma maior contratura e reducdo da
distensibilidade vascular, hipdxia cronica parenquimatosa e resultando
aumento da extensdo da lesdo pulmonar. Além disso, o padrao histologico
da UIP mostrou-se como um protétipo desta alteracdo da parede vascular
com justaposicao das fibras de colageno e das fibras elasticas.

Nossos resultados também mostram que existe uma importante
correlacdo entre o remodelamento vascular ativo ndo s6 com diminui¢cdo dos
didametros internos vasculares mas também com aumento da deposicéo de
fibras colagenas e fibras elasticas nas paredes destes vasos, embora
sejamos incapazes de determinar se este remodelamento vascular € um
evento preliminar ou secundario a fibrose intersticial.

O aumento do sistema de fibras de colageno e de fibras elasticas
vasculares junto com as alteracfes vasculares encontradas nos fornece um
guia potencial da evolugdo da fibrose nestes pacientes. E também
importante mencionar que o remodelamento do sistema de fibras de
coladgeno e de fibras elasticas vasculares estd associado as diferentes
formas de remodelamento parenquimatoso na NSIP e no DAD.

Em nosso estudo o sistema de fibras de colageno esteve relacionado

significativamente com os padrées histologicos na NSIP e no DAD, e sua
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quantificacdo nos forneceu maior informacdo sobre o estagio de
remodelamento nestas doencas. A quantificacdo dessas fibras esteve
relacionada significativamente a uma resposta evolucionaria adaptativa do
remodelamento da matriz vascular extracelular dependendo em grande parte
da extensdo da destruicdo do parénquima pulmonar como ocorre na NSIP e
no DAD.

Ainda mais interessante de enfatizar foi o0 aumento progressivo da
guantidade de fibras de colageno e elastica da parede vascular nos padrbes
histologicos do DAD, NSIP e UIP em forma gradativa. O aumento
progressivo deste sistema de fibras nesses processos enfatizou um aumento
temporal das mesmas, onde a deposicdo dessas fibras e a atividade
parenquimatosa na NSIP podem considerar-se como intermediarias em
relacdo aos padrdes da UIP e do DAD.

Uma associagao entre o remodelamento vascular e as IIPs foi descrita
recentemente %Y. Ndo sé o aumento das fibras de colageno e elastica na
parede vascular determinou a reducdo da distensibilidade dos vasos nas
[IPs, mas em conjunto com a hip6xia crénica, aumentou a extensao da leséo
parenquimatosa. Especificamente falando, encontramos uma relacéo direta
entre o remodelamento vascular do sistema de fibras colagenas e elasticas e
o grau de fibrose mural organizante dessas doencas.

Peao e colaboradores *® também demonstraram a presenca de
remodelamento vascular em ratos com fibrose pulmonar induzida por
bleomicina. Em 1963, Turner-Warwick @°? demonstrou anastomose pré-

capilar sistémica pulmonar como parte do remodelamento vascular. Essas
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mesmas caracteristicas estdo em concordancia com a ablagdo vascular
encontrada em zonas de faveolamento pulmonar nos casos de fibrose
pulmonar %9,

Encontramos no padrdo da UIP uma forte correlacdo entre o
remodelamento vascular e o nivel de deposicdo de fibras de colageno e
elasticas, facilitando a destruicdo do parénquima e 0 aumento da
fibroelastose da matriz extracelular.

Podemos finalizar dizendo que o remodelamento vascular presente
nas lIPs em termos de conteudo de fibras de coldgeno e elasticas
caracterizam uma fibroelastose vascular com diferentes graus de conteudo.
Tais evidencias, sugerem que esse remodelamento nas IIPs corre em
paralelo com as respostas adaptativas apos a lesdo, dependendo em parte

do aumento da deposicao destas fibras.

6.2.3. REMODELAMENTO DA MICROCIRCULACAO

A microcirculagdo pulmonar apresenta um papel importante nos
processos de reparo e remodelamento parenquimatoso. Nosso estudo
mostrou uma correlagéo inversa entre a densidade capilar alveolar CD-34+ e
a atividade das células endoteliais VCAM-1+ e E-Selectina+ com os graus de

fibrose mural organizante no pulméao.

Constatamos uma tendéncia de aumento da atividade endotelial com
baixa densidade vascular na fibrose minima e uma baixa densidade vascular

com elevada atividade endotelial nas lesbes de fibrose pulmonar severas.
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A natureza das lesbes vasculares na fibrose pulmonar foi notada
primariamente por Bronk em 19539, Foi observada também a derivacéo da
circulacdo vascular através da anastomose sistémica pulmonar na vizinhanca
das proliferacées vasculares 2. Renzoni e colaboradores encontraram
aumento vascular intersticial na fibrose pulmonar %), Uma expressao idéntica
de ELAM-1, VCAM-1, e de ICAM-1 foi encontrada por Camionete Dinther-
Janssen 1% na sarcoidose e na pneumonia intersticial usual. Entretanto,
poucos estudos analisaram com clareza o comprometimento vascular nos

pulmdes dos pacientes com IIPs e principalmente com IPF.

Em nosso trabalho, constatamos uma diminuicdo da densidade dos
capilares alveolar CD-34+ e um aumento da atividade endotelial VCAM-1+ e
E-Selectinat+ em relacdo ao grau de colapso alveolar e da fibrose mural
g (167-169)

organizante do parénquim

Como demonstrado previamente por Katzenstein e colaboradores ¢,

0 colapso alveolar € uma caracteristica proeminente do DAD e da UIP. A
lesdo das paredes da unidade alvéolo-capilar, por um mecanismo que possa
causar perda importante da camada epitelial pode iniciar o processo do
colapso alveolar ®1 &) A reconstituicdo incompleta da integridade da unidade
alveolo-capilar provavelmenta promove a formacdo de um processo de reparo
de grande extensdo. Com a alteracdo arquitetural permanente do parénquima

pulmonar ocorre a perda da area de troca gasosa.

Nessas areas, onde a ventilagédo € inexistente, a hipoxemia ativaria o
mecanismo de autoregulacao vascular pulmonar que por sua vez aumentaria

a resisténcia vascular, para diminuir a perfuséo das regides de derivagao 9.
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A resisténcia vascular aumentada pode conduzir a um regime cronico
de isquemia tal que perpetue e estimule a inflamacgéo e a expressédo de CAMs
pelo endotélio ativando por sua vez a proliferacdo de fibroblastos e

conseguintemente a deposicéo de matriz extracelular.

A reducdo da densidade vascular e 0 aumento continuo do tecido
conectivo sem neovascularizacdo pode ser um outro mecanismo de hipoxia
envolvido nestes processos. Contrastando com o aumento dos capilares
(fibrose ndo organizante) em areas alveolares normais e de colapso alveolar,
observamos uma diminui¢cdo da densidade vascular capilar CD-34+ na fibrose
mural organizante da UIP, principalmente nas areas dos focos de fibroblastos,
e na fibrose obliterativa das lesdes do DAD.

(103)  assinalaram uma caracteristica

Gracey e colaboradores
impressionante revelada pela microscopia que foi a diminuicdo do nimero de
capilares dentro dos septos alveolares e a auséncia total dos mesmos nas
areas de fibrose de pulmdes de pacientes com fibrose pulmonar. A diminuicéo
de tamanho do limen dos vasos dentro das paredes alveolares remodeladas
foi também mostrada em bidpsias de espécimes de fibrose pulmonar 9.
Paralelamente foi realatada na IPF a densidade diminuida de vasos °®. Dado
a falta de vascularizacdo nos focos de fibroblasto, o processo de fibrose
parece ndo requerer neovascularizacdo. O desenvolvimento de tecido fibroso

com diminui¢cdo dos capilares sugere que estes tecidos sdo lesbes avancadas

da UIP.

Considerando essas evidéncias, a diminuicdo da densidade dos

capilares alveolares nas areas normais e de colapso alveolar ndo organizante
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podem ser consideradas como mudancas secundarias que cursam para um
processo fibrotico mais extenso. As caracteristicas acima mencionadas
sugerem que na UIP e no DAD, apés o desmoronamento dos septos
alveolares e do processo de reparo, a recuperacdo completa € provavelmente
um sinal que indica o fim do processo da cicatrizacéo epitelial. Sua auséncia,
por outro lado, poderia apontar um processo inespecifico, como no granuloma
telangiectasico da pele, onde a rede capilar diminui progressivamente nas
fases tardias quando a fibrose € incorporada; o oposto ocorre na IPF. De fato,
estd demonstrado que a fonte vascular € um requisito “sine-qua-non” para
todo tecido viavel recentemente formado (por exemplo, endométrio na fase

proliferativa, tecido neoplasico e outros), e sua auséncia € sinénimo de atrofia.

Nenhum colapso alveolar ocorre na NSIP. Entretanto, as quantidades
muito pequenas de fibrose organizante e a presenca exclusiva da inflamacéo
septal ndo parecem ser a Unica causa do remodelamento estrutural. 1sso
ocorre coincidentemente com a diminuicdo do CD-34+ e o aumento da
atividade das células endoteliais VCAM-1+ e E-Selectina+. Nas éareas
alveolares proximas destes capilares CD-34+, VCAM-1+ e E-Selectina+ as
células epiteliais tipo Il mais ativas podem produzir fatores angiogénicos
potentes 8 179 Estes fatores angiogénicos podem ser também detectados
nas células endoteliais de acordo com o grau de fibrose organizante presente
nestas areas % 179 Este achado é potencializdo pela observacéo nas areas
de fibrose mural organizante onde os capilares CD-34+ assim como as células
endoteliais VCAM-1+ e a E-Selectina+ foram distribuidas somente nas bordas

e nas areas alveolares normais em coincidencia com os pneumacitos tipo II.
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Nenhum capilar foi observado nas areas de fibrose mural organizante sem a
presenca de células epiteliais alveolares. A presenca dos capilares para
manter a estrutura alveolar %9 justificaria a presenca de CD-34+ nas células
endoteliais alveolares nas areas normais. Neste contexto, 0s capilares
aumentados CD-34+ podem contribuir a regeneracdo das paredes alveolar

lesadas como nos casos da NSIP.

Concluimos que uma vascularizacdo substancial ndo homogénea, com
diminuicéo progressiva do CD-34+ e aumento da expressao de VCAM-1 e de
E-selectina ocorre de acordo com o grau de fibrose nos padrdes histol6gicos

do DAD, NSIP e UIP (169).

6.3. ATIVIDADE DAS CELULAS EPITELIAIS

A molécula de adesédo intercelular-1 (ICAM-1), é um membro da
familia das imunoglobulinas com uma estrutura de cinco dominios e com um
papel importante nos processos inflamatérios @7V, Ela foi implicada no
recrutamento de leucdcitos incluindo principalmente linfécitos e
neutréfilos 1Y mais sua participacdo na patogénese da IPF ainda é
controversa. Em nosso estudo, constatamos uma forte expresséo do ICAM-1
nas células epiteliais dos casos estudados em concordancia com achados
de outros trabalhos ¢9),

Observagbes anteriores mostram que o ICAM-1 tem um papel

importante na apresentacdo de antigenos 72 ao promover um sinal co-

estimulador para a ativacdo de células linfocitarias T72. E também relatado
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sua forte correlacdo com a expressdao de complexos antigénicos de
histocompatibilidade do tipo Il nas células epiteliais tipo Il pulmonares
regeneradas e nos macréfagos alveolares dos pacientes com IPF sugerindo
uma possivel participacdo tanto destas células como desta molécula na
IPF (72),

Nosso estudo mostrou a forte expressdo deste marcador nas células
epiteliais correlacionando-se principalmente com o grau de atividade da
doenca presente nos casos de NSIP, DAD e UIP. Tal resultado valida a
importancia da participacdo desta molécula na manutencdo do processo
nestes casos. A existéncia de uma atividade continua das células epiteliais
pode indicar atividade da doenca, e seria mais um mecanismo para
contribuir com o recrutamento de maior quantidade de células inflamatérias e
fibroblastos e por conseguinte maior deposicdo de matriz extracelular
interferindo na resolucdo do processo fibrotico.

E importante sinalar que na UIP a presenca de atividade epitelial foi
aumentando gradativamente conforme o comprometimento parenquimatoso:
das areas normais, passando pelas areas de colapso alveolar até a fibrose
mural organizante onde praticamente todas as células epiteliais tiveram uma
imunomarcacao positiva. Demostramos também que todas as células nas
proximidades dos focos de fibroblastos encontraram-se ativas o que indica
maior atividade epitelial nestas regides.

Este aumento da atividade epitelial pode ser um sinal para a producao

de maior quantidade de fatores de ativacao de fibroblastos, maior depdsito
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de matriz extracelular e no recrutamento de maior quantidade de células

inflamatorias nestas regides.

6.4. ESPECTRO DO INFILTRADO INFLAMATORIO INTERSTICIAL

O papel da inflamacdo na patogénese da fibrose pulmonar
permanece controverso. Embora o numero de infiltrado leucocitario
encontrado nos pacientes com UIP seja baixo, ha evidéncias tanto em seres
humanos como em modelos animais que as citocinas inflamatérias estao
envolvidas no desenvolvimento da fibrose (/®.

De fato, nosso estudo mostrou que o tipo de célula inflamatéria
presente no intersticio pulmonar nos pacientes com UIP/IPF foi
predominantemente mononuclear, e entre as subpopulacdes de linfocitos T,
os linfécitos CD-4+ e CD-3+. As células CD-68+ e os neutrdfilos (Elastase +)
correlacionaram-se significativamente com provas de funcdo pulmonar
(FEV1/FVC ratio x100, TLC, FVC, RV, RV/TLC, TLC, DLCO), assim como a
densidade de células linfocitarias CD-3+ correlacionou-se com a sobrevida.

Estudos recentes mostraram que o0 processo inflamatorio intersticial
cronico coexiste com a deposicdo anormal de matriz extracelular, focos de
fibroblastos e colapso alveolar nos pacientes com IPF 13178 Este
componente inflamatério do tecido intersticial aparentemente € constituido
por células mononucleares (macrofagos, linfécitos e células plasmaticas). Ja
outras células inflamatdrias tais como neutroéfilos e eosindéfilos parecem bem

menos numerosas 175177,
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Estudos prévios com imunohistoquimica nos tecidos pulmonares de
pacientes com IPF 17817 e gutras pneumonias intersticiais “®® mostraram
gue o processo inflamatorio € principalmente mononuclear, e que as
subpopulacdes de linfocitos T CD-4+ e CD-8+ estdo presentes com
distribuicdo difusa no intersticio pulmonar, com um componente adicional de
CD-4+ nos foliculos linféides.

Nosso estudo contrastou com estes achados, mostrando um aumento
importante da subpopulacdo de linfécitos T CD-3+ indicando um possivel
mecanismo de ativacdo intrinseca destes linfocitos. Por outro lado este
componente inflamatério predominio de células linfocitarias foi
correlacionado com o0s aumentos chamativos das moléculas de adeséo
encontradas nestes casos e como demostrado em nosso estudo.

As células inflamatodrias incluindo as subpopulacfes de linfécitos T
foram alvo de varios estudos em lavado bronco-alveolar de pacientes com
fibrose pulmonar e principalmente com IPF &’). Em tais estudos, muitas das
conclusdes a respeito do papel da inflamagdo nas doencds pulmonares
intersticiais permanecerem obscuros.

O possivel papel das células inflamatérias na patogénese da IPF
recebeu tradicionalmente pouca investigacdo sobre tudo pelo aumento
incomum destas células no lavado broncoalveolar. Em que pese uma
relacdo causa efeito de ndo implicacdo de correlagbes significativamente
positivas no grupo da UIP dos pacientes com IPF entre os linfocitos CD-3+ e
indices funcionais das provas de funcdo pulmonar e entre a densidade

dessas células e a sobrevida; a correlacdo das células CD-68+ com o VEF;;
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dos neutrofilos (Elastase +) com o VR e o DLCO podem sugerir uma
relevancia fisiopatolégica potencial entre as células mononucleares e em
especial a densidade de linfocitos CD-3+ na patogénese da fibrose pulmonar
e ser possivelmente um indicador da atividade da doencga.

Entretanto, os mecanismos relacionados a estas correlagcdes e ao
relacionamento dos parametros inflamatérios e imunes, as mudancas
estruturais no parénquima pulmonar permanecem ainda desconhecidos e
serdo necessarios estudos adicionais para um esclarecimento do verdadeiro

papel destas células na fibrose pulmonar.

6.5. REMODELAMENTO DO COLAGENO DO TIPOV

A avaliacdo do colageno tipo V e sua exploracdo quantitativa na
UIP/IPF forneceu importantes caracteristicas destas fibras. Pudemos
observar e estabelecer que nos diferentes estagios temporais da UIP, as
fiboras do colageno tipo V estdo aumentadas, dispostas de forma
desarranjada e combinando-se com outros tipos de fibras para desta forma
criar uma organizacdo e uma expressdao espacial anormal destes
colagenos (181182,

As fibras do colageno s&do o constituinte principal da matriz
extracelular e talvez a molécula mais importante na estabilizacdo da
estrutura, do crescimento, e do reparo dos tecidos 189,

O colageno do tipo V estad presente nas paredes dos brdonquios,

bronquiolos e paredes dos vasos pulmonares. Esta caracteristica coincide
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com a producdo deste tipo de colageno pelo musculo liso e pelas células
endoteliais e sua presenga na membrana basal das paredes dos capilares e
artérias 189,

Estudos de imunofluorescéncia precedentes do polimorfismo do
colageno na fibrose pulmonar sugerem que a deposicédo do colageno Il é
um acontecimento observado nos estagios avancados da fibrose, visto que
o colageno do tipo | é o colageno predominantemente depositado nos
estagios mais recentes 125189,

O remodelamento pulmonar ativo na UIP/IPF dependente
principalmente da fibrose mural organizante definido histologicamente como
a proliferacédo de fibroblastos numa matriz extracelular edematosa com
depdsito de fibras de colageno onde os focos de fibroblastos, representam a
heterogeneidade temporal da doenca ou seja, a atividade da mesma (86187,
Ainda que o papel dos colagenos fibrilares |1 e Il como proteinas de
sustentacdo no remodelamento sdo bem conhecidos, levanta-se questdes
ao respeito da expressao do colageno tipo V na fibrogénese.

O aumento do coldgeno V e a desorganizacdo morfologica das suas
fibras com tamanhos e espessuras diferentes indicam um evento diferente
de remodelamento ou um tipo diferente de fibrose? A associacdo do
colageno | com o colageno V é de muita importancia ja que esta associacao
conduz a formacao de fibras heterotipicas que controlam os diametros das
fibras, influenciando as caracteristicas funcionais de um tecido 18819

Alteracbes genéticas das moléculas do colageno V podem danificar o

controle da matriz extracelular alterando ou causando um processo de
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remodelamento. Tal processo culmina na fibrose pulmonar principalmente
nas doencas do tecido conectivo 34199,

Evidéncias recentes sugerem que as mutacdes nas cadeias p1(V) e
na pu2(V) do colageno do tipo V na sindrome de Ehlers-Danlos conduzem a
mudancas morfolégica nos tecidos %1% através de mudancas nas
estruturas fibrilares dos colagenos. Estes resultados sugerem que uma falha
na regulacédo e desorganizacao morfologica das fibrilas do colageno V com
tamanhos e espessura diferentes poderiam ter um papel importante e
significativo nos mecanismos complexos de deposi¢cdo das proteinas da

matriz extracelular conduzindo & fibrose pulmonar 94,

6.6. PROVAS DE FUNCAO PULMONAR E SOBREVIDA GLOBAL

De acordo com o revisto na literatura médica, o tempo de
sobrevivéncia para um paciente com IPF tende a ser curto em média apés o

s 3334 A maioria das vezes, s6 o

diagnéstico varia de 2.5 a 3.5 ano
transplante pulmonar pode alterar a historia natural da doenca. Na
pneumonia intersticial aguda a mortalidade pode chegar a até 50% ou mais,
fazendo-se presente um a dois meses apesar do tratamento. Os
sobreviventes da AIP podem experimentar recuperagédo ou cronicidade com
doenca intersticial pulmonar “®5®. A pneumonia intersticial ndo especifica

encontra-se numa posicado intermediaria entre as outras duas tendo um

prognadstico favoravel na expectativa de vida.
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Em nosso estudo a taxa de sobrevivéncia global dos pacientes com
AIP foi de 40%, os com NSIP de 77.27% e os com IPF de 35.48%.

Dada a heterogeneidade do remodelamento parenquimatoso e
vascular encontrada nos casos da UIP, ndo foi de surpreender que exista
uma relacéo estreita porém significativa com as provas de funcdo pulmonar
(rs = 0.48) nestes grupos, no qual as alteragbes de remodelamento vascular
pulmonares foram as mais severas.

Podemos dizer que a UIP é caracterizada por um remodelamento
vascular substancial e importante, com deslocamento dos vasos intersticiais
das vias aéreas.

Da mesma forma e importante ressaltar a associacao existente entre
as células do infiltrado inflamatério e as provas de fungdo pulmonar
encontradas (FEV1/FVC ratio x100, TLC, FVC, RV, RV/TLC, TLC, DLCO)
neste grupo.

Ao mesmo tempo houve uma importante correlagdo com a sobrevida
e a densidade de linfécitos da subpopulacdo T CD-3+, relacionando-se com
uma maior sobrevida para aqueles pacientes com niveis mais baixos da
densidade de linfécitos CD-3+ nos pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica, estas correlagbes presentes tanto de, remodelamento vascular
como do tipo do infiltrado inflamatério nos fazem pensar que estas
alteracbes posam contribuir de alguma forma no inicio, na perpetuagéo ou
na extensdo da injuria parenquimatosa. Apesar de que nossas correlagdes
nao impliqguem relacionamentos diretos entre causa-efeito, pensamos que

estas correlacdes significativamente positivas no grupo da UIP dos pacientes
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com IPF entre o remodelamento vascular e a densidade do tipo de infiltrado
inflamatdério possam sugerir uma relevancia fisiopatolégica potencial entre
estas alteracdes e a patogénese da fibrose pulmonar o serem possivelmente

indicadores potenciais da atividade parenquimatosa da doenca.

6.7. PERSPECTIVAS

O ambulatorio especializado para o seguimento de pacientes com
doencas pulmonares intersticiais estd em pleno funcionamento, e melhor
estruturado, incorporando nOvos casosS com exames e seguimento
padronizados.

Profissionais de diversas areas, como clinicos, radiologistas,
patologistas e pesquisadores desenvolvem atividades de assisténcia e
pesquisa, juntamente com académicos.

O laboratorio de patologia da FMUSP desenvolve pesquisas ligadas a
estes grupos de doencas. Nos Ultimos anos, muitos trabalhos foram
realizados, aceitos e discutidos em congressos nacionais e internacionais.
Varios projetos de iniciacao cientifica foram concluidos e ha ainda muitos em
desenvolvimento.

Continuara-se o estudo destas doengcas com a supervisdo da
professora Luiza Vera Capelozzi e sob duas linhas de pesquisa que
emvolveram estudo genético e experimental. Pretendemos estudar cultura

celular e material genético destes pacientes, assim como desemvolver
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experimentalmente modelos que redroduzam as caracteristicas histologicas
destas doencas e por consiguinte o melhor entendimento das mesmas.

Estes trabalhos estdo em diferentes fases de desemvolvimento e
outros como aqueles que tentdo reproducir o verdadeiro padrédo histolégico
de IPF a cargo do Professor Dr Jao Valente Barbas-Filho quasi em fase de
conclusdo. Enfim, todos os componentes para uma pesquisa mais ampla
estdo prontos para que possa se compreender melhor as caracteristicas
destas les6es histoldgicas. E uma ardua tarefa que traira muitas ddvidas e a
esperanca de respostas que melhorem os diagnésticos e tratamento dos
pacientes.

Em um futuro préximo, esta tese servira como uma singela referéncia
histérica ante as promissoras respostas, que com certeza virdo num futuro
préximo; e sera motivo para uma agradavel conversa, do tempo em que

estas doencas eram chamavas de “pneumonias intersticiais idiopaticas”.
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7. CONCLUSOES

De acordo com o exposto, conclui-se:

7.1. CONCLUSOES GERAIS

A partir de dados morfolégicos, clinicos e provas de funcdo pulmonar
pudemos constatar a existencia de correlacdo etiopatogénica das alteracdes

vasculares em relacao ao progostico e sobrevida.

7.2. CONCLUSOES ESPECIFICAS

1. Existe uma relacdo direta entre a regressao vascular pré-acinar, intra-
acinar e capilar e o remodelamento parenquimatoso, mais evidente na

UIP pela qual a consideramos um protoétipo de alteracdo vascular.

2. O remodelamento da vasculatura pré e intra-acinar e caracterizado pelo
aumento de fibras de colageno e as fibras elasticas levando a uma
fibroelastose vascular a qual é diretamente proporcional ao grau de

atividade fibrotica parenquimatosa.
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3. O remodelamento vascular é particularmente ativo nas areas de maior
remodelamento parenquimatoso ativo, aumentando a possibilidade de
isquemia, aumentando a fibroproliferacdo, aumentando a deposicao de

matriz extracelular e aumentando a resposta cicatricial a ferida.

4. Por outro lado o remodelamento vascular levaria a uma hip6xia crénica
por diminuicdo do lume vascular pré e intra-acinar, aumento da matriz
vascular extracelar com perda da distensibilidade dos vasos, aumento da
matriz parenquimatosa sem neovascularizacdo e aumento da injaria

parenquimatosa e perpetuacéo da fibrose.

5. A densidade do infiltrado inflamatério foi maior em relagdo as células
mononucleares, com indices maiores na subpopulacdo de linfécitos T
CD-3+ indicando um mecanismo de ativacdo intrinseco destas células
inflamatodrias talvez, ativados e recrutados por moléculas de adesao
vasculares e epiteliais contribuindo desta forma ainda mais no processo

de injuria ao parénquima.

6. O aumento da expressao do colageno do tipo V e a sua desestruturacao
podem indicar um mecanismo diferente de remodelamento e estar
fortemente relacionado ao espectro histolégico da doenca e a presenca
de lesdo da membrana basal tanto epitelial como endotelial

representando injuria destas estruturas.
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7. O remodelamento vascular e a densidade de células inflamatorias por se
proprias ou por alteracdo do parénquima pulmonar contribuiria a
alteracdo das provas de funcédo pulmonar, principalmente no grupo de
maior fibrose como é o caso da IPF, possibilitando uma possivel
participacdo do componente vascular e da inflamac¢do na génese ou na

perpetuacéo desta doenca.

8. Se 0 remodelamento vascular o aumento da densidade inflamatéria
intersticial e as mudancas observadas do coldgeno V sdo eventos
preliminares ou secundarios a fibrose intersticial, ndo temos ainda uma

resposta, mais este fato nos incentiva para futuras investigacoes.



8. ANEXOS
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ANEXO A

Tabela A 1. Dados clinicos e histo-patolégicos dos pacientes com Pneumonia
Intersticial Nao Especifica (N=22)

Caso Idade sexo P.histolégico Febre Tosse Dispnéia Status

1 55 F NSIP-celular + + Leve \%
2 44 F NSIP -fibrosante - - Leve \%
3 40 M NSIP -celular - - Leve \%
4 46 F NSIP -celular - - Leve \%
5 47 M NSIP -celular + - Leve \%
6 45 M NSIP-celular + - Moderada @)
7 39 F NSIP-celular - - Leve @)
8 73 F NSIP-celular - - Leve @)
9 55 M NSIP -celular - - Leve \%
10 57 F NSIP -fibrosante - - Leve @)
11 43 M NSIP-celular - + Moderada O
12 48 M NSIP -fibrosante - + Ausente \%
13 42 F NSIP -celular - + Leve \%
14 49 F NSIP -celular - + Ausente \%
15 67 M NSIP -celular - - Ausente \%
16 49 F NSIP -fibrosante - + Leve \%
17 41 M NSIP -celular - - Leve \%
18 45 F NSIP -celular + - Leve \%
19 54 M NSIP -fibrosante - - Leve \%
20 46 F NSIP -celular + - Leve \%
21 76 F NSIP-celular - + Leve Vv
22 57 M NSIP-celular + + Ausente Vv

F = Feminino; M = Masculino; P. histologico = Padrédo histologico; + = positivo; -
= negativo; V = vivo; O = obito.
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Tabela A 2. Dados clinicos e histo-patolégicos dos pacientes com Pneumonia
Intersticial Aguda (N=25)

Caso Idade Sexo P.Histolégico Febre Tosse Dispnéia Status
1 66 M DAD-exudativo + + Severa O
2 48 M  DAD-proliferativo + Severa O
3 a7 M  DAD-proliferativo - + Severa \%
4 39 F  DAD-proliferativo + - Moderada O
5 52 M DAD-exudativo + - Severa O
6 51 F  DAD-proliferativo + - Moderada \%
7 45 M  DAD-proliferativo - - Moderada O
8 55 M  DAD-proliferativo - - Moderada \
9 40 M DAD-exudativo + - Moderada Vv

10 40 F  DAD-proliferativo + + Severa O
11 71 F DAD-exudativo + + Moderada Vv
12 39 M  DAD-proliferativo + + Severa \%
13 42 F  DAD-proliferativo + - Moderada O
14 72 F  DAD-proliferativo + - Moderada Vv
15 55 M  DAD-proliferativo + - Severa O
16 63 F  DAD-proliferativo - - Leve O
17 73 F  DAD-proliferativo + - Severa I
18 66 M  DAD-proliferativo + - Moderada I
19 44 M  DAD-proliferativo + - Severa Vv
20 43 F  DAD-proliferativo + + Severa O
21 35 M  DAD-proliferativo - + Severa \%
22 41 F  DAD-proliferativo - + Moderada \%
23 54 M  DAD-proliferativo + + Moderada I
24 38 F  DAD-proliferativo - - Moderada I
25 74 F  DAD-proliferativo + - Moderada I

F = Feminino; M = Masculino; P. histolégico = Padrao histoldgico; + = positivo; -
= negativo; V = vivo; O = 6bito; | = Indeterminado.
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Tabela A 3. Dados clinicos e histo-patolégicos dos pacientes com Fibrose
Pulmonar Idiopatica (N=62)

Caso Idade Sexo P.Histolégico Febre Tosse Dispnéia Status

1 80 M  UIP-F.moderada - + Moderada O

2 54 M UIP-F.minima - - Leve \%

3 66 M UIP-F.severa - - Severa @)
4 60 M UIP-F.severa - - Moderada O

5 58 F  UlIP-F.moderada - - Severa O

6 73 M UIP-F.severa - - Moderada I

7 73 M UIP-F.minima - - Severa O

8 71 F UIP-F.severa - - Leve \Y

9 84 F UIP-F.minima - - Moderada I
10 74 M UIP-F.severa - - Severa O
11 74 M  UIP-F.moderada - - Severa O
12 74 F UIP-F.severa - - Moderada O
13 67 M  UIP-F.moderada - + Moderada \
14 54 F  UlIP-F.moderada - + Moderada \
15 58 M  UIP-F.moderada - Moderada O
16 64 F  UlIP-F.moderada - + Severa O
17 67 M UIP-F.severa - - Moderada O
18 71 F UIP-F.minima + - Moderada O
19 54 F UIP-F.minima - - Severa O
20 65 M UIP-F.minima - Leve I
21 70 M  UIP-F.moderada - - Moderada Vv
22 73 F  UIP-F.moderada - - Severa @)
23 55 M  UIP-F.moderada - - Leve \%
24 72 M UIP-F.severa - - Moderada O
25 67 F UIP-F.minima - Moderada I
26 75 F UIP-F.severa - - Severa @)
27 51 M UIP-F.moderada - - Leve \%
28 64 F UIP-F.severa - - Moderada O
29 74 M UIP-F.severa - - Moderada \%
30 57 M UIP-F.severa - - Moderada \%
31 56 F UIP-F.severa - - Moderada \%
32 69 M UIP-F.severa - - Leve @)
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

61
66
66
77
62
65
77
59
64
78
50
60
55
61
51
58
54
68
76
52
82
57
55
76
62
70
76
65
65
60

= I | T | - | - | R | - L - 1 e L - 1 e L -

M

UIP-F.moderada
UIP-F.minima
UIP-F.minima

UIP-F.moderada
UIP-F.severa
UIP-F.minima
UIP-F.severa
UIP-F.severa
UIP-F.severa
UIP-F.severa

UIP-F.moderada

UIP-F.moderada

UIP-F.moderada
UIP-F.minima
UIP-F.minima
UIP-F.severa
UIP-F.severa

UIP-F.moderada
UIP-F.severa
UIP-F.minima
UIP-F.severa

UIP-F.moderada
UIP-F.minima
UIP-F.severa
UIP-F.severa

UIP-F.moderada

UIP-F.moderada
UIP-F.minima
UIP-F.severa
UIP-F.severa

Severa
Severa
Leve
Leve
Moderada
Leve
Leve
Severa
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Severa
Moderada
Leve
Moderada
Severa
Moderada
Moderada
Severa
Leve
Leve
Severa
Severa
Severa
Leve
Leve
Leve

< - =-—<<00OK-00KO0O0OO0OKOOOLOLOLOKLKKLKKKOOXK KK

Leve
Moderada [

F = Feminino; M = Masculino; P. histolégico = Padrao histoldgico; + = positivo; -
= negativo; V = vivo; O = 6bito; | = Indeterminado.
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APENDICE A

Aprovacdo do Protocolo de Pesquisa 315/03 pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) de 08 de maio de 2002.

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
CAIXA POSTAL, 3671
SAO PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA

Comissdio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 08.05.02, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 226/02, intitulado: "Determinantes clinicos, funcionais
e histopatolégicos de prognéstico nas pneumonias intersticiais idiopaticas com

@rfose ap cwnponente vasculer”, do Departomento de PATOLOGTA,

Pesquisader{c) Responsdvel: PROFA. DRA. VERA LUIZA C

Pagquisador(c) Executonte: DR, EDWIN ROGER PARRA CUBNTAS

wike de 2002,
@’Z & )5

%@m wm@mm@m&mmm
%@jg‘m@@ﬁsmm

CRSERVACAD: Cabe g0 pasgwirodor sleberer e cpreswiver & CfPemy, o3 refevivios
pargisis 2 el selre o gesgise (ol & Swmbe MNechwel ds
Sekde w® 198, oy J0. 30, 1956, inetve 5.8, fevre "o
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APENDICE B

Protocolo modificado para analise de dados dos prontuarios segundo o
protocolo de pesquisa de pacientes com DILD, Disciplina de Pneumologia,
Ambulatério de Doencas Intersticiais Pulmonares.

IDENTIFICACAO

Nome: Ocupacao atual:
Data de Nascimento:
Data de 6bito:
Registro hospitalar: Ocupac0es anteriores:
Sexo: Femininoy Naturalidade
Masculinoy (Cidade/Estado):
Cor: Brancay
Negray
Amarelay

HISTORIA DA MOLESTIA ATUAL

ASSINTOMATICOY SINTOMAS
Encaminhado por: RX térax anormal §/ RESPIRATORIOS
Dispnéia:
PFP anormal y ISP
: y - auséncia y
Fator derisco paraDIPy
) - leves
SINTOMATICO Y evey "
Tempo de inicio dos sintomas: - moderaday
- gravey

Tosse seca persistente y
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BIOSIA PREVIA: Ndaoy Simy
Tipo: Transbronquicay

Pulmonar y
Extrapulmonar y
Data

TRATAMENTO PREVIO OU ATUAL

Hemoptise/Escarro
hemoptico y

Dor torécicay
Chiado y
Pneumotdrax recorrentey

Pneumonia recorrente y

Né&o y Simy
Medicamento (Dose/ Periodo):
Corticosterdidey (

I munossupressor y (

Outrosy:

DOENCASPRE-EXISTENTES/ MEDICAMENTOSEM USO

Cardiopatia y

- Isquemiay

- hipertensiva y

- miocardiopatia y
HASY
Arritmiacardiaca y
DPOC Y

ASMA y

Sinusite y

Refluxo gastroesofégico y
Ulcerapépticay
Hepatopatia y

Cirrosey hepatitey
esquistossomose y

Nefropatia y
Diabetesy
Insulino-dependentey ndo-ID y

Osteoporose y

MEDICACOES POTENCIALMENTE
PNEUMOTOXICAS EM USO ATUAL
OU PREVIO

Antibiéticosy

(nitrofurantoina, sulfassalazina)
Antiinflamatorios y
(Aspirina, ouro, penicilamina)
Antiarritmicosy
(amiodarona, tocainida)
Quimioterapicosy
- Antibioticosy
(bleomicina, mitomicina-C)
- Alquilantesy
(busulfan, ciclofosfamida,
clorambucil, melfalan)
- Antimetabolicaos y
(azatioprina, ara-C, metotrexate)
- Nitrosuréiasy
(BCNU, CCNU, metil-CCNU)
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Colagernose y

- artrite reumatoide y

- |Gpus eritematoso sistémico y

- esclerodermiay

- polimiosite / dermatopolimiosite
7

- sindrome de Sjogren y

- doenca mista do tecido

- Outrasy
(procarbazina, zinostatin, VP-16,
vinblasting)

OUTRAS MEDIACOES EM USO
ATUAL

conectivoy

- outray
Neoplasiay
Radioterapiay
Tuberculose y
HIV/AIDS y
Outrasy

INTERROGATORIO SOBRE OSDIVERSOS APARELHOS

GENITO-URINARIO

GERAL CARDIOVASCULAR
Febrey Ortopnéia/ DPN y
Asteniay Dor precordial y

Suor Noturno y Edema de MMII y
Perda de pesoy GASTROINTESTINAL
(Kg / meses) Nauseas / VOmitosy
PELE Dispepsiay

Alopéciay Disfagiay
Fotossensibilidade y Pirosey

F. Raynaud y Regurgitacéo y
CABECA / PESCOCO | Alteracao habito
Olhos secos Y intestinal y

Bocaseca § Hemorragia digestiva y
Ulceras mucosas ¥ ARTICULAR

Ulceragdo genital ¥
Anormalidade menstrual y
NEUROMUSCULAR

Dor muscular y
Fraqueza muscular y
Parestesias y

SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Ansiedade / Depressao y
Disturbios do sono y
Alteracdo de NCy
Diabetes insipidusy

Disfuncéo hipofiséria y
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Gangliosy
Artralgiasy
Artritesy

Rigidez matinal y

Epilepsiay
Retardo mental y

ANTECEDENTES PESSOAIS/ FAMILIARES

EXPOSICAO / OCUPACIONAL

N&o y

Smy

- Poeiras organicas
- Bactériasy

(cortica mofada; feno mofado;
bagaco ou cana-de-agUcar mofados;
produtos de cogumel os;
condicionadores de ar contaminados;
detergentes, sabdo em po)

- Fungosy

(malte mofado; madeira mofada;
gueijos mofados; telhados de sapé
mofados)

- Proteinas animais y
(dejetos ou penas de aves; pelos de
animais)
- Quimicosy
(tintas, resinas; pléasticos, reagentes
de Pauli; pesticidas; amonia)
- Poeiras inorganicas
- Silica (areia; poeira de pedra) y
- Carvéoy
- Asbesto (amianto) y
- Berilioy

- Qutras (aluminio, bauxita, grafite) y

TABAGISMO

- Néo-fumante y

- Fumante y anos/mago

- Ex-fumante y anos/mago
(Parou h&a
DROGASILICITAS

Néo y

Smy ( )
ANTECEDENTES FAMILIARES

anos meses dias)

- Neurofibromatose y

- Esclerose tuberosa y

- Doencas metabdlicas de deposito y

- Fibrose pulmonar idopatica familiar y
- Sarcoidose familiar y

- Colagenose Y ( )

OUTRASINFORMACOES
RELEVANTES
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EXAMESRADIOLOGICOS

RX TORAX - Infiltrado alveolar ¥ - Linhas B de Kerley y
Data - Infiltrado intersticial - Linfonodomegalia
NORMAL y Reticulary Hilary
ALTERADOY Nodular ¥ Mediastinal y
- Predominio Reticulonodular § Calcificactesy
M etade superior y Miliar § - AlteracOes pleurais
Metade inferiory | - Faveolamento y Espessamento y
Difuso - Cistos i Placas y
- Digtribuicéo - Nodulos/ Massas Derramey
Central Cavitadosy Pneumotorax y
Periféricay N&o-cavitados y - Mediastino
Difusay Cardiomegaliay
- Volume pulmonar Alargamento AP
Normal ou
aumentado y
Reduzido y
TCAR TORAX - Padr3p Cisticoy PLEURA
Data - Padrdo em “Vidro de - Pneumotérax y
PARENQUIMA | relégio” y - Derrame pleura ¥
- Predominio -Padr&o em “Mosaico” y

M etade superior y
Metade inferior y
Difuso y

- Distribuicdo
Central y
Periféricay
Difusay

- Padréo Reticular y

- Padréo Nodular y

- Cosolidacéo y
- Faveolamento y

- Broquiectasias /
bronquiol ectasias de

tracéo y

- Espessamento pleural y

- Placas pleurais
calcificadas y
Mediastino

-Linfonodomegalia hilar y

- Linfonodomegalia
mediastinal y

- Calcificagdes
ganglionaresy
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HIPOTESE(S) DIAGNOSTICA(S) BASEADA(S) NA ANAMNESE
+ RX DE TORAX + TCAR + EXAMESFUNCIONAIS

EXAMES LABORATORIAIS

DATA I

FAN

Anti Anti-histona

Anti-DNA nativo

Anti- Ro (SSA)

Anti-LA (SSB)

Anti SM

Anti-U1-nRNP

Anti-Ku

Anti-Scl-70

Anti-PM-Scl

Anti-Mi-2

Anti-centromero

Anti-Jo-1

c-ANCA

p-ANCA

FR

Ch50/C3/C4




APENDICES 240

EXAMESFUNCIONAIS

DATA [

OBTIDO

% PREDITO

CVF

VEF1

FEF25-75%

VEFL/CVF

CPT

VR

VR/CPT

DCO

DCO/VA

GASOMETRIA

DATA

REPOUSO

EXERCICIO

PH

PaO2

PaCO2

Bic

Sa02

PAO2-Pa0O2
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APENDICE C
Trabalhos Publicados e submetidos para publicacdo

Edwin Roger Parra, Yonara Rivelle David, Ligia Rodrigues Silvério da Costa,
Alexandre Ab’Saber, Rogério Sousa, Ronaldo Adib Kairalla, Carlos Roberto
Ribeiro de Carvalho, Mario Terra Filho, Vera Luiza Capelozzi.
Heterogeneous Remodeling of Lung Vessels in Idiopathic Pulmonary
Fibrosis. Lung 2005; Jul-Aug; 183 (4): 291-300.

Edwin Roger Parra, Ligia Rodrigues Silvério da Costa, Alexandre Ab’Saber,
Carlos Roberto Ribeiro de Carvalho, Lisete R. Teixeira, Vera Luiza
Capelozzi. Non-Homogeneous Density of CD34 and VCAM-1 Alveolar
Capillaries in Major Types of Idiopathic Interstitial Pneumonia. Lung
2005

Edwin Roger Parra, Ronaldo Adib Kairalla, Carlos Roberto Ribeiro de
Carvalho; Vera Luiza Capelozzi. Vascular Remodelling in Idiopathic
Interstitial Pneumonias (IIPs): Evaluation of Collagen-Elastic System
Fibres. Submetido a publicagcdo, Sarcoidosis Vasculitis and Diffuse Lung
Disease, 2005.

Edwin Roger Parra, Walcy R. Teodoro, Ana Paula Pereira Velosa, Cristiane
Carla de Oliveira, Natalino Hajime Yoshinari, Vera Luiza Capelozzi.
Morphometric Evaluation and Three-Dimensional Reconstruction of
Type V Collagen in Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Submetido a

publicacéo, Histopathology 2005.

Edwin Roger Parra, Ronaldo Adib Kairalla, Carlos Roberto Ribeiro de
Carvalho, Esmeralda Eher; Vera Luiza Capelozzi. Inflammatory Cell
Mapping of the Pulmonary Interstitium in Idiopathic Interstitial
Pneumonia. Submetido a publicacéo, Respiration 2005



