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RESUMO

Mello GCF. Remodelamento das pequenas vias aéreas nas pneumonias
intersticiais idiopaticas [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2009. 101p.

Introducao: Poucos estudos tém sido direcionados as mudancas histopatologicas
nas pequenas vias areas e seu possivel papel no processo de remodelamento,
nas pneumonias intersticiais idiopaticas. Objetivos: Estudar aspectos morfolégicos,
morfométricos e de imunohistoquimica das pequenas via aéreas na Fibrose
Pulmonar Idiopatica/ Pneumonia Intersticial Usual (FPI/ UIP) e Pneumonia
Intersticial Nao-especifica (NSIP). Métodos: Foram estudadas as pequenas vias
aéreas em biopsias pulmonares de 29 pacientes com FPI/ UIP e 08 com NSIP. As
bidpsias foram comparadas com 13 pacientes com Bronquiolite Constritiva
Crbnica (BC) — como controle positivo — e 10 pulmdes controles normais de
autdpsia. Foram analisados semi e quantitativamente aspectos arquiteturais,
inflamatorios, estruturais das vias aéreas, além da expressao de TGF-3, MMP -2, -
7, -9, e seus inibidores (TIMP-1, -2). Resultados: Comparados com os controles,
pacientes com FPI/ UIP, NSIP e BC apresentaram inflamacao bronquiolar,
inflamagéao e fibrose peribronquiolar aumentadas e areas luminais diminuidas.
Pacientes com FPI/ UIP tiveram paredes das vias aéreas mais espessadas,
devido ao aumento de todos os compartimentos. Pacientes com NSIP
apresentaram area do epitélio aumentada, enquanto pacientes com BC tiveram
maior lamina prépria. Todos os grupos estudados demonstraram expressao
epitelial bronquiolar aumentada de MMP-7 e -9 comparados ao controle.
Conclusao: As pequenas vias aéreas sao patologicamente alteradas e podem
fazer parte do processo de remodelamento nas pneumonias intersticiais
idiopaticas.

Descritores: Doengas Pulmonares Intersticiais, Metaloproteinases da Matriz,
Pequenas vias aéreas, Pneumonia Intersticial.



SUMMARY

Mello GCF. Small airway remodeling in idiopathic interstitial pneumonias [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 101p.

Background: Few studies have addressed small airway (SA) histopathological
changes, and their possible role in the remodeling process, in idiopathic interstitial
pneumonias. Objectives: To study morphological, morphometrical and
immunohistochemical features of SA in Idiopathic Pulmonary Fibrosis (Usual
Interstitial Pneumonia — UIP) and Non-Specific Interstitial Pneumonia (NSIP).
Methods: We analyzed SA pathology in lung biopsies of 29 patients with UIP and
of 8 with NSIP. Biopsies were compared with lung tissue of 13 patients with
Constrictive Bronchiolitis (CB) - as a positive control - and 10 normal autopsied
control lungs. We analyzed, semi-quantitatively, SA structure, inflammation,
architectural features and the bronchiolar epithelial immunohistochemical
expression of TGF-B, MMP -2, -7, -9, and their tissue inhibitors (TIMP-1, -2).
Results: Compared to controls, patients with UIP, NSIP and CB presented
increased bronchiolar inflammation, peribronchiolar inflammation and fibrosis and
decreased luminal areas. UIP patients had thicker walls, due to an increase in
most airway compartments. NSIP patients presented increased epithelial areas,
whereas patients with CB had larger inner wall areas. All of the groups studied
presented increased bronchiolar expression of MMP-7 and MMP-9, compared to
the controls. Conclusion: We conclude that SA are pathologically altered and may
take part in the lung remodeling process in idiopathic interstitial pneumonias.

Descriptors: Interstitial lung diseases, Interstitial Pneumonia, Matrix
Metalloproteinase, Small Airways.



1) INTRODUCAO




1.1) Pneumonias Intersticiais Idiopaticas

O termo doenca pulmonar intersticial (DPI) é aplicado a um grupo
numeroso e heterogéneo de afeccbes, em geral caracterizadas pelo
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, com ou sem deposi¢cao de
matriz extracelular ao longo do parénquima pulmonar. Atualmente, as
Doencas Pulmonares Intersticiais tém sido chamadas de Doencgas
Pulmonares Parenquimatosas Difusas (DPPDs) uma vez que acometem
além do intersticio pulmonar, a pleura, vias aéreas, vasos sanguineos e
epitélio dos alvéolos e bronquiolos (American Thoracic Society/ European

Respiratory Society, 2002; Travis et al, 2002b).

Poucos estudos trazem dados epidemiol6gicos seguros sobre este
grupo de doencgas, devido ao numero e heterogeneidade das entidades
patolégicas agrupadas, falta de uniformidade nos registros, nomenclaturas e
critérios utilizados, além da subnotificacdo. Demedts e colaboradores em
extensa revisdo de literatura destacaram dentre as DPPDs uma variavel
prevaléncia, a cada 100 mil pessoas, de 10-40 casos de Sarcoidose, 3-20
casos de Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI), 10-200 casos de Pneumonia de
Hipersensibilidade (PH), 40 casos de Pneumonite por Lupus Eritematoso
Sistémico, 10 casos de Pneumonite por Esclerose Sistémica e 2 casos de
Pneumonite por Artrite Reumatoide. Nesta mesma revisdo foi apresentada
uma mortalidade de 0,65 casos de DPPDs para cada 100 mil pessoas,

segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica da Bélgica (2001).



Dentro deste grupo abrangente de entidades destacam-se aquelas de
etiologia desconhecida denominadas Pneumonias Intersticiais Idiopaticas
(Plls). A literatura relata uma prevaléncia de Plls em torno de 80,9 casos a
cada 100 mil homens e 67,2 casos a cada 100 mil mulheres (Demedts et al,

2001; American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002).

O diagnéstico e 0 manejo das Plls tém desafiado clinicos desde suas
primeiras descricoes ha mais de um século. Na década de 60 o
entendimento dessas doencas alcancou significante progresso com o
reconhecimento das doencas vasculares do colageno, drogas e exposicoes
ocupacionais como causas potenciais de Doencas Pulmonares
Parenquimatosas Difusas. Entretanto, um grande numero de casos

permanece ainda como idiopatico (Kaminski et al, 2003).

1.2) Classificacao das Pneumonias Intersticiais Idiopaticas (Plls)

Os esquemas de classificacao (clinico-histolégica) das Pneumonias
Intersticiais Idiopaticas (Plls) véem sendo discutidos desde 1968 quando
Liebow e Carrington descreveram cinco tipos distintos: Pneumonia
Intersticial Usual (UIP), Pneumonia Intersticial Bronquiolitica (BIP),
Pneumonia Intersticial Descamativa (DIP), Pneumonia Intersticial de Células
Gigantes (GIP) e Pneumonia Intersticial Linfoide (LIP) (Demedts e Costabel,

2002; Kaminski et al, 2003).



Muller e Colby em 1997; e Katzenstein e Myers em 1998, propuseram
uma nova classificacdo mantendo Pneumonia Intersticial Usual e Pneumonia
Intersticial Descamativa como tipos separados de doencas pulmonares e
excluindo LIP e GIP que foram posteriormente consideradas como disturbios
linfoproliferativos e pneumoconioses por metais pesados, respectivamente.
Além disso, novas entidades foram reconhecidas incluindo a Doenca
Pulmonar Intersticial Associada a Bronquiolite Respiratéria (RB-ILD),
Pneumonia Organizante Obliterante Bronquiolitica (BOOP), Pneumonia
Intersticial Aguda (AIP) e Pneumonia Intersticial Nao-especifica (NSIP)

(American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002).

Ap6s varios anos de trabalhos individuais ou grupos isolados no
estudo das Plls, a American Thoracic Society e a European Respiratory
Society (ATS/ERS) (2002) através de uma comissao de especialistas em
doencas do intersticio unificaram terminologias e reformularam uma nova
classificacao das Plls ap6s um Consenso Multidisciplinar Internacional. Esta
atual classificacao enfatiza a existéncia de padrdes histopatoldégicos como
base para um diagnoéstico dindmico e essencialmente clinico-radio-
patolégico (Demedts e Costabel, 2002; Nicholson, 2002; Travis et al, 2002b;

Kaminski et al, 2003; Flaherty et al, 2004).

Com este consenso foram estabelecidas sete entidades: UIP, NISP,

Pneumonia Organizante Criptogénica (COP), AIP, RB-ILD, DIP e LIP.



Devido ao maior impacto clinico e epidemiolégico e as controvérsias
existentes, UIP e NSIP foram intensamente discutidas naquele férum e
serao abordadas de modo mais aprofundado a seguir (Demedts e Costabel,
2002; Nicholson, 2002; Travis et al, 2002b; Kaminski et al, 2003; Flaherty et

al, 2004).

1.2.1) Pneumonia Intersticial Usual (UIP)

O tipo mais comum e mais agressivo de Pneumonia Intersticial
Idiopatica € o padrdo de Pneumonia Intersticial Usual (UIP), também
chamado clinicamente de Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI) ou Alveolite
Fibrosante Criptogénica (CFA, no Reino Unido). A literatura relata uma
prevaléncia crescente com a idade e variando de 3 a 20 pessoas por
100.000 (Demedts et al, 2001; Du Bois e Wells, 2001; American Thoracic
Society/ European Respiratory Society, 2002; Khalil e O’'connor, 2004), mas
que nos idosos acima de 75 anos poderia exceder 175 por 100.000 (Scott;
Johnston; Britton, 1990 apud American Thoracic Society/ European
Respiratory Society, 2002; Leslie e Fukuoka, 2005). A maior prevaléncia
encontra-se na quinta e sexta décadas de vida, parecendo nao haver de fato
predilecao por sexo ou etnia. Até o momento a evolucédo clinica é de
progressiva deterioracdo do paciente cursando com uma tosse seca e
dispnéia. A média de sobrevida tem variado de 2,5 a 5 anos com
aproximadamente 60% dos 6bitos decorrentes de causa direta da doenca

pulmonar, em geral por insuficiéncia respiratéria (Hasleton, 1996; American



Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Khalil e O’connor,

2004).

Com relacao a patogénese, o conceito dominante nos anos 70 e 80
era o da “hipoétese inflamatéria”. Este paradigma foi pautado na observacao
de aumento de células inflamatérias (principalmente neutréfilos e eosindfilos)
em lavados bronco-alveolares dos pacientes e com maior expressao de
interleucinas, fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Esta resposta inflamatoria exacerbada e
continua, como consequéncia de algum estimulo exdégeno desconhecido,
teria um papel fundamental levando a um processo reparativo intenso
culminando com fibrose pulmonar progressiva. Decorrente deste
entendimento muito se propagou sobre a utilizacdo de terapia
antiinflamatéria para estes pacientes, entretanto ndo ha ensaios clinicos
controlados e criteriosos realizados e a experiéncia clinica tem demonstrado
precariedade de resposta terapéutica (Pardo e Selman, 2002; Kaminski et al,

2003; Kamp, 2003; White et al 2003; Khalil e O’connor, 2004).

Mais recentemente, notou-se em modelos animais a FPI na auséncia
de processo inflamatério significativo, sendo entdo postulado que a
inflamagéo seria secundariamente envolvida. Por este modelo acredita-se
que células epiteliais alveolares ativadas (pneumocitos tipos | e Il), apds
sofrer uma agressao de etiologia desconhecida, levariam a destruicao da

membrana basal, producédo de citocinas e fatores de crescimento (como o



TGF-B), induziriam migracao de fibroblastos, com proliferacdo e mudancas
no seu fendétipo celular (miofibroblastos). A partir dai teriamos um processo
de remodelamento aberrante da matriz extracelular. Este desequilibrio do
microambiente pulmonar estaria representado pelo aumento da apoptose de
células epiteliais, excesso de producao de metaloproteinases (MMPs) como
as gelatinases A e B (proteinas que degradam moléculas da membrana
basal) e seus inibidores (Inibidores Teciduais de Metaloproteinases - TIMPs),
resultando na evolucao fibroproliferativa gradual caracteristica da FPI (Pardo

e Selman, 2002; Kaminski et al, 2003; Kamp, 2003; Khalil e O’connor, 2004).

Zuo e colaboradores estudando padroes de expressdo génica em
amostras de tecido pulmonar de pacientes com FPI detectaram expressao
aumentada de genes envolvidos na formacgao (colagenos | e lll, fibronectina,
laminina) e degradacdao (MMPs) de matriz extracelular (2002). H& ainda
alguns relatos da ocorréncia de FPI de padrao familial podendo atingir até
quatro geracbes, sugerindo um modo autossémico dominante de
transmissdo genética (Rosas et al, 2007). Neste contexto fica clara a
necessidade de um melhor entendimento da histéria natural da patogénese
da fibrose pulmonar, principalmente em funcdo de seu provavel impacto
terapéutico. (American Thoracic Society/ European Respiratory Society,

2002; Pardo e Selman, 2002; Kamp, 2003; Khalil e O’connor, 2004).

Radiologicamente, o exame de escolha é a Tomografia

Computadorizada de Alta Resolugao (TCAR) de térax, que tipicamente



demonstra fibrose predominantemente subpleural, de padrdo reticular com
cistos (“honeycombing/ pulmdo em favo de mel/ faveolamento”) e
bronquiectasias de tracdo, sendo diagnéstico de Pneumonia Intersticial
Usual em cerca de 90% dos casos (American Thoracic Society/ European

Respiratory Society, 2002; Khalil; O’connor, 2004).

O padrao de Pneumonia Intersticial Usual € caracterizado
histologicamente por uma distribuicio temporalmente heterogénea
subpleural e paraseptal (principalmente nas bases), alternando areas de
parénquima normal com areas por vezes, apresentando infiltrado
inflamatério crénico, focos fibroblasticos, lambertose (metaplasia bronquiolar
do epitélio alveolar) e cistos/ faveolamento. Frequentemente também se nota
a presenca de mucostase e sinais de hipertensdo pulmonar. Este padréao
pode ser identificado em outras situacdées que ndo a FPlI como doenca
vascular do colageno, toxicidade por drogas, pneumonite por
hipersensibilidade cronica e asbestose. Isto ratifica a necessidade de se
considerar o padrao histopatolégico em conjunto com os aspectos clinicos e
radiologicos para exclusdo das possiveis etiologias acima (American
Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Kaminski et al, 2003;

Khalil e O’'connor, 2004).

Do ponto de vista funcional a UIP apresenta o espectro caracteristico
das Pneumonias Intersticiais Idiopaticas com padrao ventilatério restritivo,

demonstrando reducao da capacidade pulmonar total (CPT), da capacidade



vital forcada (CVF) e do volume residual (VR), sendo que em alguns
pacientes apresentam uma menor diminuicdo do VR, causando aumento da
relacdo VR/CPT. Apesar da diminuicdo do volume expiratério forcado no
primeiro segundo (VEF,), a relagdo VEF{/CVF encontra-se normal ou até
supranormal. A capacidade de difusdo também se encontra reduzida desde
a fase inicial da FPI (Flaherty e Martinez, 2000; American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002; Chetta, 2004).

1.2.2) Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (NSIP)

O termo Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (NSIP) foi introduzido
em 1994 por Katzenstein e Fiorelli inicialmente como uma entidade
patoldégica propriamente dita por apresentar uma evolucao clinica muito mais
favoravel em relacdo a Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI). Apdés o consenso
ATS/ERS passou a ser considerado como um diagndstico clinico provisério
até haver uma melhor compreensao deste que é certamente o mais
controverso  subtipo das  Pneumonias Intersticiais  Idiopaticas.
Provavelmente, trata-se de um grupo heterogéneo de desordens tendo como
ponto comum um progndstico bem melhor. A média de idade dos pacientes
€, em geral, uma década mais jovem em relagdo a FPI (entre 40 e 50 anos
em diferentes séries), podendo ocorrer em criancas. Nao ha associagcao com
sexo ou fumo, mas a maioria dos pacientes tem apresentacdo aguda
(American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Flaherty e

Martinez, 2006).
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A NSIP nao é bem caracterizada radiologicamente, exibindo padrdes
extremamente variaveis e por vezes com fatores superponiveis com a
prépria FPI/ UIP, embora a atenuacdao em vidro-fosco seja frequentemente
descrita. Em cerca de apenas 9% dos casos o primeiro diagnéstico é feito
corretamente através de TCAR de térax (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002).

O diagndstico deve ser feito por exclusao, sendo mandatério afastar a
possibilidade de pneumopatias decorrentes de doenca vascular do colageno,
uso de drogas, hipersensibilidade, infecgées e imunodeficiéncias incluindo o
Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV). O aspecto histolégico é
tipicamente difuso, temporalmente homogéneo, com leve a moderada
inflamacdao mononuclear intersticial (padrdo celular) e/ ou densa fibrose
intersticial (padrdao fibrosante). Agregados linféides sdo comuns. Focos
fibroblasticos e cistos/ faveolamento sdo ausentes ou raros (Flaherty, 2001;

Kaminski et al, 2003).

1.2.3) Pneumonia Organizante Criptogénica (COP)

A Pneumonia Organizante Criptogénica (COP) é uma entidade
clinico-patolégica descrita inicialmente por Davison e colaboradores em
1983. Em 1985, Epler e colaboradores descreveram a mesma entidade sob

o termo Pneumonia Organizante Obliterante Bronquiolitica (BOOP). A
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Pneumonia Organizante Criptogénica tornou-se a expressao preferencial
porque congrega os aspectos fundamentais da sindrome e evita confusao
com doencgas da vias aéreas como a bronquiolite constritiva obliterante. Nao
ha diferencas na distribuicdo quanto ao sexo e a média de idade é em torno
de 55 anos, mas ha uma distincdo em relagdo ao tabagismo de 2:1 (entre
nao-fumantes e fumantes). Do ponto de vista funcional, a COP apresenta um
padrdo misto restritivo e obstrutivo (Toews, 2000; American Thoracic

Society/ European Respiratory Society, 2002).

A Pneumonia Organizante Criptogénica é incluida na classificacao
das Pneumonias Intersticiais Idiopaticas (Plls) pela sua natureza
desconhecida, tendéncia em ser confundida com outras formas de Plls, além
da infiltracdo alveolar septal por células linféides com hiperplasia de
pneumocitos tipo Il nas areas envolvidas (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002).

O quadro radiolégico exibe areas de consolidacdes com
broncogramas aéreos e/ ou nodulos grandes, em geral bilaterais de
distribuicdo peribronquica ou subpleural (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002).

A histologia da COP demonstra homogeneidade temporal, exibindo
“plugs” de tecido conectivo fibromixdide nos lumens da vias aéreas

(“bronquiolocentrismo”) e nos espacos aéreos. Observa-se um leve infiltrado
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mononuclear intersticial e peribronquiolar (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002; Kaminski et al, 2003).

1.2.4) Pneumonia Intersticial Aguda (AIP)

Dentre as pneumonias intersticiais idiopaticas a Pneumonia Intersticial
Aguda (AIP) apresenta-se como uma forma distinta histologicamente e
rapidamente progressiva. Nao se observa associacdo com fumo, idade ou
sexo e é importante distingui-la dos casos de doenca vascular do colageno,
infeccdo, pneumonite por drogas, pneumonite por hipersensibilidade e da
pneumonia eosinofilica aguda. A taxa de mortalidade é elevada (50% ou
mais) ocorrendo entre 1 a 2 meses de doencga (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002).

Os exames de imagem demonstram uma distribuicdo difusa com
consolidacao e densidade em “vidro-fosco” e tracao bronquiectasica tardia

(American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002).

As biopsias pulmonares sao infrequentes e quando realizadas
mostram o padrdo do dano alveolar difuso (DAD) em fase aguda ou de
reorganizagdo. Vé-se edema, membrana hialina e inflamagdo aguda
intersticial. A presenca de microtrombos é comum em pequenas arteriolas
pulmonares (American Thoracic Society/ European Respiratory Society,

2002).
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1.2.5) Doenca Pulmonar Intersticial Associada a Bronquiolite

Respiratoria (RB-ILD)

O quinto tipo de Pneumonia Intersticial Idiopatica, segundo o
Consenso da ATS/ ERS, é a Doenca Pulmonar Intersticial Associada a
Bronquiolite Respiratéria (RB-ILD). Esta é raramente sintomatica e
usualmente associada com tabagismo de longa data (ha mais de 30 anos) e
com disfuncdo nas pequenas vias aéreas. A faixa etaria mais acometida
encontra-se entre quarta e quinta décadas de vida e os homens sdo mais
afetados (2H: 1M). Comumente ocorre remissao apés abstinéncia ao fumo e
a evolucao para fibrose progressiva & rara (American Thoracic Society/

European Respiratory Society, 2002).

A tomografia computadorizada de alta resolugcao de térax revela
padrao difuso, com espessamento da parede das vias aéreas centrais e
periféricas, ndédulos centro-lobulares e atenuacao do “vidro-fosco” em mais
de 50% dos casos (American Thoracic Society/ European Respiratory

Society, 2002; Leslie e Fukuoka, 2005).

O padrao histolégico da Doenga Pulmonar Intersticial Associada a
Bronquiolite Respiratéria tem distribuicado bronquiolocéntrica, temporalmente
homogénea, com leve fibrose e infilirado mononuclear peribronquiolares,

espaco aéreo centrolobular preenchido por macréfagos pigmentados. A
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presenca de enfisema centrolobular € um achado frequente (American

Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Kaminski et al, 2003).

1.2.6) Pneumonia Intersticial Descamativa (DIP)

A Pneumonia Intersticial Descamativa (DIP) ocorre primariamente em
fumantes na quarta ou quinta décadas de vida, sendo mais comum no sexo
masculino (2H: 1M). O prognéstico é frequentemente bom, havendo sensivel
melhora com suspensao do tabagismo e uso de corticosterdide. A sobrevida
fica em torno de 70% apo6s 10 anos (American Thoracic Society/ European

Respiratory Society, 2002).

O perfil radiolégico é de opacificacao em “vidro-fosco”, principalmente
de localizacao periférica e em bases (American Thoracic Society/ European

Respiratory Society, 2002).

Caracteristicamente, nota-se de forma difusa fibrose e inflamacao
alveolar septal homogénea temporalmente, com espacos aéreos
preenchidos por macréfagos pigmentados. Ha ainda pneumdcitos reativos e
septos alveolares espessados por infiltrado mononuclear (American Thoracic

Society/ European Respiratory Society, 2002; Leslie e Fukuoka, 2005).
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1.2.7) Pneumonia Intersticial Linféide (LIP)

Devido a constatacdo de que muitos casos de Pneumonia Intersticial
Linféide (LIP) na verdade correspondiam a Linfomas do Tecido Linfoide
associado a Mucosa (MALT) de células B de baixo grau, esta entidade havia
sido retirada da classificagdo das Pneumonias Intersticiais Idiopaticas.
Porém com o desenvolvimento da imunohistoquimica e analise molecular,
infiltrados reativos e neoplasicos sdo mais bem separados, podendo-se
afirmar que somente poucos casos de LIP realmente sofreram
transformacdo maligna. A incidéncia de Pneumonia Intersticial Linfoide
idiopatica, nao relacionada ao HIV, é baixa. Sua apresentacao clinica é
pouco definida, sendo mais comum em mulheres na quinta década da vida
(American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Kaminski

et al, 2003).

O achado radiolégico dominante é a opacidade em *“vidro-fosco”,
anormalidade reticular e nédulos centro-lobulares ocorrendo difusamente no
parénquima pulmonar (American Thoracic Society/ European Respiratory

Society, 2002; Kaminski et al, 2003).

A microscopia € caracterizada por uma infiltracao linféide densa e
difusa (temporalmente homogénea) predominantemente em septos

alveolares. Na sua maioria o infiltrado € constituido de linfécitos T,
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plasmécitos e macrofagos (American Thoracic Society/ European

Respiratory Society, 2002; Kaminski et al, 2003).

Além das neoplasias linféides, a LIP deve ser diferenciada
histologicamente da bronquiolite folicular, hiperplasia linféide nodular,
infecgbes (especialmente Pneumonia por Pneumocystis carinii) e outras
Pneumonias Intersticiais Idiopaticas como NSIP, pneumonias em
organizacao e UIP. Deve-se também afastar ainda a associagdo com
doencgas auto-imunes, principalmente a Sindrome de Sjégren (American
Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Swigris et al, 2002;

Kaminski et al, 2003).

1.2.8) Casos nao-classificaveis

O Consenso da American Thoracic Society e European Respiratory
Society (ATS/ERS) prevé ainda um pequeno numero de casos que
permanece sem classificacdo mesmo depois de extensa investigacao
clinica, radiologica e histopatolégica. Dentre os fatores que corroboram para
existéncia destes casos ndo-classificaveis destacam-se: a amostragem
pulmonar inadequada, a possibilidade de coexisténcia de multiplos padroes
histolégicos em diferentes areas pulmonares e a auséncia de informacgoes

clinico-radiol6gicas satisfatérias (2002).
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Indubitavelmente, um dos entraves para um processo diagndstico
mais eficaz e com maior influéncia do ponto de vista prognéstico-terapéutico
€ a falta de um maior esclarecimento dos mecanismos fisiopatogénicos das
Plls, apesar de alguns avancos ja alcancados neste campo, conforme

mencionado anteriormente.

1.3) As pequenas vias aéreas (PVAs)

As pequenas vias aéreas (PVAs) representam as porcoes distais da
arvore brénquica (bronquiolos) que medem até dois milimetros (mm) de
didmetro, ndo apresentam cartilagem e possuem uma camada muscular lisa
na sua parede (Bai et al, 1994; Colby e Yousen, 1997; Mauad et al, 1999;
Travis et al, 2002a). Para fins de pesquisa em alguns trabalhos histol6gicos
o ponto de corte de seis milimetros de perimetro de membrana basal em
vias aéreas transversais € usado para categorizar as pequenas vias aéreas

(< 6mm) e as grandes vias aéreas (> 6mm) (Mauad et al, 1999).

Fisiologicamente as PVAs tém um papel importante promovendo a
manutencdo de baixos niveis distais de resisténcia ao fluxo aéreo para as

vias aéreas condutoras (Crapo, 2000).

Em conjunto com as por¢cées mais proximais da regido de troca
gasosa alveolar, as PVAs sdo o sitio primario em desordens pulmonares

causadas pela maioria das substancias inaladas (Crapo, 2000).
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A deteccao de alteracbes em testes de funcdo pulmonar pode
fornecer informacdes imprescindiveis sobre a mecénica respiratéria, muitas
vezes demonstrando claramente a presenca de lesdes nas pequenas vias
aéreas em diversas formas e graus de acometimento, a depender da
entidade patologica em questdo. As principais anormalidades funcionais
encontradas em vias aéreas patologicas estdo associadas a obstrugdo ao
fluxo aéreo, levando a um aumento da resisténcia das vias aéreas e a uma
consequente diminuicdo nos fluxos aferidos através das provas de funcao

pulmonar (Crapo, 2000; Rubin et al, 2001).

Em pacientes asmaticos, por exemplo, alteracdes funcionais
observadas através da espirometria estdo associadas a mecanismos
multifatoriais como broncoespasmo, inflamacao, edema, secrecdes, tampdes
mucosos, hipertrofia da musculatura lisa e, em casos mais graves, ao
remodelamento da parede bronquica que pode tornar este processo

irreversivel (Mauad, 1999; Rubin et al, 2001).

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é outro protétipo de
distarbio que acomete a arvore brénquica, especialmente as pequenas vias
aéreas, caracterizando-se por uma obstrucao do fluxo aéreo progressiva nao
plenamente reversivel, decorrente de um processo inflamatério crénico, com
extensdo ao parénquima e consequente remodelamento exacerbado. Nestes

pacientes sao evidenciadas alteracdes estruturais dos compartimentos da
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parede bronquiolar como espessamento do epitélio, lamina prdpria, musculo
e adventicia, além de fibrose peribrénquica. Estes achados se associam com
destruicdo alveolar e espessamento vascular e apresentam intensa
correlacdo com a severidade da doenca (Global Initiative for Chronic

Obstrutive Lung Disease, 2008).

Apesar dos varios estudos ja realizados, segundo Shaw e
colaboradores, as PVAs constituem uma das areas menos entendidas dos
pulmdes, sendo considerada a “zona silenciosa do pulmao” (2002). Acredita-
se gue seja necessario haver acometimento patolégico extenso das PVAs

para a presenca de alteracdes funcionais ou radioldgicas significativas.

1.4) As pequenas vias aéreas (PVAs) e as Pneumonias Intersticiais

Idiopaticas (Plls): indicios de acometimento morfoldgico e funcional.

O envolvimento das pequenas vias aéreas (PVAs) nas Pneumonias
Intersticiais Idiopaticas (Plls) foi identificado ha décadas através de
observacdes morfolégicas nas andlises histopatoldgicas e radiolégicas e de

modo controverso nos estudos funcionais.

O primeiro relato de envolvimento de PVAs na Fibrose Pulmonar
Idiopatica (FPI) foi publicado por Ostrow e Cherniack (1973) que estudaram
funcionalmente 11 pacientes com fibrose pulmonar de varias etiologias

(sarcoidose, esclerodermia, asbestose e idiopatica) e descreveram um
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padrao obstrutivo em nivel periférico associado a aumento da retracao
elastica em todos os pacientes analisados. Entretanto neste estudo
observou-se que 91% dos pacientes eram fumantes, possivelmente podendo
comprometer suas interpretacdes atuando como condigdo de confusdo em

sua analise.

Schofield e colaboradores (1976) relataram condutancia e fluxo
expiratério maximo normais em 09 pacientes com “alveolite fibrosante”, ndo
encontrando assim evidéncia de fechamento de pequenas vias aéreas em
sua pesquisa. Todavia seus pacientes nao foram submetidos a bibépsia
pulmonar, sendo seis deles com diagnéstico clinico de pneumonia por
hipersensibilidade (apés contato com aves) e os demais (a priore

criptogénicos) eram todos tabagistas.

Em outro estudo, Tan e Tashkin (1981) sugeriram que as taxas de
fluxo expiratério maximo quando corrigidos pelo volume pulmonar seriam
supranormais na fibrose pulmonar idiopatica, ao estudar 54 pacientes com
anormalidades clinicas e funcionais consistentes com doencgas intersticiais

de varias etiologias.

Fulmer e colaboradores (1977) avaliaram o tecido pulmonar de 18
pacientes com diagnéstico de FPlI e demonstraram através de métodos
semiquantitativos que 94% dos pacientes apresentavam fibrose de vias

aéreas, bronquiolite e inflamacao peribronquiolar. Encontraram ainda
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significante correlagdo entre complacéncia dindmica e o didmetro estimado
da pequena via aérea que se encontrava diminuido em 67% dos casos,

postulando que a FPI seria uma doenca tanto de PVAs como de alvéolos.

Nesta mesma linha de pensamento, através do estabelecimento de
escores clinico, funcional e patolégico semiquantitativos em 23 pacientes
com média de idade de 43 anos, Myre e colaboradores concluiram que a

obstrucdo das PVAs é frequente nas fases precoces da FPI (1988).

Em 1996, Padilla e colaboradores, descreveram fibrose e inflamacéao
de PVAs em 21 biopsias de pacientes com FPI, sugerindo que este processo
ocorre na interdependéncia dos fendbmenos inflamatérios e deposicdo de

colageno no pulmao.

Respectivamente, em 1997 e 2002, Chung e Rhee e Shaw e
colaboradores, publicaram artigos de revisdo ratificando o claro
acometimento das PVAs nas doencas intersticiais pulmonares e apontando
0 aumento da pressao de retracao elastica como provavel justificativa para
os fluxos expiratérios manterem-se bem preservados nas provas de funcao

respiratdria pulmonar.

Salge (2007) em tese de doutorado apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) avaliou a funcédo e a

mecanica respiratéria pulmonar, com enfoque das pequenas vias aéreas, em
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20 pacientes com doenca intersticial pulmonar (16 casos de FPI e 4 casos
de Pneumonia por Hipersensibilidade) ndo conseguindo caracterizar
repercussdes funcionais obstrutivas ou de limitacdo de fluxo sobre as PVAs

especificamente.

Inimeros estudos de imagem tém analisado as pequenas vias aéreas
nas Doencas Intersticiais Pulmonares, principalmente apdés o advento da
TCAR. Com esta técnica tem sido possivel avaliar radiologicamente o Iimen
e a parede de vias aéreas até 2 mm de didmetro. Embora o padrao
tomografico predominante seja o reticular, dos pacientes com FPI cerca de
4% podem apresentar o padrdo em mosaico, 23% o padrao em vidro-fosco,
97% exibem bronquiolectasias de tragdo e 95% cistos/ faveolamento (Lynch

et al, 2005).

Através de reconstrucao multiplanar de imagens tomograficas de 97
pacientes com fibrose pulmonar, observou-se que imagens cisticas sujeitas
a reducdo de volume na expiracdo, apresentavam continuidade com
estruturas bronquiolares, indicando tratar-se de bronquiolectasias de tracao,
ou seja, demonstrando provavel acometimento de vias aéreas (Johkoh et al,

1999).

Desta forma acredita-se que alteragcées nas PVAs poderiam participar
efetivamente em muitas doencas pulmonares, dentre elas as Pneumonias

Intersticiais Idiopaticas, propiciando uma morbidade significante e
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determinando, por exemplo, ma distribuicdo ventilatéria, falta de
homogeneidade da impedéancia, causando uma reducdo da complacéncia
dindmica, aumento do trabalho respiratério e provavelmente levando a
sensacao de dispnéia (Chung e Rhee, 1997; Wilcox, 2000; Shaw et al,

2002).

Classicamente as Doencas Intersticiais Pulmonares Difusas tem um
carater funcional predominantemente ventilatorio-restritivo. Esta classe de
disfuncdo pulmonar é caracterizada por reacdes fibroticas dos septos
alveolares que notoriamente inclui as paredes das PVAs. Para alguns
autores o tecido fibrético aumentado acentua a retracdo elastica no
parénquima e como estas paredes sao interconectadas com as paredes das
vias aéreas, estas acabam sendo lesadas. A evolucdo deste processo
proporciona um aumento da resisténcia contra a inspiragdo, trazendo
dificuldade para inalacdao e diminuicdo da capacidade vital forcada (Crapo,

2000; Husain e Kumar, 2005).

A despeito dos avancos alcancados, a avaliacado individualizada da
funcao das PVAs, principalmente pela falta de especificidade e sensibilidade
dos testes de funcdo pulmonares e de imagem, devido suas limitacoes
técnicas, ainda €& subestimada. A bibpsia cirlrgica persiste sendo
fundamental nesta andlise, proporcionando uma combinacao de informacdes

por meio da utilizacdo da morfometria, biomarcadores e patologia molecular
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(American Thoracic Society/ European Respiratory Society, 2002; Shaw et

al, 2002).

Estudando-se o espectro patolégico das doencas reconhecidamente
bronquiolares observa-se caracteristicamente uma variedade de elementos.
Estes incluem células inflamatérias (agudas, crénicas, granulomatosas,
hiperplasia linféide de localizagao mural ou luminal); reagcdes mesenquimais
(fibroblastico/ fibrético) localizados em pdlipos intraluminais, submucosa e
areas peribronquiolares; mudancas epiteliais (necrose e destacamento,
metaplasia escamosa, metaplasia peribronquiolar/ lambertose); hipertrofia de

musculo liso e espessamento da membrana basal (Travis et al, 2002a).

No heterogéneo grupo das Plls, a pneumonia organizante
criptogénica (COP) e a doenca intersticial pulmonar associada a bronquiolite
respiratéria (RB-ILD) apresentam alteragcdes bronquiolares que sao parte
integrante de suas histopatologias. Fora do rol das pneumonias idiopaticas,
pode-se citar a Bronquiolite Constritiva Crénica (BC) caracterizando-se pela
cronicidade e acometimento classico das PVAs com presengca de um
espessamento fibroso peribronquiolar que leva a um padrdao funcional

obstrutivo severo (Visscher e Myers, 2006a).
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1.5) As pneumonias intersticiais idiopaticas e o processo de
remodelamento pulmonar com possivel participacao das pequenas vias

aéreas (PVAs).

O processo de remodelamento pulmonar envolve um mecanismo
complexo e ainda pouco compreendido de interacdo de varios elementos
celulares e inumeras proteinas com acdes diversas, muitas vezes
antagbnicas que se desenvolvem apds agressdes no microambiente

pulmonar (Parks et al, 2001; Gueders et al, 2006).

Dentre as proteinas participantes deste processo destaca-se a
superfamilia das metaloproteinases de matriz (MMPs) e suas inibidoras
teciduais. Atualmente sdo descritas 28 metaloproteinases que atuam como
enzimas zinco e calcio-dependentes, com a capacidade de proporcionar a
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e com isso agir como
moduladores do processo de remodelamento. A sintese e as fungdes das
MMPs sao reguladas em trés niveis principais: transcricao, ativacao de pro-
enzimas e inibicdo. Deste modo, sinalizadores como citocinas e fatores de
crescimento incluindo interleucinas, interferons, fator transformador de
crescimento - B, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento do
ceratinécito, fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento do
endotélio vascular, fator derivado de plaquetas, fator de necrose tumoral - q,
sinais derivados de integrinas, estresse fisico, mudancas na forma celular e

uma familia de inibidores endégenos conhecidos como inibidores teciduais
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de metaloproteinases (TIMPs), ja foram descritos como provaveis
moduladores da expressao génica de MMPs (Gueders et al, 2006, Pardo e

Selman, 2006).

Alguns estudos recentes tém relacionado as MMPs, TIMPs e TGF-
com o processo de remodelamento ocorrido nas fibroses pulmonares
idiopaticas. Tem sido demonstrado que o epitélio alveolar apresenta
expressdes génica e protéica altamente elevadas de MMP-1 (colagenase-1),
MMP-2 (gelatinase A), MMP-7 (matrilisina), MMP-9 (gelatinase B), TIMP-1,
TIMP-2 e TGF-B (Khalil et al, 1991; Fukuda et al, 1998; Suga et al, 2000;
Bergeron et al, 2003; Odajima et al, 2006; Selman et al, 2006). Em geral
estas proteinas também estdo aumentadas no fluido do lavado
broncoalveolar (Selman et al, 2000; Suga et al, 2000). No trabalho de
Selman e colaboradores (2000), por exemplo, tais achados puderam ser
estabelecidos através de vérias técnicas de analise como
imunohistoquimica, isolamento e cultura celular, citometria de fluxo,
hibridizacao in situ, zimografia e reagdo de cadeia de polimerase, estudando
seis pacientes com FPI. Neste estudo fez-se um mapeamento da expressao
das MMPs e TIMPs detectando-se suas presencas além do epitélio alveolar
(MMP-1, -2, -9, TIMP-2, -3, -4), em células tipo fibroblasticas como
miofibroblastos, nos caracteristicos focos fibroblasticos e na matriz

extracelular (MMP-2, -9, TIMP-1, -2, -3, -4).
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O Fator Transformador de Crescimento - B (TGF-B) parece ser um
mediador critico no balanco do processo de remodelamento pulmonar,
estabelecendo o padrao de resposta inflamatéria em varias situagdes de
injuria ao induzir excesso de produgdo de matriz ou destruicdo tecidual
aumentada (Khalil et al, 1991; Sheppard, 2006). No estudo de Khalil e
colaboradores 4 pacientes com FP| apresentaram consistentemente maior
expressdao de TGF-B nos pneumdécitos tipo I, areas de “honeycombing’/
faveolamento e em macro6fagos, e de modo irregular no epitélio bronquiolar

(1991).

Em doengas da via aérea como a asma e a Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC) encontra-se bem estabelecido o papel essencial
destas proteinas em suas fisiopatogenias (Holgate et al, 2000; Holgate,
2007). Na asma foi demonstrado o0 aumento da producdo de
metaloproteinases como a MMP-9 (gelatinase B) pelo epitélio das vias
aéreas e que parece se relacionar com aumento do niumero de neutréfilos e
queda do volume expiratério forcado no primeiro minuto (VEF;) o que teria
claramente impacto importante do ponto de vista clinico nestes pacientes

(Gueders et al, 2006).

O conhecimento das repercussdes clinicas decorrentes da maior
expressdo das metaloproteinases e seus inibidores teciduais na Fibrose
Pulmonar Idiopatica ainda € incipiente. Um dos poucos estudos que

avangaram nesta direcdo foi desenvolvido por Vuorinen e colaboradores
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(2007) que encontraram correlacdo negativa entre os niveis de MMP-7 no
lavado bronco-alveolar e a capacidade vital expiratéria forcada (CVF) ao
estudar sete pacientes com FPI. De todo modo os estudos nessa linha sao
concordantes em postular que possivelmente uma intervencao terapéutica
em alguns dos diversos pontos de interacdo destas proteinas poderia
permitir um controle adequado do processo de remodelamento pulmonar

(Gueders et al, 2006).

Uma vez que as alteracdes presentes na FPI/ UIP e NSIP acometem
as porcdes distais do parénquima pulmonar é sabido que as pequenas vias
aéreas nao sao especificamente poupadas. Porém nado existem na literatura
vigente estudos histolégicos que descrevam quantitativamente as alteracdes
encontradas nas pequenas vias aéreas nos pacientes portadores de Plls,
principalmente em casos de FPI/ UIP e NSIP ou enfatizem a andlise da
expressdao de proteinas atuantes nos processos de remodelamento

pulmonares no epitélio bronquiolar nestas entidades.

1.6 HIPOTESE

As pequenas vias aéreas dos pacientes portadores de Pneumonias
Intersticiais Idiopaticas, mais precisamente na Pneumonia Intersticial Usual e
Pneumonia Intersticial Nao-Especifica, apresentam alteracées estruturais e
inflamatérias e possivelmente participam de forma ativa dos processos de

remodelamento do microambiente pulmonar.



2) OBJETIVOS




30

Os objetivos do presente trabalho sao:

2.1) Objetivos gerais

a) Estudar as alteracdes estruturais e inflamatérias nas pequenas vias
aéreas em tecido pulmonar obtido através de bidpsia de pacientes com
Fibrose Pulmonar lIdiopatica/ Pneumonia Intersticial Usual (FPIl/ UIP) e
Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (NSIP), comparando-se com tecido
pulmonar obtido através de autdpsia de pacientes com vias aéreas normais
e com tecido pulmonar obtido através de bidpsia de pacientes com
Bronquiolite Constritiva Crénica (BC) - onde ha o classico envolvimento das

pequenas vias aéreas.

b) Estudar a expressao protéica de metaloproteinases de matriz, suas
inibidoras teciduais e do fator transformador de crescimento — B no epitélio
das pequenas vias aéreas de tecido pulmonar obtido através de biépsia de

pacientes com FPI/ UIP e NSIP.

2.2) Objetivos especificos

a) Verificar a existéncia de correlacao entre as alteragdes estruturais,

inflamatérias e de expressao de metaloproteinases de matriz, suas inibidoras

teciduais e do fator transformador de crescimento - B no epitélio das
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pequenas vias aéreas e as informacgdes clinicas, funcionais e radiologicas

dos pacientes com FPI/ UIP e NSIP.

b) Identificar alteracbes morfolégicas no parénquima adjacente as
vias aéreas estudadas, comparando-as nas entidades patoldgicas

analisadas.



3) METODOS
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3.1) Etica

O protocolo de estudo foi submetido a avaliagdo da Comissao de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) e aprovado em 28/07/05

(processo 593/05).

3.2) Populacao estudada

A Clinica de Pneumologia do Hospital das Clinicas da FMUSP possui
pacientes que foram ou estdo sendo acompanhados no Ambulatério de
Doencas Intersticiais Pulmonares com o diagnéstico de Pneumonia
Intersticial Idiopatica (PIl) e que realizaram biépsias de pulmao a céu aberto
no periodo de 1992 a 2004, sendo encaminhadas para a Divisdo de

Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Fez-se levantamento retrospectivo das laminas (coradas em
Hematoxilina-eosina) e blocos (fixados com formalina tamponada) dos
referidos casos na Divisdo de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas
da FMUSP e no Servico de Verificagdo de Obito da Capital (SVOC). Os

casos foram divididos nos seguintes grupos:
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1) Grupo controle positivo (com alteragdo ja descrita nas PVAs):

constituido pelos casos de Bronquiolite Constritiva Cronica (BC).

2) Grupo controle negativo (espécimes pulmonares histologicamente
preservados): formado de casos sem doenca pulmonar, sem histéria de
tabagismo, em individuos que foram a 6bito por causas ndao pulmonares e

tenham sido submetidos a autépsia no SVOC.

3) Grupo de UIP: composto pelos pacientes com este diagnostico
apos reclassificacdo das bidpsias existentes, de maneira multidisciplinar

(clinico-radio-patoldgica), de acordo com o Consenso ATS/ERS 2002.

4) Grupo de NSIP: formado pelos pacientes com este diagnostico

apos reclassificacdo multidisciplinar, de acordo com o Consenso ATS/ERS

2002.

3.2.1) Critérios de inclusao

a) Disponibilidade das informagdes clinicas, funcionais e

radiolodgicas no prontuario médico.

b) Amostra tecidual pulmonar satisfatéria (presenca de mais que

10 campos de médio aumento/ 100x) (Rozin et al, 2005).
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3.2.2) Critérios de exclusao

a) Presenca de qualquer possibilidade de fator etioldgico
conhecido.
b) Doenca sistémica concomitante (em geral Doenga Vascular

ou do Colageno).

C) Biopsia considerada nao-classificavel segundo os critérios

estabelecidos pelo Consenso ATS/ ERS 2002.

d) Auséncia de conclusdo diagnéstica ap6s revisado

multidisciplinar clinico-radio-patolégica.

Todos os diagnésticos foram sustentados pela histéria, exame fisico,
testes de funcao pulmonar e parametros radiolégicos, sem associacdo com

exposicao ambiental a agentes fibrogénicos ou doengas do tecido conectivo.

Os diagnosticos histopatolégicos foram ratificados de acordo com os
critérios estabelecidos pela classificacdo do consenso ATS/ ERS,
primeiramente com revisdo das biopsias pulmonares por dois experientes
patologistas e em seguida revisdao diagnéstica multidisciplinar clinico-radio-
patolégica (American Thoracic Society/ European Respiratory Society,

2002).
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O diagnostico de FPI foi somente considerado quando os pacientes
nao apresentavam nenhuma outra causa para doenca intersticial pulmonar,
com achados microscépicos tipicos de padrao de Pneumonia Intersticial
Usual e auséncia de vasculites, granulomas, ou microorganismos. Casos
apresentando extenso “honeycombing” (faveolamento) ou padrao histolégico

duvidoso foram excluidos da analise.

O diagnéstico de NSIP de padrao celular ou fibrético foi baseado
principalmente em achados histolégicos em pacientes que tinham um
aspecto clinico-radiolégico de Doenca Pulmonar Parenquimatosa Difusa,
com tipico padrao histolégico de pneumonia intersticial crbnica, na qual
observou-se expansdao homogénea de septos alveolares pela inflamacao
e/ou fibrose (Visscher e Myers, 2006b). Conforme ja exposto, foram
excluidos os casos com associacdo com doencga vascular do colageno
manifestadas no diagndstico ou durante o seguimento, minimo de dois anos,
ou qualquer exposicdo organica associada com o desenvolvimento de

Pneumonia de Hipersensibilidade (PH).

Pacientes com Bronquiolite Constritiva Crénica (BC) idiopatica
apresentaram fungcdo pulmonar obstrutiva sem causa conhecida e com
sinais tomograficos caracteristicos, tais como o padrdo em mosaico e

biépsia pulmonar demonstrando aspecto de bronquiolite constritiva sem
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fibrose ou inflamagéo intersticial e sem etiologia evidente ao exame

histolégico (Visscher e Myres, 2006a).

Os pacientes nao foram tratados com corticosterdides ou

imunossupressores até o momento da realizacao da biopsia.

Foram colhidas informagdes dos prontuarios médicos de todos
pacientes na Divisao de Arquivo Médico (DAM) do Hospital das Clinicas da
FMUSP, seguindo formulario préprio (anexo), e em seguida armazenadas

em um banco de dados.

3.3) Processamento tecidual

Todas as amostras de bidpsias e/ou de autdpsias obtidas na Divisao
de Anatomia Patoldégica do Hospital das Clinicas da FMUSP e no SVOC
foram fixadas em formalina tamponada por 24 horas, embebidas em
parafina, seccionadas a 5-um de espessura e coradas em hematoxilina-

eosina.

3.4) Estudo morfolédgico: morfometria e analise semiquantitativa

Para as medidas de carater quantitativo foi utilizado o Software

Image-Pro® Plus 4.1 for Windows® (Media Cybernetics — Silver Spring, MD,

USA), conectado a uma camera digital (JVC TK-C1380 Color Video Camera,



38

Victor Company of Japan Limited, Japan) acoplado a um microscoépio de luz

(Leica DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH, Germany).

As medidas morfométricas foram obtidas em cortes transversais de
todas as PVAs (definidas como menor que 6mm de perimetro da membrana
basal) encontradas nos espécimes de cada caso (Mauad et al, 1999). Os
cortes das vias aéreas foram considerados transversais quando a relagao

entre o menor e o maior didmetro foi maior que 0,6 (Mauad et al, 2004).

Foram analisadas PVAs em éareas de arquitetura tecidual pulmonar
preservada para a adequada identificacdo dos diferentes compartimentos da
via aérea. Pequenas vias aéreas circundadas por extensa fibrose e/ou
“honeycombing” (faveolamento), quando a distincdo de suas camadas néo

era evidente, foram excluidas da anélise.

Satisfazendo-se estes critérios e sem o conhecimento do grupo a que
pertencia, em cada caso foram colhidas as medidas quantitativas e
semiquantitativas das variaveis estudadas, considerando-se a nomenclatura

e os critérios de Bai e colaboradores (1994).

Os seguintes compartimentos das vias aéreas foram acessados: area
luminal, area epitelial, area interna da parede (lamina propria), area do

musculo liso da via aérea (camada muscular), area externa da parede
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(adventicia) e area total da parede da via aérea (soma de todas as areas

analisadas, exceto a luminal).

O perimetro da membrana basal (PMB) foi obtido de cada via aérea.
Somente areas intactas do epitélio foram avaliadas, isto é, areas

apresentando células basais e colunares.

A area interna da parede (lamina propria) foi definida como a regiao
compreendida entre a membrana basal e o bordo interno da camada
muscular lisa. A area externa da parede (adventicia) foi considerada como a
regido do bordo externo da camada muscular lisa e o bordo externo da
adventicia (definida pela linha média entre o limen vascular e o lumen da
Va). A figura 01 ilustra 0 modo de delimitagcdo destas areas para afericao

morfométrica através do software adotado.
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Figura 01. Exemplo de delimitagdo das areas dos compartimentos estudados
das pequenas vias aéreas através do software adotado. A - marcacédo da
area luminal (em vermelho). B — marcagdo da area do epitélio (em
vermelho). C — marcagao da area da lamina prépria (em azul). D — marcagao
da area da camada muscular lisa (em azul). E — marcagao da area da
adventicia (em azul) e F — marcacao da area total da espessura da via aérea
(em vermelho). HE, 200x.
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Os valores das areas obtidas foram expressos como area corrigida
pelo perimetro da membrana basal (um? pm). Este procedimento padroniza
a anadlise evitando possiveis variagdes provenientes de mudancas espaciais
dependentes da area do epitélio ou do tamanho da via aérea. Isto ocorre em
funcéo do perimetro da membrana basal de uma via aérea ser relativamente
constante, a despeito de variagdes colapsantes ou insuflantes (Bai et al,

1994; Hogg et al, 2004).

Determinou-se a média e o0 desvio-padrao da espessura total das
pequenas vias aéreas nos controles, com a finalidade de comparar com o
percentual de vias aéreas espessadas em cada grupo das doencas
estudadas. Desta forma, em cada biépsia pulmonar nas doencas estudadas,
as vias aéreas que apresentaram uma espessura maior que a média mais o

desvio padrao do controle foram consideradas alteradas por esta variavel.

Os seguintes parametros foram analisados semiquantitativamente: o
grau de inflamacgéao da via aérea e do parénquima peribronquiolar e o grau
de fibrose peribronquiolar (peribronquiolar definido como o espaco dentro de
um campo microscopico de 100x em torno do bronquiolo). Estas variaveis

foram graduadas de 0-3 (0- ausente, 1- leve, 2- moderado e 3- intenso).

A presenca de tecido de granulacao intraluminal (p6lipo intraluminal) e

de mucostase nas vias aéreas também foi avaliada. No parénquima
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peribronquiolar foi analisada a presenca de metaplasia epitelial bronquiolar
(lambertose) (Cordier et al, 2007), espacos cisticos (faveolamento/
“honeycombing”) e tecido linféide associado ao brénquio (BALT). Os
resultados foram expressos como o numero de PVAs apresentando as
alteracbes acima mencionadas, em relagdo ao numero total de PVAs
analisadas por grupo (%). A figura 02 exibe alguns exemplos destas
variaveis avaliadas. No quadro 01 resume-se as variaveis morfolégicas

estudadas, suas definicdes e unidades utilizadas.
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Figura 02. As variaveis categéricas avaliadas nas doengas estudadas séo

aqui exemplificadas pela presenca de pdlipo intraluminal (p) em pequena via
aérea (b) em caso de Bronquiolite Constritiva Crénica (A); mucostase (m) em
via aérea (b) de Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (B) e em areas de
espacos cisticos (ec)/ honeycombing/faveolamento em casos de Pneumonia
Intersticial Usual (UIP-C e D). Na UIP (C) sao ainda observadas areas de
metaplasia epitelial bronquiolar/ lambertose (setas) na regido peribronquiolar

como no exemplo. Hematoxilina-eosina, barra de escala= 400pm.
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Quadro 01. Variaveis morfoldégicas semiquantitativas e quantitativas: suas

definicées e unidades utilizadas.

Variavel estudada

Definicao

Area do lumen da via aérea (Al)

Area interna da luz da via aérea (um?®)

Area do epitélio da via aérea (Aepi)

Area interna @ membrana basal menos a Al

(um?)

Perimetro da membrana basal

(PMB)

Comprimento da extensao da mb (um)

Area da lamina propria (Alp)

Area entre a MB e a borda interna da muscular

(um?)

Area da muscular (Am)

Area entre as bordas interna e externa da

muscular (um?)

Area da adventicia (Aadv)

Area entre a borda externa da muscular e a
borda externa da adventicia (definida pela linha

média entre o lumen vascular e o limen da Va)

(um?)

Area total

Soma das seguintes &reas: epitelial+lamina

prépria+muscular+adventicia (um?)

Grau de inflamagao da Va

Graduando-se o infiltrado inflamatério em
ausente, leve, moderado ou intenso presente

na parede da Va (0, 1, 2 ou 3)

Pélipo luminal

Presenca ou auséncia de projecao intraluminal/
subepitelial de fibroblastos jovens na via aérea

(%)

Mucostase

Presenca ou auséncia de material mucoide

intraluminal na via aérea (%)
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Quadro 01. Variaveis morfoldgicas semiquantitativas e quantitativas: suas definicoes

e unidades utilizadas (concluséo).

Variavel estudada

Definicao

Grau de inflamagéo do parénquima

adjacente

Graduando-se o infiltrado inflamatério em

ausente, leve, moderado ou intenso
considerando-se concentricamente 1 campo
adjacente a Va no aumento de 100x (0, 1, 2 ou

3)

Grau de fibrose do parénquima

Graduando-se a quantidade de fibrose em

adjacente ausente, leve, moderado ou intenso
considerando-se concentricamente 1 campo
adjacente a Va no aumento de 100x (0, 1, 2 ou
3)

Metaplasia  peribronquiolar ~ do | Presenca ou ndo de substituicdo do epitélio

parénquima adjacente | alveolar por epitélio bronquiolar considerando-

(“Lambertizacao”)

se concentricamente 1 campo adjacente a Va

no aumento de 100x (%)

Espagos cisticos no parénquima

Presenca ou nao de dilatagdo alveolar

adjacente peribronquiolar (“honeycombing’)
considerando-se concentricamente 1 campo
adjacente a Va no aumento de 100x (%)
Tecido linfoide associado ao | Presenca ou ndao de BALT considerando-se
bronquio (BALT) no parénquima | concentricamente 1 campo adjacente a Va no
adjacente aumento de 100x (%)
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3.5) Imunohistoquimica

Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anticorpos
monoclonais anti - MMP-2 (A-Gel VC2, 1:2500, LabVision, Fremont/CA),
MMP-7 (176-5F12, 1:50, Chemicon, Temecula/CA), MMP-9 (56-2A4, 1:100,
Calbiochem, Darmstadt, Alemanha), TIMP-1 (7-6C1, 1:10, Calbiochem,
Darmstadt, Alemanha), TIMP-2 (67-4H11, 1:25, Calbiochem, Darmstadt,
Alemanha), e policlonal anti-TGF-B (1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz/CA). Sucintamente, os cortes foram silanizados e hidratados. Uma
solucao de H>O, 3% foi aplicada por 40 minutos para inibir a atividade de da
peroxidase endogena. Realizou-se incubacdo de uma noite com anticorpo
primario; recuperacao antigénica foi desenvolvida com citrato e TRIS-EDTA
para TIMP-1. O complexo streptavidina-biotina (LSAB + DakoCytomation,
Carpinteria, CA, Estados Unidos) foi usado para MMP-7, -9 e TIMP-2.
Anticorpos secundarios anticamundongo (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, Estados Unidos) foram utilizados depois dos anticorpos primarios.
Todos os cortes foram corados dentro de uma sessao de coloracéo, usando
anticorpos provenientes de um mesmo lote. Para controle negativo, o
anticorpo primario foi omitido e substituido por um igual isétopo (anticorpo
controle) de mesma espécie e com solucao de bloqueio de peroxidase (PBS)

como controle negativo.

A area de coloracao positiva para cada anticorpo dentro do epitélio

bronquiolar foi determinada por um intervalo de cor. Para este propésito,
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diferentes cortes corados com cada anticorpo, tanto quanto os controles
negativos, foram usados para alcancar o melhor parametro de positividade
nos casos, 0s guias foram checados por trés patologistas. Estes
procedimentos geraram um arquivo contendo todos os dados da cor
selecionada, que em seguida foram aplicados em todos os casos corados
com o mesmo anticorpo. Os resultados foram expressos em area epitelial do
anticorpo especifico corado corrigido pelo perimetro da membrana basal
(um?/um). Estudos prévios ja validaram esta metodologia. (Mauad et al,

1999; De Boer et al, 2001; Sont et al, 2003).

3.6) Analise estatistica

Dados demograficos, clinicos e numéricos foram apresentados como
mediana/intervalo interquartil  (IQR) ou média/desvio-padrdo (DP),
dependendo de sua distribuicdo. Dados numéricos de distribuicdo nao-
paramétrica foram transformados em logaritmo (Log) antes da anélise. Para
comparacdo dos diferentes grupos de doengcas com o grupo controle
negativo, o teste T-Student foi realizado, desde que os dados tivessem
distribuicdo normal. Comparacao entre os grupos de doencas foi realizada
com andlise de variancia (ANOVA), seguido por teste post-hoc de
Bonferroni. Os dados provenientes de analise semiquantitativa (inflamacao
bronquiolar, inflamacdo do parénquima peribronquiolar e fibrose do
parénquima peribronquiolar) foram estudados com Kruskal-Wallis, seguido

pelo teste de Mann Whitney (por serem nao-parametricamente distribuidos)
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e expressos como mediana e IQR. Para analise de valores categéricos
(polipos intraluminais, mucostase, lambertose e espacgos cisticos), o teste
exato de Fisher foi realizado. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05. O
pacote estatistico SPSS 13.0 (SPSS, Chicago, lllinois, Estados Unidos) foi

usado para realizacao das analises.



4) RESULTADOS
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4.1) Populacao de pacientes

Foram incluidos no estudo vinte e nove pacientes com diagnéstico de
UIP, oito com NSIP (cinco de padrao celular e trés de padrao fibrosante) e
treze pacientes com BC. Seis pacientes foram excluidos do grupo de NSIP
porque apresentaram associagcdo com doencga vascular do colageno durante
0 seguimento. Dez pacientes autopsiados formaram o grupo controle
negativo. Os dados demograficos, clinicos, funcionais e tomograficos sao
demonstrados na Tabela 1. Pacientes com FPI/UIP foram significativamente
mais velhos que todos os outros grupos de doencas estudados (p= 0,02).
Nao houve diferenca entre os grupos de doencgas estudados em relagéo a
frequéncia de tabagismo, sendo encontrados 55,2% de histéria positiva de
fumo na UIP, 37,5% na NSIP e 46,2% na BC. Pacientes com BC
apresentaram um VEF; (p= 0,01), VEF{/CVF (p= 0,001) e um valor % predito
do fluxo expiratério forcado entre 25%-75% do CVF (FEF2s.75%,) (p= 0,003)
significativamente menores que todos os outros grupos de doencas
estudados. Nao houve diferenca significante na duracéo dos sintomas (até a

biépsia) entre os grupos.
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Tabela 01. Aspectos demograficos, clinicos, funcionais e tomograficos dos

pacientes inclusos no estudo.

UIP (n=29) NSIP (n=8) BC (n=13)  Controle(n=10)

Idade(anos)/Sexo 66 (49-80)/18 56" (38-69)/3 53" (31-61)/7 54" (44-63)/5

[média(amplitude)/Masculino]

Historia de tabagismo+ 16 (55,2%) 3 (37,5%) 6 (46,2%) 0
Duracéo dos sintomas (meses)? 12 (16) 12 (30) 5(9,5)
CVF % predito® 70,6+15,1 69,8+21,5 55,8+25,7
VEF; % predito 79,5+¢158%  78,5426,9*  48,3#31,2
VEF/CVF razéo 0,87+0,07  0,87+0,05*  0,64+0,18
FEF25.759, % predito 117,3+53,1% 89,7219 39,3+36,4
Local tomografico das lesdes
Central 0 (0%) 1(12,5%) 0 (0%)
Periférico 13 (45%) 2 (25%) 5 (38,5%)
Difuso 16 (55%) 5 (62,5%) 8 (61,5%)
Padrao tomografico das lesdes
Opacidades reticulares 17 (58,6%) 1(12,5%) 1(7,7%)
Atenuacao em vidro-fosco 7 (24%) 6 (75%) 2 (15,4%)
Atenuacdo em mosaico 4 (14%) 1(12,5%) 9 (69,2%)
Consolidacao 1(3,4%) 0 (0%) 1(7,7%)
Faveolamento 20 (69%) 2 (25%) 1 (8%)

NA

NA

NA

NA

NA

* p< 0,05 em relacéo a UIP.

+ Fumantes e ex-fumantes.

2 Duragao dos sintomas expressos como mediana (IQR).

b Testes de fungao pulmonar expressos como média + Desvio-padrao.

# p< 0,05 em relacéo a BC.

Abreviacdes: BC= Bronquiolite Constritiva Cronica; CVF= capacidade vital
forcada; FEF25.750,= fluxo expiratério forcado entre 25%-75% do CVF; NA=
Nao avaliado; NSIP= Pneumonia Intersticial Nao-Especifica; UIP=
Pneumonia Intersticial Usual; VEF{= volume expiratério forcado no 1°
segundo.
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4.2) Dados categéricos e semiquantitativos

Espécimes biopsiados incluiram 1-3 laminas por paciente, retirados
de areas pulmonares com diferente envolvimento pela doenca. Um total de
409 pequenas vias aéreas foram analisadas, sendo 168 nas biopsias de UIP
(6/caso), 29 nas NSIP (4/caso), 74 na BC (6/caso) e 138 no grupo controle

(14/caso).

Exemplos representativos das patologias estudadas sao
apresentados na Figura 03. Os dados semiquantitativos e categéricos sao
demonstrados na Tabela 2. Todos 0s grupos de doenca apresentaram
inflamacéo bronquiolar e do parénquima peribronquiolar mais intensas,
assim como fibrose do parénquima peribronquiolar em relacdo ao grupo
controle (p= 0,0001). Quando os grupos das doencas foram comparados
entre si, pacientes com UIP apresentaram menores niveis de inflamacao
bronquiolar que NSIP e BC (p= 0,01). A inflamacao peribronquiolar foi mais
proeminente em pacientes com NSIP, os quais foram diferentes
significativamente de todos os outros grupos de doencas (p= 0,0001). Houve
mais fibrose do parénquima peribronquiolar na UIP e NSIP que nos casos de

BC (p= 0,0002).
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Figura 03. Exemplos representativos de vias aéreas no controle (A) e de
envolvimento de vias aéreas na Pneumonia Intersticial Usual (UIP-B),
Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (NSIP-C) e casos de Bronquiolite
Constritiva Crdénica (BC-D). Ha um grau variavel de inflamagéo e fibrose das
pequenas vias aéreas na UIP, NSIP e BC, com proeminente inflamagao na
NSIP e fibrose de via aérea na UIP e BC. Note o foco fibroblastico (c) e o
espessamento da parede arterial (a) na UIP (B). A NSIP (C) mostra o tipico
espessamento homogéneo dos septos alveolares (as) devido a exuberante
inflamacéo. A parede bronquiolar (b) esta espessada devido a fibrose com
formagao de Tecido Linféide Associado ao Bronquio (BALT) na BC (D). Os
septos alveolares (as) sao normais em A. Hematoxilina-eosina, A-D, barra
de escala= 200um.
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Quando comparados aos controles, os grupos de doengas mostraram
maior grau de mucostase, metaplasia epitelial bronquiolar (lambertose),
espacgos cisticos (faveolamento) e BALT (p= 0,03). Pacientes com BC
tiveram mais polipos intraluminais que os controles (p= 0,04). Quando os
grupos de doencas foram comparados entre si, ndo houve diferenca
significante na frequéncia de pdlipos intraluminais. Houve menos metaplasia
epitelial bronquiolar em pacientes com Bronquiolite Constritiva Crénica que
pacientes com NSIP e UIP (p= 0,0001). Como esperado, pacientes com UIP
tiveram mais espacos cisticos no parénquima peribronquiolar que os outros

grupos de doencas (p= 0,003). Dados apresentados na Tabela 2.

4.3) Dados morfométricos (quantitativos)

O perimetro da membrana basal foi 2216,5 (x783,1) um no grupo de
UIP, 1831,8 (x406,2) um no grupo NSIP, 1602,3 (£x494,1) um nos casos de
BC e 1594,1 (£415,1) um nos controles. Apesar de todas as vias aéreas
medidas serem classificadas como pequenas; isto €, com membrana basal
(MB) menor que 6 mm, a média do perimetro da MB nos casos de UIP e
NSIP foi maior que nos pacientes controles e nos casos de UIP também foi
maior que nos pacientes com BC (p= 0,03). De acordo com Weibel, a média
do diametro da via aérea correspondeu a bronquiolos da 14°-15° geracéo,

ou seja, bronquiolos terminais, em todos os grupos estudados (1997).
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Todos os grupos estudados apresentaram areas luminais menores
que os controles (p= 0,0001). Dados apresentados na tabela 3.

Tabela 02. Dados histopatoldégicos semiquantitativos e categoéricos
estudados.

Variavel UIP NSIP BC Controle

Inflamagéo 1,25 (0,43)* 1,55(0,87)** 1,5(1,05)** 0,00 (0,05)
Bronquiolar?

Inflamac&o do 1,50 (0,92) * 2,41 (0,85)** 1,0 (1,17)*** 0,00 (0,00)
parénquima
peribronquiolar®

Fibrose do 1,40 (1,00)* 2,00 (2,20)* 0,4 (0,75)*** 0,00 (0,00)
parénquima

peribronquiolar?

Mucostase® 60 (35,7%)* 7 (24,1%)* 17 (23%)* 3 (2,2%)
Pdlipos 2 (1,2%) 0 3 (4,1%)* 0
intraluminais®

Metaplasia 94 (56%)* 19 (65,5%)* 17 (23%)* ** 0
epitelial

bronquiolar®

Espagos 58 (34,5%)*  2(6,9%)**  8(10,8%)** 0
cisticos®

BALT® 81 (48,2%)* 9 (31%)* 32 (43,2%)* 19 (13,8%)

2 Dados semiquantitativos.

*p< 0,05 em relacéo ao Controle.

* < 0,05 em relacédo a UIP.

*p< 0,05 em relagédo a NSIP.

® Dados categoricos.

Abreviagoes: BALT= Tecido Linféide Associado ao Brénquio; BC=
Bronquiolite Constritiva Crénica; NSIP= Pneumonia Intersticial Na&o-
Especifica; UIP= Pneumonia Intersticial Usual.

NOTA: As variaveis semiquantitativas foram avaliadas por escore como 0-3
(ausente, leve, moderado, severo) e expressos como mediana e intervalo
interquartil (IQR). Os dados categéricos sao expressos como o numero de
vias aéreas apresentando a variavel analisada em relagdo ao numero total
de vias aéreas estudadas por grupo, em percentagem.
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Pacientes com UIP apresentaram aumento das areas de todos os
compartimentos da via aérea, ou seja: do epitélio, da lamina prépria, da
muscular, da adventicia e da area total em relagdo ao grupo controle (p=
0,02). Nos pacientes com NSIP, houve o aumento somente da area do
epitélio comparado com os controles (p= 0,02). Pacientes com BC
demonstraram aumento da area da lamina prépria em relacéo aos controles

(p=0,04).

Quando as doencas estudadas foram comparadas entre si, ndo se
verificaram diferencas significantes entre os compartimentos da via aérea,
exceto pela area da adventicia que foi maior na UIP que na NSIP e BC (p=
0,04), e a area total que foi maior na UIP em relagdo a BC (p= 0,04). Estes

dados sao apresentados na Tabela 3.

Nas doencas estudadas o percentual de pequenas vias aéreas que
apresentaram uma espessura maior que a média mais o desvio padrao da
espessura da via aérea do controle foi de 48,8% (82 vias aéreas de 168
analisadas) na UIP; 41,4% (12 vias aéreas de 29 analisadas) na NSIP e

32,4% (24 vias aéreas de 74 analisadas) na Bronquiolite Constritiva Crénica.
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Tabela 03. Dados morfométricos na estrutura da pequena via aérea.

ulP NSIP BC Controle

Area luminal 37,9%+32,2 26,6*+13,7 25,4*+11,3 80,2+28,4
Area epitelial 23,6*18,3 23,3*+7,8 21,319,3 14,815,8
Areadalamina  23,4*+11,4 18,4112,8 18,5*£12,0 10,745,7
propria
Area da 28,5*+14,1 25,9+18,5 23,3+16,1 19,447,9
camada
muscular
Area da 71,3*+36,2 40,2*+15,2 46,4*+25 6 34,2+15,4
camada
adventicia
Area total 147,0*£60,3 108,0+39,1 109,7*+58,1 79,2+29,5

*p< 0,05 em relagdo ao Controle.

*n< 0,05 em relacdo a UIP.

Abreviacoes: BC= Bronquiolite Constritiva Crdnica; NSIP= Pneumonia

Intersticial Nao-Especifica; UIP= Pneumonia Intersticial Usual.

NOTA: Valores expressos como média +

corrigida pelo perimetro da membrana basal (um).

desvio-padrdo da area (pum?)
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4.4) Imunohistoquimica

Em alguns casos os blocos de parafina ndao se encontravam
disponiveis ou ndao havia material histol6gico suficiente para novos recortes;
desse modo a analise imunohistoquimica foi realizada em um nimero menor

de casos (Tabela 4).

Nos controles, TGF-B foi expresso no epitélio bronquiolar e no
musculo liso vascular, enquanto nos grupos das doencas estudadas, células
inflamatérias e pneumdcitos alveolares também foram positivos. MMP-2
estava expressa no epitélio das pequenas vias aéreas e células
mesenquimais, endotélio e macrofagos, tanto nos controles como nas
entidades patologicas estudadas. Nos controles, MMP-7 foi fracamente
expressa no epitélio bronquiolar e macréfagos. Nos grupos das doencas,
especialmente nos casos de UIP, houve marcante expressdo no epitélio
bronquiolar, células mesenquimais, pneumacitos reativos e vasos. MMP-9 foi
expressa em neutréfilos, macréfagos e fracamente no epitélio das pequenas
vias aéreas dos controles, com expressao mais forte no epitélio bronquiolar,
células endoteliais e pneumdcitos nos outros grupos. TIMP-1 e -2 foram
expressas em células inflamatérias, principalmente macréfagos, e em vasos
(musculo liso e variavel no endotélio). Estas proteinas foram fracamente

expressas no epitélio bronquiolar em todos os grupos analisados. Nos
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grupos de doencas, a maior expressao foi observada em pneumdcitos

reativos e células mesenquimais.

Tabela 04. Expressao de Fator Transformador de Crescimento - 3 (TGF-B),
Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Inibidor Tecidual de

Metaloproteinases (TIMP) no epitélio das pequenas vias aéreas.

UP (n=11)  NSIP (n=5)  BC (n=9) _ Controle (n=10)

TGF-B 1,38%1,2 0,83+0,4 1,11+0,7 0,89+0,7
MMP- 2 0,49*+0,3 0,39+0,3 1,007+0,6 0,67+0,4
MMP- 7 10,21*+7,7 8,60"+4,9 5,59*15,4 1,42+1,6
MMP- 9 8,19"+5,5 7,51*+4,0 6,46"+4,3 0,06%0,0
TIMP- 1 2,87+2,7 2,28+1,3 4,95+2,7 2,1310,9
TIMP- 2 3,37+3,5 1,83%+1,8 3,72*+3,8 0,79+0,6

*p< 0,05 em relacdo ao Controle.

*p< 0,05 em relacdo a NSIP.

Abreviag6es: BC= Bronquiolite Constritiva Crénica; MMP= Metaloproteinase
de Matriz; NSIP= Pneumonia Intersticial Nao-Especifica; TGF- B= Fator
Transformador de Crescimento - B; TIMP= Inibidor Tecidual de
Metaloproteinase; UIP= Pneumonia Intersticial Usual.

NOTA: Valores expressos como média = desvio-padrdao da area epitelial
positiva/perimetro da membrana basal (um?/pm).
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Quando comparados ao controle, todos os grupos de doencas
estudados demonstraram expressdo aumentada de MMP-7 (p= 0,02) e
MMP-9 (p= 0,0002) no epitélio bronquiolar (Figura 04). Houve uma
expressdao aumentada de TIMP-2 em pacientes com BC, em relacao aos
controles (p= 0,02). Pacientes com UIP apresentaram uma expressao
diminuida de MMP-2 no epitélio bronquiolar quando comparados aos
controles (p= 0,04). Nao foram encontradas diferencas significativas na
expressao de TGF-B e TIMP-1 entre os grupos analisados. Estes dados sao

exibidos na Tabela 4.
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Figura 04. (A-D) H4& uma expressao aumentada no epitélio da pequena via
aérea (ep) de Metaloproteinase de Matriz (MMP) -7 na Pneumonia
Intersticial Usual (UIP- B), Pneumonia Intersticial Nao-Especifica (NSIP- C) e
Bronquiolite Constritiva Crénica (BC- D) em relagao aos Controles (Controle-
A). (E-H) Expressao epitelial bronquiolar de MMP-9 esta também aumentada
na UIP (F), NSIP (G) e BC (H) quando comparados ao Controle (E). Células
inflamatérias esparsas e macrofagos intraluminais (mo) estao positivos para
MMP-7 e MMP-9. (I-J) Observa-se expressao epitelial diminuida de MMP-2
na pequena via aérea da UIP (J) quando comparada ao Controle (I). (K-L)
Os casos de BC (L) apresentaram expressdo aumentada de Inibidor
Tecidual Metaloproteinase (TIMP) -2 no epitélio da pequena via aérea
guando comparados ao Controle (K). Barra de escala= 25um.
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Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os diversos
parametros estudados e a histéria de tabagismo em todos os grupos de

doencas analisados.

O Log da expressao de Matrilisina (MMP-7) no epitélio bronquiolar
correlacionou-se significativamente com o Log do valor % predito do FEF2s.
75% (r= 0,83, p= 0,01) nos pacientes com UIP (Figura 5). Nao foram
identificadas outras correlagdes entre os parametros patolégicos e clinico-

funcionais estudados.
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Figura 05. Grafico da correlacdo entre o logaritmo (Log) da expressao de
Metaloproteinase de Matriz-7 (Matrilisina/ MMP-7) no epitélio das pequenas
vias aéreas (PVAs) dos pacientes com Pneumonia Intersticial Usual (UIP) e
o Log do valor % predito do fluxo expiratorio forgado entre 25%-75% da

capacidade vital forcada (FEF25.759).



5) DISCUSSAO
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Os achados aqui expostos demonstram que alteragdes significativas
estdo presentes ao nivel das pequenas vias aéreas em pacientes com
Fibrose Pulmonar Idiopatica/ Pneumonia Intersticial Usual e Pneumonia
Intersticial Nao-Especifica. Este estudo acrescenta informacdo original ao
relatar quantitativamente uma expressdo aumentada de MMP-7 e MMP-9 no
epitélio bronquiolar, sugerindo que as PVAs podem participar dos eventos
patogénicos que levam ao remodelamento pulmonar nas Pneumonias

Intersticiais Idiopaticas.

Este é o primeiro estudo analisando quantitativamente o envolvimento
das pequenas vias aéreas nas Pneumonias Intersticiais Idiopaticas
classificadas de acordo com o atual Consenso ATS/ERS (2002). Escassos
estudos similares estdo entre os anos 70 e 90 (Fulmer et al, 1977; Myre et
al, 1988; Padilla et al, 1996) e analisaram histologicamente as PVAs
somente através de escores semiquantitativos. A maioria destas pesquisas
incluiu pacientes que, a luz do conhecimento corrente, provavelmente
apresentaram disturbios fibréticos pulmonares distintos ou tiveram
pneumonias associadas com outras condi¢des clinicas, como as doencas
vasculares do colageno. No estudo de Fulmer e colaboradores (1977), por
exemplo, cinco de 18 pacientes