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Resumo

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi examinar o processo de remodelamento no parénquima e na matriz extra-
celular em dois padrdes histoldgicos — pneumonia intersticial ndo-especifica (PINE) e pneumonia intersticial usual
(PTU) — em casos associados a esclerose idiopatica/esclerose sistémica (ES). Métodos: Investigamos 15 casos de
PINE idiopatica, 10 casos de PIU idiopatica, 5 casos de PIU associada a ES (PIU-ES) e 9 de PINE associada a ES
(PINE-ES). No parénquima pulmonar, as células epiteliais, células endoteliais e miofibroblastos foram avaliados
através de coloracdo imuno-histoquimica, ao passo que a coloracdo histoquimica foi utilizada para avaliar as
fibras elasticas e de coldgeno na matriz extracelular. Resultados: A porcentagem de células epiteliais positivas para
proteina A do surfactante foi significativamente maior nos casos de PINE idiopatica do que nos de PINE-ES, assim
como nos casos de PIU idiopatica do que nos de PIU-ES. A PINE e a PIU idiopaticas apresentaram valores signi-
ficativamente maiores de imunoexpressdo de alfa actina de musculo liso nos miofibroblastos do que a PINE-ES e
a PIU-ES. A porcentagem de células endoteliais CD34 na microvasculatura pulmonar foi significativamente menor
na PIU idiopatica do que na PIU-ES. A densidade de fibras do coldgeno foi significativamente maior em ambas as
formas idiopaticas de PINE e PIU do que na PINE-ES e PIU-ES. Em contraste, a densidade de fibras elasticas foi
significativamente menor na PIU idiopatica do que na PIU-ES. Conclusdes: A sintese aumentada de colageno, a
destruicdo de fibras eldsticas, a alta proliferacdo miofibroblastica e a microvascularizagdo diminuida podem repre-
sentar um processo de remodelamento encontrado na pneumonia intersticial idiopatica, enquanto o reverso pode
representar mais um processo de reparo na pneumonia intersticial associada a ES.

Descritores: Células epiteliais; Neovascularizagdo patoldgica; Colageno; Elastina; Pneumonia intersticial
idiopatica; Esclerose sistémica.

Abstract

Objective: The aim of this study was to examine the parenchymal and extracellular matrix remodeling process
in two histologic patterns—nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) and usual interstitial pneumonia (UIP)—in
cases of idiopathic and sclerosis/systemic sclerosis (SSc)-associated interstitial pneumonia. Methods: We examined
15 cases of idiopathic NSIP, 10 cases of idiopathic UIP, 5 cases of SSc-UIP and 9 cases of SSc-NSIP. In the lung
parenchyma, epithelial cells, endothelial cells and myofibroblasts were evaluated by immunohistochemical staining,
whereas histochemical staining was used in order to evaluate collagen/elastic fibers in the extracellular matrix.
Results: The percentage of surfactant protein A-positive epithelial cells was significantly greater in idiopathic NSIP
than in SSc-NSIP, as well as being greater in idiopathic UIP than in SSc-UIP. Idiopathic NSIP and idiopathic UIP
presented significantly higher immunoexpression of alpha smooth muscle actin in myofibroblasts than did SSc-NSIP
and SSc-UIP. The percentage of CD34 endothelial cells in the pulmonary microvasculature was significant lower
in idiopathic UIP than in SSc-UIP. The density of collagen fibers was significantly greater in idiopathic NSIP and
idiopathic UIP than in SSc-NSIP and UIP. In contrast, the elastic fiber density was significantly lower in idiopathic
UIP than in SSc-UIP. Conclusions: Increased collagen synthesis, destruction of elastic fibers, high myofibroblast
proliferation and poor microvascularization might represent a remodeling process found in idiopathic interstitial
pneumonia, whereas the reverse might represent a repair process in SSc-associated interstitial pneumonia.

Keywords: Epithelial cells; Neovascularization, pathologic; Collagen; Elastin; 1diopathic interstitial pneumonias;
Scleroderma, systemic.
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Introducdo

O envolvimento pulmonar ocorre mais
frequentemente na esclerose sistémica (ES) do
que em outras doencas vasculares do cola-
geno, representando uma significativa causa de
morbidade e mortalidade nessa populacdo de
pacientes.¥ A manifestacio mais comum de
envolvimento pulmonar na ES ¢ a fibrose inters-
ticial, que ocorre em aproximadamente 80%
dos casos, e a hipertensdo arterial pulmonar,
que ocorre em até 15%.5 Muitos autores
mostraram®® que varios padrdes histoldgicos de
fibrose intersticial associados a doencas vascu-
lares do colageno tém melhor progndstico que a
alveolite fibrosante criptogénica isolada, também
conhecida como fibrose pulmonar idiopatica.

As modificacbes mais recentes no sistema
de classificacdo dos varios tipos de pneumonia
intersticial idiopatica (P11) foram feitas em 2002.°
0 padrio histoldgico de pneumonia intersticial
nao-especifica (PINE), agora reconhecido como
um subgrupo de P11, tem um prognostico inter-
medidrio entre o da pneumonia intersticial usual
(PTU) e o das outras Plls, tais como pneumonia
intersticial ~ descamativa/doenca  intersticial
pulmonar (DIP) com bronquiolite respiratoria e
pneumonia em organizagio criptogénica.'*"?

Embora os padrées histoldgicos de PINE e
PIU ocorram na ES,®' sua prevaléncia, bem
como seu relacionamento com parametros
clinicos, a resposta ao tratamento e o prog-
nostico sdo pouco conhecidos. Um grupo de
autores classificou as aparéncias histoldgicas
de biopsias pulmonares cirurgicas realizadas em
pacientes com ES e descobriu que a PINE era
o padrio histologico mais comum em pacientes
com ES, embora o desfecho fosse vinculado
mais fortemente com a gravidade da doenca na
apresentacdo e com as tendéncias da capacidade
de difusdo do monoxido de carbono seriada do
que com os achados histopatologicos. Embora
os padroes histolégicos da PINE e PIU sejam
semelhantes na fibrose pulmonar idiopatica ou
associada a ES — PINE associada a ES (PINE-ES)
e PIU associada a ES (PIU-ES) — estudos recentes
demonstraram que esta ultima tem melhor prog-
nostico, e que os aspectos clinicos da PINE-ES
e PIU-ES geralmente melhoram com a terapia
com corticosteroides.® Esse achado provavel-
mente se relaciona a diferencas no processo de
reparo/remodelamento do pulmio, bem como
aos efeitos do tratamento dado, numa tentativa
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de evitar dano irreversivel e aumentar a sobre-
vida.l?

Marcadores moleculares em células epiteliais,
miofibroblastos, células endoteliais e matriz
extracelular (fibras do sistema de coldgeno/elas-
tico) sdo cada vez mais reconhecidas como atores
importantes na regeneracdo, reparo e remode-
lamento apos a lesdo pulmonar. As variacdes
nesses marcadores talvez expliquem, também, as
diferencas na patogénese de doenca pulmonar
fibrotica, seja essa idiopatica, seja associada a
ES. Nos postulamos que voltar ao grau zero nos
trard novas ideias para um melhor entendimento
das diferencas fisiopatoldgicas entre P11 e pneu-
monia intersticial associada a doencas do tecido
conjuntivo.

O objetivo deste estudo foi examinar o
processo de remodelamento no parénquima e
na matriz extracelular na Pl e na pneumonia
intersticial associada a ES, com foco nos padroes
histoldgicos de PIU e PINE.

Métodos

Entre 1980 e 2002, espécimes de bidpsia
pulmonar a céu aberto foram obtidos de
39 pacientes: 15 com PINE idiopatica, 10 com
PIU idiopatica, 5 com PIU-ES e 9 com PINE-ES,
de acordo com os critérios do consenso da
American Thoracic Society/European Respiratory
Societ® e do Comité de Critérios Terapéuticos
e Diagndsticos da American Rheumatism
Association."”

Os espécimes de bidpsia foram revisados de
forma independente por dois patologistas. Na
maioria dos casos de discordancia, chegou-se a
um consenso apos a revisdo feita por um terceiro
patologista. Para os casos de controvérsia rema-
nescentes, chegou-se a uma opinido de consenso
através de uma reunido final dos patologistas,
em pessoa. Nenhum dos patologistas tinha
conhecimento das informacdes clinicas.

0 espessamento fibrotico inflamatorio septal
temporariamente homogéneo e a proliferacio
celular epitelial foram considerados como
caracteristicos de PINE."® Q padrio de PIU carac-
terizou-se como areas alternadas de parénquima
normal, colapso alveolar, faveolamento e fibrose
em organizacdo mural grave, definida como
sitios de remodelamento ativo recobrindo as
paredes fibrosas dos espagos aéreos, indicativas
de heterogeneidade temporal, ou recobrindo
estruturas pulmonares rigidas normais (septos
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Figura 1 - Representacio histologica da PINE idiopatica e PINE-ES. Imunoexpressdo de CK7 na membrana
basal continua na PINE idiopatica (A) e PINE-ES (B). As células epiteliais SP-A positivas sdo mais numerosas na
PINE idiopatica (C) do que na PINE-ES (D). Os miofibroblastos apresentam maior expressdo de o.-SMA na PINE
idiopatica (E) do que na PINE-ES (F). Pequenos vasos capilares sio esparsos na PINE idiopatica (G) e densos na
PINE-ES (H). Imunocoloragdo: para CK7 (A e B, 100x); para SP-A (C e D, 100x); para a-SMA (E e F, 100x); e para
CD34 (G e H, 100x). CK7: citoqueratinas 7; SP-A: proteina A do surfactante; .-SMA: alfa actina de musculo liso;
PINE: pneumonia intersticial ndo-especifica; ES: esclerose sistémica; e PIU: pneumonia intersticial usual.
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Figura 2 - Representacéo histologica de PIU idiopatica e PIU-ES. Imunoexpressdo semelhante de CK7 na PIU
idiopatica (A) e PIU-ES (B); imunoexpressdo semelhante de SP-A na PIU idiopética (C) e PIU-ES (D). Em areas
de organizacdo mural (estrelas) e colapso alveolar (setas), proliferacdo de miofibroblastos altamente ativos pode
ser vista recobrindo a superficie original do espaco aéreo na PIU idiopatica (E) quando comparada a PIU-ES (F).
Imunoexpressdao de diferentes marcadores vasculares na PIU idiopatica e PIU-ES. Imunoexpressdo minima do
marcador de célula endotelial (CD34) na PIU idiopatica (G) quando comparada & PIU-ES (H). Imunocoloragio:
para CK7 (A e B, 100x); para SP-A (C e D, 100x); para o.-SMA (E e F, 100x); e para CD34 (G e H, 100x). CK7:
citoqueratinas 7; SP-A: proteina A do surfactante; o-SMA: alfa actina de musculo liso; PINE: pneumonia
intersticial ndo-especifica; ES: esclerose sistémica; e PIU: pneumonia intersticial usual.

J Bras Pneumol. 2009;35(6):529-540



Esclerose sistémica e pneumonia intersticial idiopatica:
diferencas histomorfométricas em bidpsias pulmonares

—
i! ﬂﬂ[m

Figura 3 - Birrefringéncia forte, homogénea, vermelho laranja, no intersticio na PINE idiopatica (A), contrastando
com baixa birrefringéncia vermelho laranja observada na PINE-ES (B). A densidade da fibra elastica é mais baixa
na PINE idiopatica (C) do que na PINE-ES (D). Birrefringéncia forte, heterogénea, vermelho laranja, encontrada
no intersticio na PIU idiopatica (E), contrastando com a baixa birrefringéncia vermelho laranja observada na
PIU-ES (F) e baixa birrefringéncia vermelho laranja observada na PIU idiopatica (G) quando comparada a
PIU-ES (H). Polarizag¢do com picrosirius (A, B, E e F, 100x); e resorcina-fucsina de Weigert (C, D, G e H, 100x).
PINE: pneumonia intersticial ndo-especifica; ES: esclerose sistémica; e PIU: pneumonia intersticial usual.
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interlobulares) sob a forma de focos de fibro-
blastos e tecido de granulacio.”

No parénquima pulmonar, as células epite-
liais, as células endoteliais e os miofibroblastos
foram avaliados através de coloracdo imuno-
histoquimica, utilizando-se as técnicas de
imunoperoxidase com o complexo avidina-
biotina-peroxidase. Para as células epiteliais,
os anticorpos usados foram anticitoqueratina 7
(anti-CK7, Clone OV-TL 12/30, 1:100; Dako,
Glostrup, Dinamarca), que reconhece pneumo-
citos tipo 1/tipo 11 e células epiteliais bronquicas,
e proteina surfactante A (SP-A, Clone PE10,
1:800; Dako, Carpinteria, CA, EUA) que reco-
nhece pneumocitos tipo 11 e células Clara. As
celulas endoteliais foram caracterizadas através
de um anticorpo monoclonal anti-CD34 (Clone
QBEnd/10, 1:400; Novocastra Laboratories
Ltd, Newcastle, Reino Unido). Os miofibro-
blastos foram avaliados com anti-alfa actina de
musculo liso (anti-o-SMA; A-AML, Clone 1A4,
1:20; Dako, Glostrup, Dinamarca) na diluicdo
de 1:20, que reconhece os miofibroblastos em
lesdes benignas e reagentes.

As células epiteliais positivas (CK7 e SP-A), as
células endoteliais (CD34) e os miofibroblastos
(0-SMA) foram analisados sem andlise deimagem,
ja que o o método usando apenas a ocular ¢ mais

Tabela 1 - Analise descritiva dos casos avaliados.
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especifico para quantificar as estruturas e formas
que apresentariam densidades semelhantes a
andlise da imagem. Resumidamente, usamos
uma ocular de 400x contendo um reticulo com
100 pontos e 50 linhas para a contagem siste-
matica da fracdo de linhas recobrindo estruturas
positivamente coradas."” No padrdo histologico
da PIU, a heterogeneidade temporal e as areas
alternadas de remodelamento representaram trés
areas diferentes na mesma bidpsia. Como habi-
tualmente, quantificamos 10 campos por bidpsia
quando a distribuicdo das lesdes era homogénea,
como no padrdo histolégico da PINE, ao passo
que quantificamos 30 campos por bidpsia nos
casos de PIU: 10 em areas normais; 10 em areas
intermediarias (colapso alveolar); e 10 em areas
de remodelamento (fibrose mural e dreas de
faveolamento). Calculamos a média dos campos
microscopicos para obter a porcentagem final de
estruturas coradas.

A matriz extracelular foi avaliada para fibras
de colageno/elasticas através de coloracdo
histoquimica. A caracterizacdo das fibras de
colageno foi realizada através de uma solucgio
de 0,2% de vermelho Sirius (Direct Red 80, C. 1.
35780; Aldrich, Milwaukee, W1, EUA) dissol-
vido em solucdo aquosa saturada de dacido
picrico.'® O realce da birrefringéncia de cola-

Grupos Marcadores
CK7 SP-A a-SMA CD34 Colageno Elastico
%, média + EPM

PINE idiopatica (n = 15) 11,45+0,90 7,02+0,74 8,07+057 7,97 +0,58 14,46+0,77 7,25 0,81
PINE-ES (n = 9) 11,52+£1,22 4,62+0,64 4,03+097 983+£039 895+0,72 9,82+0,79
PIU idiopatica (n = 10) 15,43 £3,52 1,31 £0,26 12,78 = 1,2 3,97 £0,32 20,54+ 1,38 5,73 £0,90
PIU-ES (n = 5) 12,22 £3,84 099+0,18 9,43+£091 549%+0,44 14,47+£0,73 8,7210,78
Comparacdes Marcadores

CK7 SP-A o-SMA CD34 Colageno Elastico

Significdncia de Bonferroni

PINE idiopatica vs. p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
PINE-ES
PINE idiopatica vs. p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01
PIU idiopatica
PINE idiopatica vs. p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01
PIU-ES
PINE-ES vs. PIU p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p <0,01 p < 0,01
idiopatica
PIU idiopatica vs. p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
PIU-ES

CK7: citoqueratinas 7; SP-A: proteina A do surfactante; a-SMA: alfa actina de musculo liso; PINE: pneumonia intersticial
nao-especifica; ES: esclerose sistémica; e PIU: pneumonia intersticial usual.
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geno promovido pelo método de polarizacio
com picrosirius € especifico para estruturas cola-
genosas compostas de agregados de moléculas
orientadas. As fibras elasticas foram caracteri-
zadas através do método de resorcina-fucsina de
Weigert, ap6s oxidagio.!'® Esse método permite
a identificacdo seletiva de trés tipos de fibras de
sistema elastico (oxitalan, elaunin e fibras elas-
ticas totalmente desenvolvidas).

A quantificacio de fibras de coldgeno/elas-
ticas nas paredes intersticiais foi realizada através
de uma sistema de andlise de imagem. O sistema
consiste de uma camera Olympus, acoplada a um
microscopio Olympus (Olympus Optical, Toquio,
Japio), que transmite as imagens a um monitor
de computador. Para processar as imagens, foi
usado um sistema digitalizador (Oculus TCX;
Coreco Inc, St. Laurent, Quebec, Canada) em
conjunto com o software ImagePro Plus 6.0
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).
Quantificamos 10 campos por bidpsia em casos
de PINE, ao passo que quantificamos 30 campos
por biopsia em casos de P1U: 10 em areas normais;
10 em dreas intermediarias (colapso alveolar); e
10 em areas de remodelamento (fibrose mural
e areas de faveolamento).*?? Qs limiares para
fibras dos sistemas colagenoso e elastico foram
estabelecidos para cada lamina, apds aumentar
o contraste até o ponto em que as fibras fossem
facilmente identificadas como bandas negras
(elasticas) ou birrefringentes (colageno). A area
ocupada pelas fibras foi determinada através de
reconhecimento densitométrico digital, ajustan-
do-se o nivel do limiar de medida até a densidade
cinza das fibras dos sistemas colagenoso e elas-
tico. Os bronquios e os vasos sanguineos foram
cuidadosamente evitados durante as medicdes.

Para normalizar os dados, a drea ocupada
pelas células e fibras, medida em cada septo
alveolar, foi dividida pelo comprimento de
cada septo estudado (para evitar qualquer
viés secundario ao edema de septo ou colapso
alveolar). O comprimento do septo foi cuida-
dosamente medido através da ocular e com o
sistema de analise de imagem, usando pontos e
um cursor que permite a livre determinacio do
comprimento da ldmina basal, mesmo se estiver
associado ao encurtamento do septo por atelec-
tasia ou retracio.!'”? As medicoes de células e
fibras por morfometria (estereologia e imagem
digital) sdo corrigidas levando-se em conta o
comprimento do septo. Os resultados expressam
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a area de colageno e de fibras eldsticas pela
area total da parede intersticial, expressa como
porcentagem.

Para cada pardmetro avaliado, a média e erro-
padrdo da média foram plotados em tabelas.
Antes de prosseguir para uma analise formal
dos dados, as estatisticas descritivas foram
registradas e graficamente ilustradas. Testes t
pareados para amostras independentes e ANOVA
com teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas foram realizados quando apropriado.
Todos os procedimentos estatisticos foram reali-
zados usando o Statistical Package for the Social
Sciences for Windows, versio 10.0 (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, EUA). Foi considerado como nivel
de significincia um p < 0.05.

Resultados

O padrido de PINE foi caracterizado por um
espessamento temporariamente homogéneo do
septo alveolar por fibroblastos incrustados em um
estroma edemaciado. Os fibroblastos em espes-
samento de septos devido apenas a inflamacio
ndo mostravam o fenotipo de miofibroblasto
contratil como na fibrose mural de PIU, repre-
sentando areas de reacdo intersticial sem dano
a membrana basal. Isso foi confirmado pela
membrana basal continua subjacente as CK7 e
as células epiteliais SP-A positivas (Figura 1).

O padrdo da PIU foi caracterizado por areas
alternadas de parénquima normal, colapso alve-
olar, faveolamento e fibrose em organizacio
mural grave. Em areas de colapso alveolar, foi
observada a proliferacdo de miofibroblastos alta-
mente ativos recobrindo a superficie original do
espaco aéreo (Figura 2). Ndo havia células epite-
liais recobrindo os miofibroblastos. Observamos
apenas algumas células inflamatorias e fibras
finas de colageno, entre as quais ndo observamos
nem estruturas vasculares, nem fibras elasticas.
Nas areas de faveolamento, células epiteliais CK
positivas e células SP-A negativas recobriam o
foco da fibrose mural (Figura 2). Os miofibro-
blastos mostraram menor expressdo de a-SMA
e assumiram a aparéncia caracteristica de focos
de fibroblastos. Fibras finas de colageno eram
mais abundantes, sem a contrapartida das fibras
espessas, e fibras finas elasticas foram notadas
ocasionalmente (Figura 3). A parede do espaco
aéreo adjacente mostrou pneumdcitos SP-A
positivos proeminentes ou recuperagdo epitelial
bronquiolar. Areas de fibrose em organizacio
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Figura 4 - Tlustracdo gréfica da densidade epitelial (CK7 e SP-A; A e B); densidade miofibroblastica e densidade
microvascular (o-SMA e CD34; C e D); e densidade de fibras do sistema de colageno/elastico no intersticio (E
e F) de pneumonia intersticial idiopatica e pneumonia intersticial associada & ES com padrdes histoldgicos de
PINE e PIU. CK7: citoqueratinas 7; SP-A: proteina A do surfactante; a-SMA: alfa actina de musculo liso; PINE:
pneumonia intersticial ndo-especifica; ES: esclerose sistémica; e PIU: pneumonia intersticial usual.

mural demonstraram um tracado epitelial
continuo com células SP-A positivas dispersas
recobrindo a membrana basal.

As células mesenquimais apresentaram uma
configuracdo fusiforme e expressdo focal de

J Bras Pneumol. 2009;35(6):529-540

o-SMA. Fibras espessas de colageno e fibras
elasticas finas foram observadas com direcdo
paralela & superficie, arranjando o tecido
por aposicdo, e foram detectados pequenos
vasos capilares ocasionais. Sitios cicatrizados
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mostravam o revestimento epitelial original
completo recobrindo uma membrana basal
continua. O estroma subjacente era mal vascu-
larizado e consistia de fibroblastos o-SMA
negativos, feixes espessos de coldgeno e fibras
elasticas desfeitas, finas e espessas, arranjadas
irregularmente (Figura 3). A parede do espaco
aéreo adjacente também estava revestida pelo
epitélio original. A fibrose mural foi mais obser-
vada na fase de cicatrizacdo.

Nio houve diferencas estatisticas entre a
forma idiopatica e a forma associada a ES em
termos de contagem de células epiteliais CK7
positivas (Tabela 1 e Figura 4A). Entretanto, a
porcentagem de células epiteliais SP-A positivas
foi significativamente maior na PINE idiopatica
do que na PINE-ES (7,02 + 0,74 vs. 4,62 *+ 0,64;
p = 0,01; Tabela 1 e Figura 4B), bem como foi
significativamente maior na PIU idiopatica do
que na PIU-ES (p = 0,02).

A PINE idiopatica apresentou porcentagens
significativamente maiores de células a-SMA
positivas do que a PINE-ES (7,88 + 0,57 vs.
4,63 + 1,23; p = 0,01). As porcentagens de
células o--SMA positivas também foram signifi-
cativamente maiores na PIU idiopatica do que na
PIU-ES (12,78 £1,27 vs. 9,68 = 1,61; p < 0,001;
Figura 4C).

Como pode ser visto na Figura 4D, as porcen-
tagens de células endoteliais CD34 positivas
na microvasculatura pulmonar foram compa-
raveis entre a PINE idiopatica e a PINE-ES
(8,01 £ 0,54 vs. 9,33 £ 0,28; p > 0,05), embora
esse valores fossem mais baixos na PIU idiopatica
do que na PIU-ES (3,97 + 0,32 vs. 5,30 £ 0,81;
p < 0,001).

A densidade das fibras de colageno foi signi-
ficativamente mais alta na PINE idiopdtica e na
PIU (14,00 £ 0,84 e 20,54 £ 1,38; p = 0,002)
do que na PINE-ES e na PIU-ES (8,84 £ 1,06 e
14,77 £ 0,98; p < 0,001, como pode ser visto na
Tabela 1 e Figura 4E. Por outro lado, a densi-
dade da fibra elastica foi mais baixa na PINE
idiopatica do que na PINE-ES (7,41 + 0,75 vs.
10,06 £ 1,13), embora a diferenca nio fosse
estatisticamente significativa (p = 0,07; Tabela 1
e Figura 4F). Foi encontrada uma diferenca
significativa na densidade de fibras elasticas
entre a P1U idiopatica e a PIU-ES (5,73 + 0,90 vs.
9,57 £ 1,01; p = 0,009).

Na PINE idiopatica e na PIU idiopatica,
uma correlacdo positiva foi encontrada entre
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as células epiteliais e endoteliais (r = 0,70;
p < 0,01), ao passo que as células epiteliais se
correlacionaram negativamente com os miofi-
broblastos (r = -0,52; p < 0,01) e com fibras
de colageno (r = -0,44; p = 0,002). Os miofi-
broblastos se correlacionaram negativamente
com células endoteliais (r = -0,70; p < 0,01),
negativamente com fibras elasticas (r = -0,31;
p = 0,03) e positivamente com fibras de cola-
geno (r = 0,73, p < 0,01). As células endoteliais
se correlacionaram negativamente com fibras de
colageno (r = -0,70, p < 0,01). Foi encontrada
uma correlacdo negativa entre fibras de cola-
geno e fibras elasticas (r = -0,41; p < 0,01).

Discussio

O presente estudo examinou 0s processos
de remodelamento no parénquima e na matriz
extracelular nos padrdes histologicos de PIU e
PINE da PIl e na pneumonia intersticial asso-
ciada a ES. Foram encontradas diferencas entre
esses grupos em populacdes especializadas
de células epiteliais e de miofibroblastos. Por
exemplo, a ativacdo de células epiteliais SP-A
positivas especializadas e de miofibroblastos
foi maior nas formas idiopaticas. Vale ressaltar
que as porcentagens de células endoteliais CD34
positivas na microvasculatura pulmonar foram
comparaveis entre os dois padrdes de PINE, ao
passo que foi menor na PIU idiopatica do que na
PIU-ES. Além disso, ambos os grupos idiopaticos
apresentaram aumento na densidade de fibras
de coldgeno, embora a elastose fosse observada
apenas na PIU idiopatica.

O processo de remodelamento pulmonar,
indubitavelmente, envolve uma interacdo
complexa e dindmica entre constituintes
parenquimatosos e intersticiais. Entre esses,
acredita-se que o epitélio, a microvasculatura e
a matriz extracelular sejam importantes porque
sdo responsaveis pela integridade arquitetural.
Por exemplo, o colapso alveolar tem sido descrito
como uma importante forma de remodelamento
ativo no dano alveolar difuso.?”

A destruicdo do revestimento epitelial e a
aposicdo de dois septos desnudados sio sequidos
de reepitelizacdo da superficie exposta ao ar,
levando a perda permanente de alvéolos. Em
nosso estudo, as contagens de células epiteliais
SP-A positivas foram significativamente mais
altas na PINE idiopatica do que na PINE-ES,
indicando que a proliferacio de pneumocitos
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tipo 11 para reepitelizar a membrana basal desnu-
dada ¢ mais regenerativo na PINE idiopatica,
sugerindo maior ruptura da membrana basal
e substrato adequado para iniciar o processo
fibrogénico intra-alveolar. Na verdade, encon-
tramos numeros semelhantes de células SP-A
positivas na PIU idiopatica, também indicando
um grau de colapso alveolar grave. Esse achado
condiz com os de outros autores.?"

Também demonstramos que as contagens
de células o-SMA positivas foram significativa-
mente mais altas na PINE idiopatica do que na
PINE-ES, bem como mais altas na PIU idiopa-
tica do que na PIU-ES. Esses achados no padréo
histolégico idiopatico provavelmente refletem o
que ocorre nos espacos alveolares apds extensa
desnudacio da membrana basal epitelial por
necrose e descamacdo de pneumdcitos tipo 1,
como relatado anteriormente.??

Os fibroblastos de proliferacdo intraluminal
tém um fenotipo contratil, apresentando fila-
mentos do tipo SMA em seu citoplasma,®? e
representam a fonte principal da producdo de
colageno.?® Estudos ultraestruturais demons-
traram que, durante a incorporacdo da fibrose
intra-alveolar, esses miofibroblastos aderem a
superficie lTuminal dos resquicios da membrana
basal epitelial (MBE). As células epiteliais que
transitoriamente se sobrepdem as massas fibro-
blasticas intra-alveolares antes da constituicdo da
nova MBE sdo células epiteliais indiferenciadas e
instaveis que funcionam como revestimento. A
montagem de um epitélio estavel e totalmente
diferenciado ocorre apenas quando uma camada
continua de MBE se forma sobre os fibroblastos
intra-alveolares. Esses processos dinamicos de
cicatrizacdo resultam em diferentes pontos finais
através dos diversos padrdes de remodelamento,
como foi desenhando em um estudo envolvendo
varios tipos de DIP®®: brotamentos intralumi-
nais, fibrose obliterativa e fibrose mural.

Recentemente, mnosso grupo demonstrou
associagoes entre a matriz extracelular e o remo-
delamento vascular.?”?® Qs resultados sugerem
que os componentes da matriz extracelular nio
so participam do processo de remodelamento,
permitindo, assim, mudangas na vascularizacio,
mas também regulam a proliferacdo endote-
lial. Também mostramos que o colageno tipo V
aumenta na PIU, e que é o mais importante
preditor de sobrevida. Nossa intencdo principal
no presente estudo foi avaliar o parénquima
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(células epiteliais CK7 e SP-A positivas) e o inters-
ticio septal (células endoteliais CD34 positivas e
miofibroblastos o.-SMA positivos), bem como os
componentes da matriz extracelular (coldageno e
fibras elasticas), em casos de P11 e de pneumonia
intersticial associada a ES. Entretanto, o envolvi-
mento do coldgeno tipo V deve ser estudado em
um estudo prospectivo que inclua novos casos
de pneumonia intersticial associada a ES.

Varios autores mostraram a evolucdo
sequencial morfoldgica da PIU.%Y A lesdo epite-
lial alveolar é o evento inicial, e a necrose e
descamacdo dos pneumocitos resultam na
reducdo das células epiteliais e na desnudacio
da MBE. A maior parte da MBE ¢ destruida, com
a reducio do numero de fibras elasticas.?? Além
disso, mostrou-se que as células endoteliais sdo
apenas levemente lesadas pela pronunciada
capilarizacdo do intersticio na PIU e PINE, que ¢
um remanescente do tecido de granulagdo visto
na cicatrizaciio de lesdes.®” No presente estudo,
demonstramos que ha consideravelmente menor
densidade microvascular no intersticio de
pacientes com PINE idiopatica do que naqueles
com PINE-ES. Até onde vai nosso conhecimento,
este ¢ o primeiro relato de uma comparacgio
entre PIl e pneumonia intersticial associada a
ES. A forte associacdo entre fibrose pulmonar e
menor densidade microvascular poderia contri-
buir para a progressdo mais rapida das doencas
idiopaticas.

Os sistemas colagenoso e elastico, principais
componentes fibrosos da matriz extracelular,
foram estudados em relatos anteriores sobre a
P11, numa tentativa de estabelecer uma corre-
lacdo entre as alteracdes no seu conteudo e
possiveis consequéncias deletérias para a funcio
pulmonar." Varios estudos realizados ante-
riormente pelo nosso grupo mostraram que o
colageno e os conteudos elasticos do pulmio
aumentaram nas DIPs agudas e cronicas,
demonstrando que ocorre um significativo
remodelamento da estrutura alveolar nessas
situacdes. No presente estudo, demonstramos
que a densidade das fibras de colageno foi signi-
ficativamente maior em ambas as formas de PII
(PINE e PIU), embora fosse encontrada baixa
densidade de fibras elasticas, principalmente na
PINE idiopatica.

Pensa-se que a baixa microvascularizacdo,
bem como o aumento de deposicdo de fibras de
colageno (formacio de fibrose) e a destruicio
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de fibras elasticas, na PIU idiopatica e PINE
idiopatica, mantenham a atividade do processo
e possam prevenir a resolucdo; a rede capilar
diminui progressivamente da fase inicial até a
fase tardia, enquanto o oposto ocorre naincorpo-
racdo da fibrose.?”3% Na verdade, estabelecer um
suprimento vascular é um requisito sine qua non
para qualquer tecido vidvel recém formado (fase
proliferativa do endométrio, tecidos neoplasicos,
etc.), e sua auséncia é sindnimo de atrofia. No
presente estudo, confirmamos que a integridade
epitelial direta é importante para a manutencio
da homeostase do tecido, principalmente na
PINE idiopatica e na PIU, enquanto a integri-
dade das células endoteliais (CD34 positivas) ¢
crucial para a arquitetura do tecido na PINE-ES
e na PIU-ES.

Sintetizando, verificamos que o processo
de remodelamento parenquimatoso e extrace-
lular na pneumonia intersticial associada a ES ¢
diferente daquele que ocorre na PIl. O aumento
da sintese de colageno, a destruicdo de fibras
elasticas, a alta proliferacdo de miofibroblastos
e a microvascularizacio deficiente podem repre-
sentar um processo de remodelamento mais
definitivo na P11, enquanto o inverso pode repre-
sentar um processo de reparo na pneumonia
intersticial associada a ES. Essas duas formas
diferentes de reparo parenquimatoso podem
representar diferentes respostas adaptativas a
lesdo nessas formas de DIP.
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