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Abreviaturas

Apresento aqui a lista de abreviaturas utilizadas. Optei por utilizar abreviaturas em inglés
quando assim sdo utilizadas na prética clinica e as restantes em portugués.

ACIF — Airway-centered interstitial fibrosis — fibrose intersticial centrada nas vias aéreas.
AIP - Acute intersticial pneumonia - pneumonia intersticial aguda

ALAT - Asociacion Latinoamericana de Torax

APC - Antigen-presenting cell - célula apresentadora de antigénio

ARDS - Sindrome de dificuldade respiratoria aguda

ATS / ERS - American Thoracic Society/European Respiratory Society

BOOP — Bronchiolitis obliterans organizing pneumonia - bronquiolite obliterante com
pneumonia em organizacdo (=OP)

Cal9-9 - Antigénio hidrato de carbono Sialyl Lewis (a)

CC16 - Proteina 16 das células de Clara

CK19 - Fragmento de citoqueratina 19

COP - Cryptogenic organizing pneumonia - pneumonia em organizagao criptogénica
CPT — Capacidade pulmonar total

CVF — Capacidade vital forcada

CXCL-11 - Quimiocina CXC 11

DCB - Doenga crénica do berilio

DIP - Desquamative interstitial pneumonia - pneumonia intersticial descamativa

DLCO - Carbon Monoxide Diffusing Capacity - capacidade de difusdo do monoxido de
carbono

DPI - Doenca pulmonar intersticial

DPOC — Doenga pulmonar obstrutiva crénica
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DTC — Doencas do tecido conjuntivo

EA-FPI — Exacerbacao aguda da fibrose idiopatica pulmonar

ECA -Enzima conversora da angiotensina

EGF - Epidermal growth factor — factor de crescimentos epidérmico
ES — Esclerose sistémica

FP — Fibrose pulmonar

FPI - Fibrose pulmonar idiopatica

HLA - Human leukocyte antigen — antigénio leucocitario humano
ICAM - Inter-cellular adhesion molecule 1 - molécula de adeséo intercelular 1
IGF — Insulin-like growth factor - factor de crescimento da insulina
IL - Interleucina

IL-R — Receptor da interleucina

INF - Interferdo

ITAC - Interferdo induzido pela célula T quimiotactico

JRS - Japanese Respiratory Society

KL-6 - Krebs von den Lungen-6 (antigénio associado a mucina)
LAM - Linfangioleiomiomatose

LBA — Lavado broncoalveolar

LDH - Lactato desidrogenase

LIP - Lymphocytic interstitial pneumonia - pneumonia intersticial linfocitica
MCP-1 - Proteina quiomiotaxica do mondcito |

MIP-Ia - Proteina inflamatoria dos monocitos la

MMP — Metaloproteinase da matriz

MUC-I - Antigénio associado a mucina

NK - Natural killer
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NSIP - Non-specific intertitial pneumonia — pneumonia intersticial pulmonar ndo especifica
OP - Organizing pneumonia - pneumonia em organizacao (=BOOP)

PDGF - Platelet-derived growth factor - factor de crescimento derivado de plaquetas

PFR - Provas de funcao respiratorias

PH - Pneumonite de hipersensibilidade

PII - Pneumonias intersticiais idiopaticas

PLCH - Pulmonary Langerhans’ cell histiocytosis - histiocitose pulmonar de células de
Langerhans

RANTES - Regulated Activation Normal T Expressed and Secreted, também chamada CCL5
RBILD - Respiratory bronchiolitis associated interstitial lung disease - bronquiolite
respiratoria com doenca intersticial pulmonar

SAA - Proteina sérica amiloide

sIL-2R - Receptor soltvel da interleucina 2

SLX - Antigénio hidrato de carbono Sialyl Lewis (X)

SP-A — Surfactant protein A - proteina associada ao surfactante A

SP-D — Surfactant protein D - proteina associada ao surfactante D

TCAR - Tomografia computorizada de alta resolucéo

TCR - T cell receptor — receptor de células T

TGF-p - Transforming growth factor beta - factor de crescimento transformante beta
TIMP-1 — Tissue Inhibitor of Metalloproteinases - inibidor tecidular da metaloproteinases
TNF — Tumor necrosis factor- factor de necrose tumoral

TNFR — Tumor necrosis factor receptor - receptor do factor de necrose tumoral

UIP - Usual intersticial pneumonia — pneumonia intersticial usual

WASOG - World Association of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders
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Resumo

A patologia intersticial pulmonar engloba um grupo heterogéneo de entidades clinicas
caracterizadas por lesdo pulmonar e resposta imunoinflamatoria parenquimatosa variavel com
progressdo frequente para diversos graus de fibrose intersticial. Consequentemente, ocorre
perda de funcdo pulmonar, conduzindo muitas vezes a um prognaostico reservado.

A etiologia destas patologias pode estar relacionada com factores ambientais ou ocupacionais,
patologia do tecido conjuntivo, ou ser desconhecida. Entre as entidades de etiologia
desconhecida encontra-se a fibrose pulmonar idiopatica, doenca de mau prognéstico, com
uma sobrevivéncia média de trés anos.

A incidéncia deste grupo de patologias é de cerca de 10 a 30 casos por 100.000 habitantes,
sendo responsavel por morbilidade e mortalidade significativas.

Muitas pesquisas clinicas e histopatoldgicas trouxeram informacdo valiosa sobre aspectos
diagnosticos das doencas intersticiais pulmonares. O aspecto clinico mais relevante nestas
patologias é a sua progressdo de inflamacéo para fibrose, lesdo irreversivel que conduz a
faléncia respiratoria. A prevencdo desta progressdo € o objectivo terapéutico fundamental.
Para isso concorre a necessidade de um diagndstico precoce e a compreensao dos mecanismos
gue conduzem ao processo de fibrose de forma a abrirmos as portas a uma actuacdo na fonte
do problema. Muitas pesquisas tém sido feitas com este objectivo e alguns passos tém sido
dados na compreensdo dos mecanismos destas doengas. No ambito desta patologia assistimos,
nos ultimos vinte anos, a uma vasto esforco de investigacdo cientifica que tem conduzido a
compreensdo das bases moleculares da doenga, revelando uma variedade de excelentes novos
biomarcadores bioldgicos que se apresentam promissores para a pratica clinica quotidiana.

O objectivo é primariamente a classificagdo, o diagndstico diferencial e uma melhor
compreensdo da patogénese da patologia intersticial pulmonar. E, por continuidade, a sua

aplicacdo na préatica medica, pela capacidade destes biomarcadores para detectar a doenca,
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avaliar o estado actual, monitorizar a sua progressdo e apoiar o diagndstico e as decisoes
terapéuticas.

Estes biomarcadores sdo geralmente mediadores inflamatdrios e tém vindo a ser analisados
principalmente no sangue e no lavado broncoalveolar, mas também noutros fluidos e tecidos.
Desta revisao, e pelos primeiros resultados do trabalho que temos em curso, concluimos que
nos aproximamos da resolucdo do puzzle que conduzird a compreensdo dos mecanismos
destas patologias e como tal biomarcadores como KL-6, SP-A, SP-D, MCP-1 e sIL-2R devem
ser paralelamente explorados dado o potencial que foram revelando. E dada a complexidade

da area, muito ainda ficara por explorar.

Palavras-chave

Doencas intersticiais pulmonares; fibrose pulmonar idiopatica; sarcoidose; biomarcadores.
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Introducéo

Doencas pulmonares intersticiais (DPI) - Introducéo

As DPI englobam vérias patologias que afectam o parénquima pulmonar. S&o distarbios
diversos que se retinem neste grupo pelas suas semelhancas clinicas, radioldgicas, fisioldgicas
ou patoldgicas.

Tém sido dificeis de classificar pois caracterizam-se por envolvimento difuso do parénquima
pulmonar quer como distrbio primario quer como parte de um processo multiorganico.

Um método Uutil classifica-as em dois grandes grupos: doengas associadas a inflamacao e
fibrose e doengas com reaccdo granulomatosa predominante na &rea intersticial ou
vascular(1).

Em muitos casos o diagndéstico diferencial é de extrema importancia dada a diferenca de
progndsticos entre patologias com manifestacdes clinicas e radioldgicas semelhantes.

A caracteristica clinica de alveolite fibrosante criptogénica esta presente tanto na pneumonia
intersticial ndo especifica (NSIP - non-specific intersticial pneumonia) fibrética como na
fibrose pulmonar idiopatica (FPI), no entanto o progndstico difere muito (sobrevivéncia aos 5
anos de 10 a 15% na FPI e superior a 50% na NSIP fibrética)(2).

As DPI séo pouco frequentes. Representam cerca de 15% dos doentes observados na pratica
de Pneumologia(3, 4).

O presente trabalho centra-se na reunido e sistematizacdo do conhecimento cientifico mais
actual sobre os biomarcadores que possam ajudar a conhecer mais aprofundadamente a
fisiopatologia destas doencas, bem como o explorar da sua potencial utilidade clinica.
Incidimos principalmente na sarcoidose, FPI e em doencas pulmonares ocupacionais em

virtude da sua frequéncia e mortalidade associada.
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Classificacao

A evolucdo na classificacdo destas doencas tem sido impulsionada por um conjunto de dados

imagioldgicos, epidemioldgicos, clinicos, bioquimicos, genéticos e patoldgicos.

As DPI dividem-se de acordo com as recomendacdes da ATS/ERS (American Thoracic
Society/European Respiratory Society) de 2001 em quatro categorias: as de causa conhecida,
as pneumonias intersticiais idiopaticas (PIl), as granulomatosas e outras. Esta classificacdo é

baseada sobretudo na historia clinica e avaliacdo histolégica (llustragédo 1)(5).

Pneumonia intersticial
descamativa

(DIP)

Bronquiolite respiratdria
- doenga intersticial

pulmonar
De causa conhecida (RBILD)
(associada a farmacos, a
doengas do colagénio) Pneumonia intersticial
aguda (lesdo alveolar
difusa)
(AIP)

Pneumonias intersticiais
idiopaticas
Pneumonia em
organizagdo criptogénica

(COP)

Doengas intersticiais
pulmonares

Granulomatosas (ex.:

sarcoidose) . -
Pneumonia intersticial

nao especifica
(provisaria)
Outras formas_ c_Ie (NSIP)
doenca intersticial
pulmonar (ex.: LAM e
PLCH) Pneumonia intersticial
linfocitica

(LIP)

llustracdo 1 - Classificacdo da American Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS).

Adaptado de(3)
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A classificacdo tem sido alvo de controvérsias. A pneumonia intersticial usual (UIP — usual
interstitial pneumonia), manifestacdo histologica da FPI, assemelha-se muitas vezes a outras
pneumonias intersticiais pulmonares. Foi discutida a possibilidade de a pneumonia intersticial
descamativa (DIP — desquamative interstitial pneumonia) ser precursora da UIP, no entanto
dados recentes ndo suportam esta possibilidade(6). Por outro lado, a NSIP foi inicialmente
incluida como uma entidade temporaria e pouco definida. O padrdo NSIP na bidpsia ja foi
identificado em doencas do tecido conjuntivo, pneumonite de hipersensibilidade, pneumonite
induzida por drogas, infeccdes e estados de imunodeficiéncia. Os restantes casos, sem
associacdo clara, sdo consideradas as verdadeiras NSIP idiopaticas. Nao se sabe se a NSIP e a
UIP sdo a mesma entidade, no entanto, nos dias que correm acredita-se que sejam entidades

distintas principalmente pela diferente resposta a terapéutica e mortalidade(3).

Doenca pulmonar
intersticial (DPI)

| | | |
Pneumonias
De causa conhecida intersticiais g;@:;?g;?égig;’ Outrasl:l)‘gt;mas e
idiopéaticas -
Fibrose pulmonar .
Associada a | idiopética | criPrt]g ug]ci):;aem
tabagismo (pneumonia o?’ agniza 30
intersticial usual) g G
Bronquiolite Pneumonia -
== respiratoria - doenga == intersticial ndo _intersptinceil;m?r?flc?citica
intersticial pulmonar especifica
Histiocitose i ntggg%gg?g'% da Outras formas
== pulmonar de células 9

de Langerhans

(lesdo alveolar
difusa)

— (LAM, vasculites,
etc.)

llustracéo 2 - Classificacdo das DPI da ATS/ERS modificada. Adaptado de(3).
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Esta classificacdo encontra-se actualmente em processo de remodelagdo com o intuito de a
tornar mais informativa no que respeita a etiologia, fisiopatologia e prognostico. Nestas
patologias, o elevado nimero de entidades, o desconhecimento da etiologia em varias delas, o
facto de algumas se poderem manifestar sob a forma aguda ou cronica e de doencas incluidas
na mesma categoria poderem ter ritmos variaveis de progressdo dificultam sobremaneira a
classificacao(3).

Varios profissionais desta area, partindo do sistema de classificacdo da ATS / ERS (American
Thoracic Society/European Respiratory Society), propdem alteracdes (llustracdo 2). Alguns
membros das PIl podem ser movidos para outras categorias. A DIP, a bronquiolite
respiratoria com doenca intersticial pulmonar (RBILD - respiratory bronchiolitis associated
interstitial lung disease) e a histiocitose pulmonar de células de Langerhans (PLCH -
pulmonary Langerhans’ cell histiocytosis) sdo apenas observadas em fumadores podendo ser
movidas para a categoria de etiologia conhecida. A DIP é removida da classificacdo em favor
da mais ampla e mais util categoria de RBILD.

A pneumonia intersticial linfocitica (LIP - lymphocytic interstitial pneumonia) é uma doenca
linfoproliferativa podendo ser incluida na categoria “outras” ou na de etiologia conhecida
(associada a HIV, linfomas, discrasia de células plasmaticas, etc.)

Histologicamente, a pneumonia em organizacao criptogénica (COP - cryptogenic organizing
pneumonia) € um processo alveolar com a preservacdo da arquitectura do pulméao subjacente e
deveria ser retirada desta classificacdo. No final dessa reorganizacdo as PIl contariam com

pneumonia intersticial aguda (AIP - acute intersticial pneumonia), a FPI/UIP e a NSIP.

Considerando as entidades de etiologia desconhecida, entre as mais comuns, encontramos a
sarcoidose, a FPI e a fibrose pulmonar (FP) associada as doengas do tecido conjuntivo. Estas

patologias estdo associadas a morbilidade e mortalidade importantes.
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O Gold standard no diagndstico destas patologias, especialmente das Pll, € uma combinacao
multidisciplinar dindmica e integrada entre os especialistas em Pneumologia, Imagiologia e

Anatomia patoldgica.

Porgué biomarcadores?

O termo ““actividade” das DPI é interpretado segundo diversas perspectivas dependendo do
autor. Para alguns expressa a inflamagdo e resposta a terapéutica, enquanto para outros a
progressao.

Para avaliar a resposta a terapéutica dispomos de um bom método — TCAR (tomografia
computorizada de alta resolucdo)(7). Quanto a progressdo € necessario encontrar um método
que a avalie eficazmente. Os biomarcadores revelar-se-iam aqui fundamentais.

Mesmo nos distrbios progressivos existe uma heterogeneidade significativa no que respeita
ao risco de progressdo. A TCAR revela-se eficaz na distingdo entre as doengas
individualmente, no entanto ndo prognostica a rapidez do eventual declinio na doenca
especifica(7).

Outro importante objectivo na pesquisa dos biomarcadores é o de obter uma informacédo de
progndstico mais rigorosa num curto espago de tempo. Actualmente dispomos de avaliacfes
seriadas por TCAR e PFR (provas de funcdo respiratoria), estas com alto valor preditivo para
a sobrevivéncia(8, 9). No entanto estes dois métodos requerem meses para que se possam tirar

conclusdes e por vezes o factor tempo é fundamental nestas patologias.
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Sobre os biomarcadores

Um biomarcador é, em geral, uma substancia que se usa como indicador de um estadio
biolégico. Pode ser medido e avaliado como um indicador de um processo bioldgico,
patogénico ou de resposta farmacoldgica a uma intervencéo terapéutica.
Os biomarcadores apresentam-se como ferramenta promissora para a pratica clinica. A sua
expressao nos pacientes com a doenca revela-se diferente da expressao nos individuos
normais. A partir deste estudo se estabelece a sensibilidade e especificidade de cada
biomarcador.
Um biomarcador ideal deveria:

e aumentar na presenca da doenca (alta sensibilidade);

e ndo aumentar na auséncia da doenca (alta especificidade);

e adicionar informacao sobre risco ou prognostico;

e variar com a evolucédo da doenca reflectindo o seu estadio;

e antecipar a evolucdo, ou seja, as alteracdes clinicas que ocorrerdo antes que

estas sejam evidentes;

e relacionar-se com o comprometimento e a extensao da doenca;

e ser reprodutivel;

e ser de determinacdo facil e barata(7, 10, 11).
Estas caracteristicas permitiriam distinguir claramente entre uma alteracdo significativa do
biomarcador e o possivel “ruido de fundo”. Os biomarcadores com elevada precisdo mas
pouco reprodutiveis podem-se categorizar numa escala semi-quantitativa acrescentando assim

reprodutibilidade.

Por outro lado as caracteristicas necessarias para um biomarcador relacionam-se com a sua

funcdo em particular. Se pretendemos que seja usado para diagnostico deve ser sensivel e
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especifico(7, 12). Se pretende ser um biomarcador de progndéstico deve estar normal se a
doenca estiver estabilizada(7). A extensdo da doenca e as suas consequéncias nao fazem parte
dos requisitos dos biomarcadores nas DPI. Para isso os clinicos usam a TCAR e as PFR.

Em concluséo, a necessidade clinica de um biomarcador nas DPI que indigue a presenca ou
auséncia da doenca e diagnostico histologico especifico tem um valor provavelmente
questionavel. Por outro lado, a necessidade clinica torna-se inestimavel no que respeita a
previsdo da linha de base e do ritmo de progressdo e numa previsdo precoce de resposta a
terapéutica (baseado numa rapida variacdo do biomarcador em resposta ao tratamento bem
sucedido). Isso permitira que a resposta aos anti-inflamatdérios ou outros tratamentos seja

rapidamente avaliada sem a necessidade de um tempo de seguimento prolongado.

Onde pesquisar os biomarcadores?

O lavado broncoalveolar (LBA) representa 0 meio mais comum de estudo das proteinas
segregadas pelo epitélio pulmonar. Nos Ultimos vinte anos, estudos pioneiros(7, 13)
mostraram a presenca de pequenas quantidades dessas proteinas na circula¢do sanguinea, que
se detectaram utilizando técnicas de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
observando-se variacdes significativas dos seus niveis no soro de pacientes com diferentes
DPLI.

Como estas proteinas sdo principalmente segregadas no trato respiratéorio, a sua ocorréncia no
sangue pode ser explicada por varios mecanismos hipotéticos incluindo(7, 14):

« aumento da permeabilidade dos vasos do pulméo e destruicdo da barreira alvéolo-
capilar por lesdo da membrana basal com transferéncia dessas proteinas para o espago
vascular;

« aumento da producdo pelos pneumacitos tipo Il por hiperplasia difusa e

« diminuicdo das taxas de depuracdo sanguinea (ex. doentes com insuficiéncia renal).

Brigite Margafét@%&féﬁus Ferreira 16
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O plasma, a urina e 0 ar exalado tém sido outros produtos bioldgicos onde podem ser

estudados biomarcadores de patologia respiratoria.

Que biomarcadores?

Tém sido pesquisados no ambito das doencas do intersticio varios tipos de biomarcadores

inflamatorios.

Biomarcadores ligados a proteinas especificas do epitélio pulmonar

As proteinas associadas ao surfactante: SP-A e SP-D

Antigénios associados a mucina: KL-6 (Krebs von den Lungen-6) / MUC-I (mucina).
Proteinas das células de Clara: CC16

Outros biomarcadores do epitélio pulmonar: CK 19 (fragmento de citoqueratina 19);
Ca 19-9 (antigénio hidrato de carbono Sialyl Lewis (a)); SLX (antigénio hidrato de

carbono Sialyl Lewis (x))

Citocinas e outros parametros seroldgicos

Citocinas e quimiocinas: MCP-I (proteina quiomiotactica do monacito-1); MIP-Ia
(proteina inflamatdéria dos mondcitos); ITAC (interferdo induzido pela célula T
quimiotactico) / CXCL-11 (quimiocina CXC-11); TNF (factor de necrose tumoral);
TNFRs (receptores do factor de necrose tumoral).

Enzimas anti-oxidantes e peptideos do colagénio: glutationa; peptideo do procolagénio
tipo I1I.

Biomarcadores da activagéo das células T: sIL-2R (receptor soltvel da interleucina 2)

o e s )
Brigite Margagetg@@ ‘Jesus Ferreira 17
oWy E
%ol &
&

P
2y
et pa



Expressdo de marcadores inflamatoérios na patologia intersticial pulmonar Abril de 2011

« Biomarcadores da actividade dos macréfagos/mondcitos: ECA (enzima de conversao
da angiotensina); neopterina; B-glucoronidase; LDH (lactato desidrogenase).

» Metaloproteinases da matriz (MMPS).

* IGFBP (“insulin-like growth factor binding proteins”).

» SAA (proteina sérica amiloide)

Uma breve nota referente ao LBA

O LBA tem sido usado na avaliacdo de véarias doencas do intersticio pulmonar além de ser
uma importante ferramenta de investigacdo. Uma das patologias em que tem sido muito
utilizado é a sarcoidose. E muito tem contribuido para a compreensdo desta patologia. Por
exemplo: a reaccdo inflamatoria da sarcoidose pode ser muito intensa no pulmao sem que

ocorram alteracdes inflamatdrias no sangue periférico(15, 16).

A utilizacdo do LBA no seguimento clinico da doenca intersticial pulmonar permanece
controversa. Uma limitacdo tem sido as variacdes na forma como a amostra € obtida e
manipulada. Esta representa a principal limitacdo a extrapolacdo do valor das analises do
LBA para a realidade universal. Varios grupos desenvolveram recomendacGes para a
obtencdo e manipulacdo das amostras de LBA para que as amostras possam ser validas(17,
18).

A aplicacdo de guidelines basicas na obtencdo do LBA vai permitir dados analiticos mais
confiaveis e precisos e a analise da amostra ird melhorar o seu valor diagnéstico e como
ferramenta de pesquisa. E importante garantir que se recolha a amostra dos espagos aéreos
alvo adequadamente e os componentes celulares e acelulares sejam processados e analisados
correctamente.

2]
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A pesquisa de células malignas e a avaliacdo de subpopulacdes de linfocitos no LBA tém sido
testes utilizados na pratica clinica. Novos biomarcadores das DPI tém sido estudados para
aplicabilidade clinica. S&o eles citocinas, enzimas, moléculas de adesdo, produtos do
colagenio e dos pneumdcitos tipo Il entre outras. Com o surgimento de novas técnicas para a
analise da expressdo de genes através da caracterizacdo de acidos nucleicos e perfis de
proteinas em amostras bioldgicas complexas, o LBA torna-se ainda mais promissor no
diagnostico e seguimento de iniumeras patologias do intersticio.

Além da proporcdo CD4/CD8, outros biomarcadores imunoldgicos tém sido utilizados para
identificar células no LBA. Por exemplo, a presenca de mais de 5% de células com marcacéo
para CDla é altamente sugestiva do diagndstico de histiocitose pulmonar de células de
Langerhans(19, 20).

Células malignas de leucemia ou linfoma também podem ser detectadas por

imunocitoquimica(19, 21, 22).

Como tal, este meu trabalho pretende reunir as Ultimas pesquisas relativas aos biomarcadores
inflamatdrios referentes a sarcoidose, a FPI, e de forma mais genérica, doencgas ocupacionais e
outras DPI no sentido de realcar o seu potencial valor como ferramenta diagndstica, de

deciséo terapéutica e de prognostico.
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Sarcoidose

Dados histéricos e epidemiolégicos

A primeira descri¢do do termo remonta a 1899 quando um dermatologista Noruegués, Caesar
Boeck cunhou o termo para descrever nodulos na pele caracterizados por focos compactos e
bem definidos de células epitelidides com grandes nlcleos palidos e por um pequeno nimero
de células gigantes(23). A Sarcoidose é uma patologia cronica e multissistémica de causa
indeterminada que ocorre em qualquer idade mas sobretudo antes dos 50 anos sendo o pico de
incidéncia entre os 20 e os 39. A incidéncia mais elevada é encontrada no Norte da Europa
variando de 5 a 40 casos por 100.000 habitantes(23).

Varios agentes foram identificados como possiveis causas, no entanto nenhum foi
confirmado. Evidéncias crescentes indicam que o possivel agente causal pode ja ter sido

eliminado do organismo quando a doenga se desenvolve(23).

Clinica

O quadro clinico é variavel. A apresentacdo aguda pode corresponder a uma forma auto-
limitada de inicio abrupto - sindrome de Lofgren (eritema nodoso com adenopatia hilar
bilateral e artrite dos tornozelos). A forma cronica tem geralmente um inicio insidioso e
ocorre em cerca de 30% dos doentes mas a mortalidade € inferior a 5% e frequentemente
ocorre por fibrose pulmonar progressiva(24).

Alguns sintomas constitucionais como astenia, febre e perda de peso ocorrem numa elevada
percentagem de doentes.

Em mais de 90% dos casos ha envolvimento pulmonar(23), sendo que muitas vezes envolve
também oOrgédos extratoracicos como a pele, ganglios linfaticos, olhos, coragéo, figado, bago,
rins e sistema nervoso. A presenca de granulomas ndo caseosos e acumulagao de linfocitos T
e macrofagos nos 6rgaos mencionados caraterizam a sarcoidose(7, 25).
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Estdo descritos cinco estadios de acometimento pulmonar nos doentes com sarcoidose(26). A
radiografia do térax tem fiabilidade apenas nos estadios I e 11.

As PFR revelam uma diminuicdo da capacidade de difusdo frequentemente acompanhada por
disfuncéo ventilatdria restritiva(24).

A biopsia pode ser obtida a partir de qualquer localizacdo da doenca e é recomendada a sua
realizacdo em dois locais diferentes. A evolucao tecnoldgica com a ecografia endobrénquica
veio facilitar a realizacdo de bidpsias ecoguiadas (nomeadamente a ganglios mediastinicos). A
tomografia por emissdo de positrdes identifica locais ocultos de doenca activa, mas ndo €
recomendada como exame de rotina (sinaliza indiscriminadamente também outros estados

inflamatdrios ou neoplasicos)(23).

LBA na sarcoidose

A andlise do LBA pode ser muito Util no diagndstico diferencial. Alguns biomarcadores
imunolégicos de subpopulagbes de linfécitos T tém sido utilizados para distinguir a
sarcoidose de outras patologias do intersticio pulmonar(19, 27, 28). Uma elevada contagem
total de células, predominantemente linfocitos, em simultaneo com uma percentagem quase
normal de eosindfilos e neutrdfilos e auséncia de plasmacitos, distinguem a sarcoidose entre
as mais comuns doengas pulmonares intersticiais (pneumonite de hipersensibilidade (PH),
NSIP e FPI).

A relacdo CD4/CD8 encontrada no LBA demonstrou que este dado ndo pode ser usado
isoladamente, mas apenas conjugado com os restantes métodos de diagnostico. A razédo
CD4/CD8 esta aumentada na maioria dos pacientes com sarcoidose, mas ndo em todos(19, 28,

29), e também se pode mostrar aumentada noutras patologias (FPI e PH), ainda que pouco
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frequentemente(19) (a PH costuma ter essa razdo diminuida podendo no entanto apresentar-se
normal ou aumentada(19, 30, 31)).

A actividade da doenca no momento em que o LBA € realizado, bem como o0s habitos
tabagicos sdo muito importantes para a interpretacdo dos resultados. Em casos graves, 0
numero de neutrdfilos também pode estar aumentado. No seguimento, e na avaliacdo do
prognostico e resposta ao tratamento, a analise do LBA tem menos relevancia.

Outros testes de laboratoriais (calcemia, calcitria e ECA), bem como as provas de funcao

pulmonar podem trazer achados complementares importantes(32-34).

Diagnostico

O diagnostico é de exclusdo(24) e é suportado por trés critérios: quadro clinico e imagiolégico
compativeis; evidéncia histoldgica de granulomas ndo caseosos em dois locais diferentes e a
exclusdo de outras patologias com histologia ou quadro clinico/radiolgico semelhantes(32-

34).

Brigite Margafé-tg;%afasm Ferreira 22
oMy :

SF

i jo
% 40 M &

A
9 4
i T



Expressdo de marcadores inflamatoérios na patologia intersticial pulmonar

Abril de 2011

I Clinicoradiographic data

very
typical

Clinical Diagnosis

(without biopsy) —— No

o

Granulomatous
inflammation

v

Exclusion of alternative
causes of granulomas

not
suggestive suggestive
nadequate clinical data
0 pursue diagnosi
granulomas ) .
psy _— No Diagnosis

l Excluded

Document involvement in at
least one additional organ

Documented

Excluded alternative
multisystem granulomatous
diseases

Excluded

4

Sarcoidosis
highly likely

Alternative -
cause Alternative
Diagnosis

Not
Documented
_—

Diagnosis possible versus
Idiopathic granulomatous
Diseases of one organ

Not
excluded

Alternative
multisystem
granulomatous disease
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llustracéo 3 - Abordagem diagnoéstica na Sarcoidose(26).

Apos estabelecimento do diagnostico é importante avaliar a extensdo e gravidade da doenca e

detectar se esta estabilizada ou em progressao para determinar se o paciente vai beneficiar de

tratamento.

A melhor forma de avaliar a actividade, extensdo e gravidade da doenca continua a ser a

investigacao clinica, pesquisando sinais e sintomas relacionados com a patologia(32-34).

A resposta imunolégica

Os mecanismos que conduzem & acumulacdo persistente de células inflamatorias e mantém a

alveolite na sarcoidose, que pode conduzir a danos irreversiveis, ndo sdo completamente

compreendidos.

Se durante muitos anos se pensou que a resposta imunoldgica a sarcoidose era supressora

pelas evidéncias de que a prova tuberculinica negativava em pacientes com sarcoidose € 0
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namero de linfocitos periféricos diminuia, a hipergamaglobulinémia observada em alguns
pacientes alterou essa perspectiva(16, 32, 35, 36). Hoje atribui-se a diminuicdo do nimero de
linfdcitos periféricos a sua acumulagédo nos tecidos afectados com granulomas.

Pensa-se que a resposta imunoldgica na sarcoidose se inicia por uma alveolite por células
mononucleares seguindo-se a formacgéo dos granulomas por uma reac¢do Thl a um antigénio

ndo identificado(32, 37-39).

R TNF
Activated Ag w
: CD4+
presenting cell Th; cell &

IL-2

llustracdo 4 - Resposta imunoldgica na sarcoidose com formacéo de granuloma e subsequente resolucéo
ou persisténcia da doenca. HLA = antigénio leucocitario humano; TNF = factor de necrose tumoral; INF =

interferdo; TCR = receptor das células T(26).

Algumas evidéncias sugerem gque um antigénio entra no hospedeiro e é fagocitado por células
apresentadoras de antigénio (APC — antigen-presenting cell) que o processam e apresentam

aos linfocitos T naive através de moléculas de HLA de classe 11 e dos receptores de células T.
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Os linfocitos sdo polarizados para um fendtipo Thl pela resposta imune. Seguem-se o
recrutamento, proliferacdo e diferenciacdo celular de leucécitos que conduzem a formacéo do
granuloma(26). Este resulta entdo da acumulacdo de fagdcitos formando uma estrutura
constituida centralmente por células epitelidides rodeadas por macrdfagos e linfécitos T
libertadores de varias citocinas (32, 37, 38), tais como IL-1, IL-12, IL-18, e TNF-a.

Entre as diversas citocinas implicadas, 0 TNF-a ¢ particularmente importante. Varios estudos
documentaram a eficacia de antagonistas TNF-o. no tratamento de doentes com
sarcoidose(40). Fehrenbach e colaboradores demonstraram uma associacao entre os niveis de
TNF-0 no LBA e a quantidade de precursores de granulomas no tecido pulmonar(41). Os
receptores desta citocina tém varias funcbes imunoldgicas e encontram-se aumentados no
plasma e LBA de doentes com sarcoidose(42).

Na sarcoidose, como também ocorre em diversas doengas cronicas, parece que se observa
inicialmente uma resposta Thl que se altera posteriormente para Th2 (IL-4 e IL-10). Esta
alteracdo do equilibrio Th1:Th2 pode estar relacionada com a progressdao da resposta
granulomatosa para fibrose irreversivel(32, 43, 44).

O racio CD4/CD8 esté intensificado na resposta imunitaria tipo Thl, e ainda que sugestivo,

este racio ndo entra na defini¢do de sarcoidose(32, 33).

A patogénese da sarcoidose parece envolver factores genéticos, exposicdo a um ou varios

antigénios e memadria antigénica (de exposicdes anteriores)(26).
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foTetts 5,
TNF-a, interleukin-12. 6 see s
1518, GM-CSF, MIP, MCP-1

Interleukin-2,
interferon-y

Fibrosis

llustragdo 5 — Hipotese da imunopatogénese da sarcoidose(23). Agentes infecciosos, organicos e
inorganicos sdo possivelmente implicados na sarcoidose. Algum microorganismo causal terd sido
provavelmente eliminado deixando algum produto ndo degradével ou levando a reaccdo cruzada com
moléculas enddgenas, As APCs produzem elevadas quantidades de TNF e segregam IL-12, -15, e -18,
MIP-1, MCP-1 e GM-CSF (factor de crescimento de coldnias de macr6fagos granulécitos). As células T
CD4" interagem com as APCs e iniciam a formacdo dos granulomas. As células T CD4" activadas
diferenciam-se em Thl e libertam IL-2 e INF-y. A eficiéncia deste processo esta provavelmente sobre
controlo genético (alelos de HLA e BTNLZ2) e relaciona-se com a susceptibilidade e fenétipo da sarcoidose.
Os granulomas sao constituidos por células epitelidides, células gigantes e células T. Estes podem persistir
e evoluir para fibrose. Os macro6fagos alveolares activados, no contexto do predominio Th2 parecem

estimular a proliferacéo e estimulacao da producéo de colagénio levando a fibrose progressiva(23).
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Resposta imunoldgica no LBA

As patologias granulomatosas pulmonares apresentam geralmente manifestacGes clinicas
semelhantes, no entanto o estudo no LBA revela diferencas entre elas (32, 36, 45).

Na sarcoidose encontra-se um predominio de linfécitos T activados em 90% dos pacientes na
altura do diagnostico(32).

Na sarcoidose activa, o0 LBA, quando observado em microscopia de contraste de fase, revela
linfocitos na superficie dos macréfagos alveolares formando rosetas. As células estdo
aderentes, ndo sofrendo fagocitose.

A secrecdo de INF-y pelas células Thl activa os macrofagos alveloares presentes nas
respostas granulomatosas(32, 39, 43, 46) resultando libertacdo de elevados niveis de radicais
livres de oxigénio bem como das citocinas IL-1, IL-12, IL-18 e TNF-a(32, 39, 43, 47).
Winterbauer e colaboradores encontraram nos doentes com sarcoidose um racio CD4/CD8
superior, menos neutrofilos, e uma percentagem de eosindfilos inferior a 1 na populagéo
celular do LBA(32, 48).

A razdo CD4/CD8 apresenta-se aumentada em 50 a 60% dos pacientes com sarcoidose(29,
32, 35). Em 15% dos doentes pode no entanto apresentar-se diminuida(32). Um racio acima
de 3,5 apresenta uma sensibilidade de 52 a 59% e uma especificidade de 94 a 96%. Num
doente com clinica compativel, 0 aumento do racio CD4/CD8 pode tornar desnecessaria a
realizacdo de biopsia(29, 48). Num estudo de Winterbauer e colaboradores(32, 48), a bidpsia
transbrénguica demonstrou uma especificidade de 89% na distin¢do entre sarcoidose e outras
doencas do intersticio pulmonar, o que ndo é melhor que a relacdo CD4/CDS8.

Na sarcoidose avangada pode ocorrer um aumento de neutréfilos e de mastocitos(32, 49, 50).
Drent e colaboradores desenvolveram um programa informatico que analisa os parametros
discutidos, bem como dados do préprio doente e discrimina com elevada fiabilidade as trés
principais patologias do intersticio pulmonar (sarcoidose, FPI e PH) dando um resultado
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percentual de probabilidade para cada uma delas). O seu uso ndo dispensa o0 contexto

clinico(32, 49, 51).

A Granulomatose de Wegener (especialmente nos casos com baixa actividade) também pode
apresentar uma alveolite linfocitaria no LBA. No entanto a identificacdo de macrdfagos ricos
em hemossiderina estabelece a associagdo com hemorragia alveolar difusa existente nesse
distdrbio, bem como outras vasculites, hemossiderose pulmonar idiopatica, doencas do tecido

conjuntivo e reaccdo a drogas(32, 52).

A linfadenopatia mediastinica bilateral ou hilar pode ocorrer em situacdo como a sarcoidose,
muitas vezes benigna e auto-limitada. No entanto o seu diagnostico diferencial conta com
situacOes malignas cujo diagndstico deve ser feito rapidamente, como os linfomas(32, 53).

A localizacdo pulmonar da doenca de Hodgking tem sido confirmada pela identificacdo de
células de Reed-Sternberg em LBA(21, 32, 54). No entanto é necessario estar atento as suas
variantes mononucleares e ndo interpretar macrofagos binucleados como células neoplasicas.
Segundo um estudo de Wisecarver e colaboradores(32, 55) em 17% dos LBAs realizados em
doentes com doenca de Hodgkin encontravam-se células de Reed-Sternberg ou a sua variante
mononuclear. Além disso, foi demonstrado que pacientes com linfomas malignos apresentam
uma menor propor¢do CD4/CD8 no LBA, bem como no sangue periférico, relativamente a
sarcoidose(32, 56).

Raramente nos deparamos com plasmoécitos no LBA. Quando estes estdo presentes o
diagnostico mais provavel € AAE ou pneumonite induzida por drogas.

Apesar de ser uma doenca de etiologia desconhecida, estudos apontam uma relacdo com
agentes biologicos na sarcoidose(32, 57). Algumas exposicdes ambientais e ocupacionais

causam reaccOes semelhantes a da sarcoidose. Trabalhadores com berilio, com fibras minerais
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e com metais estdo expostos ao risco de desenvolvimento da reac¢do granulomatosa. A
avaliacdo destes pacientes deve incluir uma andlise cuidadosa e o acompanhamento no local
de trabalho, pesquisa de corpos estranhos, da presenca de material bi-refringente, ou corpos
de inclusdo em macrofagos alveolares em amostras de LBA.

O numero total de células no LBA de doentes com sarcoidose costuma apresentar-se
ligeiramente aumentado. Por sua vez na PH a elevacdo é mais marcada(32). A proporcao
relativa de linfocitos parece estar mais elevada em pacientes com a doenca clinicamente
activa. No entanto existe elevada sobreposicdo nas percentagens de linfocitos entre doentes
com patologia activa e inactiva e o LBA chega a ser normal em 10 a 15% dos pacientes(32,

36, 58).

Actividade e prognéstico

A actividade da doenca ndo deve ser confundida com a sua extensdo ou gravidade (isto é, o
namero dos 6rgdos envolvidos, ou a densidade de granulomas nos 6rgaos envolvidos), nem
Ihe deve ser associado prognostico desfavoravel (por exemplo, a doenga aguda muito activa,
manifestando-se como sindrome Ld&fgren, tem um excelente prognostico). Ndo deve ser
também relacionada com a necessidade de inicio da corticoterapia(32, 33, 43).

Vérios biomarcadores tém sido discutidos como potencial na avaliagdo da actividade da
doenca, quer no soro quer no LBA, mas nenhum se revelou ainda adequado ao uso de

rotina(32, 39, 43).

A actividade da doenca relaciona-se com a presenca de células T e persisténcia de inflamacéo
com macrdfagos e formacédo de granulomas. Aumento dos niveis séricos do sIL-2R e da ECA
estabelecem um potencial da doenca para progredir. A doenca inactiva tem maior

probabilidade de ndo progredir.
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Actualmente, avalia-se a actividade da doenca pelo exame clinico(32, 34).

Varios estudos demonstraram que o grau de linfocitose no LBA no momento do diagnostico
ndo tem valor prognostico(29, 32, 34, 58, 59). A linfocitose é encontrada em varios disturbios
como doencas granulomatosas extratoracicas, doenca de Crohn e cirrose biliar priméria.

Os pacientes com bom prognostico e alta probabilidade de remissdo espontanea (sindrome de
Lofgren) podem apresentar uma relacdo CD4/CD8 elevada (32, 58, 60). Planck e
colaboradores(32, 44) demonstraram que 0 aumento da razdo CD4/CD8 no LBA foi

associado a um prognéstico favoravel (32, 58-60).

O valor dos neutrofilos parece ser mais promissor. Dois grupos independentes demonstraram
gue um aumento da percentagem de neutréfilos (> 3,0%) no LBA de doentes com diagnostico
recente de sarcoidose pulmonar se relaciona com agravamento clinico durante o seguimento e
um risco acrescido de necessidade de corticoterapia sistémica(50, 61).

Algumas doencas infecciosas podem mimetizar os granulomas da sarcoidose e apresentar
uma linfocitose no LBA indistinguivel desta, sendo por vezes a cultura destes agentes
negativa. Falamos de gérmenes como a Borrelia burgdorferi, Rickettsia, a Leishmania spp e
Mycobacterium tuberculosis. Por outro lado, pacientes com sarcoidose sob corticoterapia
estdo mais susceptiveis a infeccdes oportunistas(32, 62-65). O agravamento clinico nesta
situacdo justifica pesquisa no LBA dos agentes através de PCR (polymerase chain reaction) e

o teste do antigénio do Aspergillus.

A investigacio de biomarcadores na sarcoidose

Varios parametros seroldgicos, incluindo citocinas, 0s seus receptores sollveis, enzimas e

outros componentes do soro, incluindo as proteinas especificas do epitélio pulmonar foram
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Brigite Margafztg%gjaéﬁus Ferreira 30
3 e Z
%o M &

% .
2, 58
ey
g e



Expressdo de marcadores inflamatoérios na patologia intersticial pulmonar Abril de 2011

considerados para investigar diferentes aspectos da actividade inflamatoria e assim reflectir a
gravidade da doenca e ajudar na identificacdo precoce de doenca progressiva(7, 66).

Embora os niveis desses biomarcadores tenham uma relacdo estreita com a patogénese da
doenca(67, 68), ainda ndo dispomos de informacdes suficientes a respeito do seu valor para a

avaliacdo da sua gravidade e prognostico.

Consideracdes genéticas

Vérios estudos sugerem o envolvimento dos genes HLA no fendtipo e evolucdo da
sarcoidose(33). Alguns parecem ser factores de risco para a doenca como 0 HLA-
DRB1*1101 e HLA-DPB1*0101(69). O HLA-DRB1*03 esta associado com o
desenvolvimento de sindrome de Lofgren em suecos, com posterior resolucdo da doenga(70).
Outros estudos demonstraram a provavel influéncia dos genes HLA tanto de classe 1 como
classe 2 com o aparecimento e curso clinico da sarcoidose(24, 69, 70). Foi sugerido que 0s
HLA-DRB1*01 e HLA-DRB1*04 estdo negativamente associados a sarcoidose, enquanto
outros como 0 HLA-DRB1*03, 11, 12, 14 e 15 tém sido associados a um aumento do risco

(24).

Biomarcadores de actividade e progndstico

Do ponto de vista clinico é mais importante saber se a sarcoidose é grave do que se esta
activa. Neste sentido Ziegenhagen e colaboradores(71) examinaram a capacidade de alguns
pardmetros séricos e do LBA na avaliacdo da probabilidade de progressdo em doentes com
sarcoidose. Observaram que quase metade dos pacientes sem indicacéo inicial para tratamento

com corticoides sistémicos, que tinham niveis séricos elevados de sIL-2R sofriam uma

o e s )
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deterioracdo da doenca, enquanto nenhum dos que tinham valores normais sofreram esta
evolucdo. A supracitada observacao sugere fortemente que este pardmetro imune poderia vir a
servir como um guia para o0 prognostico, identificando pacientes com maior risco de
deterioracdo, possivelmente com o uso associado de achados clinicos(7). A eficacia da sIL-2R
na avaliacdo da gravidade da sarcoidose foi confirmada por outro estudo do mesmo grupo
(72) que mostrou concentracfes de sIL-2R significativamente elevadas nos pacientes com
sarcoidose progressiva. Concluiram também que as concentragdes séricas da ECA nao
diferiram significativamente entre 0s pacientes com sarcoidose estavel ou progressiva
indicando um valor preditivo fraco para este biomarcador.

A ECA ¢ segregada por mondcitos, macrofagos e por células epitelidides na sarcoidose
pulmonar(42). Alguns autores sugerem que uma elevacdo dos niveis plasmaticos da ECA se
relaciona com alteracGes radiograficas(73) enquanto outros demonstraram que o seu valor
prognostico é pobre(74, 75). Multiplos estudos exploraram o papel da ECA concluindo que 0s
seus valores sdo extremamente variaveis e alteraveis por diversos factores. Um dos factores
mais importantes, responsavel por 25% desta variacdo, € um polimorfismo genético(76-79).
Permanece a questdo se os valores corrigidos em funcdo do genotipo melhoram a capacidade
da ECA como biomarcador da actividade da sarcoidose(7).

A actividade da ECA no sangue é considerada um biomarcador de formacao de granulomas
com baixa especificidade (50 a 60%). Deve ser analisada em conjunto com outros
biomarcadores e precisa de ser relacionada com o fenétipo clinico e alteracBes radiolégicas

para ser usada para o diagnoéstico e seguimento(73).
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Quimiocinas na sarcoidose:

Os primeiros a estudar o papel das quimiocinas na sarcoidose foram Hashimoto e
colaboradores(80). Realizaram uma avaliacdo longitudinal dos niveis plasmaticos de MCP-1 e
de MIP-1a num pequeno numero de doentes e demonstraram uma relacdo proxima entre 0s
niveis plasmaticos destes biomarcadores e o curso clinico da doenca (definido pelos
parametros laboratoriais e radiologicos).

lyonaga e colaboradores(81) demonstraram que a origem do aumento dos niveis plasmaticos
de MCP-1 ¢ da responsabilidade dos macréfagos na periferia dos granulomas sugerindo este
biomarcador como um indicador da formacdo de granulomas e consequentemente da

actividade da sarcoidose(7).

Proteinas do epitélio pulmonar

Kobayashi e colaboradores(81) foram os primeiros a demonstrar a correlacdo entre 0s niveis
plasmaticos do KL-6 e as mudancas consistentes na actividade da sarcoidose sugerindo-o
como um potencial indicador da gravidade da doenca(7).

Hermans e colaboradores(82) analisaram o papel da CC16 (biomarcador da integridade da
membrana alvéolo-capilar). Demonstraram que 0s seus niveis séricos sdo influenciados pela
extensdo do envolvimento pulmonar, tal como definida pelas alteracbes radioldgicas,
indicando um papel potencial desta molécula como um pardmetro ndo-invasivo e facilmente
reprodutivel para a avaliar da gravidade da doenca(7).

Janssen e colaboradores(83) demonstraram maior sensibilidade do KL-6 versus o CC16 em
discriminar doentes com sarcoidose, ndo sendo ambos especificos das DPI1(84, 85). Os valores
preditivos foram inconclusivo(86) sendo que a analise foi retrospectiva e ndo foram realizados

doseamentos seriados(7).
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Outros biomarcadores

Miyoshi e colaboradores(87) fizeram um estudo comparativo de varios biomarcadores que ja
se tinham mostrado eficazes na avaliacdo da alveolite linfocitica e progressao da sarcoidose.
Avaliaram quer a citologia do LBA quer os niveis séricos de SAA, sIL-2R, lisozima, ECA e o0
KL-6. Os resultados sugerem que 0s niveis séricos iniciais de sIL-2R, lisozima (analise
univariada) e KL-6 (analise multivariada) podem reflectir a alveolite linfocitica na sarcoidose
pulmonar. Além disso, o nivel sérico inicial de KL-6 tende a associar-se com a infiltracdo do
parénquima. Neste estudo, quer o nimero de linfécitos quer a contagem total de células do
LBA foram significativamente maiores em pacientes com infiltracdo do parénquima pela
doenca. Estes resultados sugerem que o numero de células totais e linfocitos no LBA também
estdo correlacionados com a infiltracdo pulmonar, assim como sIL-2R, lisozima, e KL-6.

A lisozima é um enzima produzido por macrofagos e méndcitos. Na sarcoidose € produzido
por macrofagos e células epitelidides envolvidas na formacgéo de granulomas (geralmente ndo
é expresso em granulomas com maior tempo de evolucdo). Encontra-se elevado no plasma em
mais de 30% dos doentes com sarcoidose mas também noutras doencas pulmonares. Os seus
niveis parecem poder ser correlacionados com a ECA sérica. O seu clinico deste enzima seria
assim na monitorizacdo da evolucdo e gravidade da doenca e ndo tanto para fins
diagnosticos(42).

O estudo de Kitamura e Kobayashi(88) relatou que ndo houve diferenca significativa entre os
niveis sericos de KL-6 em pacientes com maiores (> 30%) ou menores (<30%) percentagens
de linfécitos no LBA.

Chen e colaboradores demonstraram que os granulomas na sarcoidose se caracterizam por
uma deposicdo extensa de SAA. Esta proteina é capaz de provocar uma resposta imune com
libertacdo de citocinas. Curiosamente 0s seus niveis séricos foram relacionados com a

actividade da sarcoidose(89).
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As células T reguladoras, essenciais na supressao na imunidade mediada por células, estdo
aumentadas no sangue periférico, no LBA e nos granulomas de doentes com sarcoidose
activa. No entanto estas células parecem funcionalmente alteradas (menos funcionais quando
comparadas com as dos individuos sem doenga). As células NK (natural killer), capazes de
limitar respostas imunes mediadas por linfocitos T CD4, encontram-se significativamente
diminuidas no sangue e LBA dos doentes com sarcoidose, excepto no sindrome de Lofgrén.
Isto leva-nos a supor que a diminuicdo das células NK se possa relacionar com a persisténcia
da sarcoidose(24).

Um biomarcador da activacdo de células T que tem sido relacionado com a actividade da
sarcoidose € a neopterina, um metabolito da guanosina trifosfato, segregado por macréfagos
activados por INF-y in vitro. As concentracdes de neopterina apresentaram-se aumentadas no
soro e urina de doentes com sarcoidose quando comparados com controlos, e em doentes com
doenca activa relativamente aos com sarcoidose inactiva(90). Os niveis séricos de neopterina
parecem ter um valor preditivo semelhante ao sIL-2R(72, 91).

Numa continua pesquisa de potenciais biomarcadores, Bargagli e colaboradores(42) testaram
0s niveis séricos da quitotriosidase, uma enzima envolvida na degradacdo da quitina expressa
por macréfagos activados. Os investigadores encontraram os niveis desta enzima elevados em
mais de 90% dos doentes com sarcoidose comparando com controlos. Breunner e
colaboradores(92) encontraram niveis elevados nos doentes em fase activa comparando com
os doentes em fase inactiva. A quitotriosidase podera induzir um aumento da expressao de
citocinas pro-fibréticas Th2 e ser capaz de informar sobre a gravidade e prognéstico da
doenca(24). Este enzima esta elevado no soro de doentes com varios tipos de patologias mas
ndo em outras doencas granulomatosas ou intersticiais pulmonares(42).

Foi ainda encontrada relacdo positiva entre as concentracbes de quitotriosidase e as

concentracdes plasmaticas da ECA, do sIL-2R e os estadios radioldgicos(93). O mesmo se
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verifica no LBA, sendo que neste, a quitotriosidase revelou maior sensibilidade (mais de 85%
dos doentes com sarcoidose mostraram elevacédo) e valor prognostico que a ECA(42).

Dos parametros seroldgicos investigados, apenas 0s hiveis séricos do receptor soltvel de IL-2
e de neopterina foram associados com a gravidade da doenca(32, 61).

O perfil de expressao celular ndo revela um parametro Unico capaz de distinguir sarcoidose
das restantes patologias do intersticio pulmonar, no entanto a combinacdo de varias

caracteristicas pode estabelecer uma direccao diagnostica.

Terapéutica na sarcoidose

As decisOes terapéuticas na sarcoidose devem ter em conta que muito doentes tém regresséo
espontanea devendo a terepéutica ser limitada & sarcoidose sintomatica ou progressiva.
Depois de iniciada a corticoterapia muitos pacientes precisam de terapéutica a longo prazo.
No entanto, os estudos(94, 95) ndo tém demonstrado que a corticoterapia ou qualquer outra
terapia previna a progressao ou fibrose(26).

O TNF-a revela-se das citocinas mais importantes na fisiopatologia da sarcoidose.
Ziegenhagen e colaboradores(61) demonstraram que 0s pacientes com sarcoidose progressiva,
especialmente 0s resistentes aos corticoides, apresentam um aumento significativo de
libertagdo de TNF-a pelos seus macrofagos alveolares em cultura e as terapéuticas anti-TNF-
a tém mostrado sucesso na doenca refractaria(32, 40).

O infliximab, um anticorpo monoclonal anti-receptor do TNF-a, foi testado num estudo
aleatorizado duplamente cego, revelando-se superior ao placebo no tratamento da sarcoidose
pulmonar(40). Numa analise retrospectiva este agente mostrou-se superior a qualquer outro
agente no controlo da doenc¢a(96). Apesar do descrito, foram reportados casos de reaccoes
tipo sarcoidose em pacientes que usaram diferentes farmacos da classe anti-TNF para outras

doencgas(26). Estes dados sugerem que a introducgéo do anti-TNF induziu um desequilibrio no
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balanco das citocinas e reforcam a complexidade da reac¢do imunologica da sarcoidose e que

a manipulacdo de apenas uma citocina é incapaz de resolver todos os aspectos da doenca.
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Fibrose Pulmonar idiopatica

A FPI é uma doenca definida como uma forma especifica, cronica e progressiva de fibrose
intersticial pulmonar, de causa desconhecida que ocorre tipicamente pela sexta ou sétima
décadas de vida. A sua definicdo requer a exclusao de outras IIP e outras DPI associadas a

exposicdo ambiental, ocupacional ou doencas sistémicas(97).

Dados epidemiolégicos

A incidéncia da FPI é estimada em 2 a 29 casos por 100.000 habitantes por ano(97). A
prevaléncia parece ter vindo a aumentar e a sobrevivéncia média ap6s o diagndstico é de 2 a 3
anos n3o existindo terapia eficaz(98). E mais comum em homens e a maioria tem historia de
tabagismo(97). E muito rara antes dos 50 anos. Os pacientes nesta faixa etaria provavelmente

tém uma DTC subclinica no momento do diagnostico de FPI.

Clinica

Clinicamente classifica-se por uma dispneia de esforco cronica inexplicada, tosse, fervores
inspiratorios bibasais e dedos em baqueta de tambor.

Recentemente foi demonstrado que a evolucdo clinica da FPI cursa com periodos de

estabilidade clinica com exacerbac@es pontuais de declinio respiratorio agudo(98, 99).
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Diagnostico
O algoritmo diagndéstico segundo as novas guidelines da ATS/ERS/JRS/ALAT é apresentado

na ilustracdo 3.

Suspected IPF

Identifiable causes Yes
for ILD?

No

HRCT

UIP * Possible UIP *
Inconsistent w/ UIP *

Surgical Lung Not UIP t
Biopsy
uip t

Probable UIP T / Possible UIP
Non-classifiable fibrosis t

MDD

IPF IPF/Not IPF per Table 6 Not IPF

llustragéo 6 Algoritmo de diagnoéstico para a FPI [86].

Recomendacoes terapéuticas

Quanto as recomendaces terapéuticas, como nenhuma terapéutica farmacoldgica demonstrou
evidéncia de ser benéfica, as guidelines da ATS 2011 optaram por estabelecer diversos graus
de recomendacdo contra a maioria das terapias direccionadas/especificas (de pouco a nada

recomendado dependendo de cada situacdo individual de doenca).
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P
e )

a =
If increased risk of mortality

(table 7), evaluate and list for \
lung transplantation at the time DISEASE PROGRESSION
of diagnosis 5 (see text)
TREATRIRNG Monitor every 4-6 months
CONSIDERATIONS or sooner as clinically
NONPHARMACOLOGICAL indicated
Dx of IPF * Oxygen supplementation
(Figure 3 (if hypoxemic) Evaluate and list for
and * Pulmonary rehabilitation lung transplantation
Table 6) PHARMACOLOGICAL
Discuss therapies with weak no ACUTE EXACERBATION
recommendations with patients P
based on their individual values
D — S pteane RESPIRATORY FAILURE
COMORBIDITIES (due to progression of IPF)
* Pulmonary hypertension \ j
* Gastroesophageal reflux
\ SYMPTOM CONTROL J

1

Patients should be made aware of available clinical
trials for possible enroliment at all stages.

llustracéo 7 - Tratamento preconizado na FPI (ATS 2011) [86].

Padrdo histoldqgico, dificuldades no diagndéstico diferencial e progndstico

O padrdo histolégico UIP, achado tipico na FPI é muitas vezes indistinto do observado na
fibrose pulmonar associado as doencas do tecido conjuntivo (DTC). Song e
colaboradores(100) realizaram um estudo retrospectivo no qual estudaram 100 pacientes (39
com UIP-DTC e 61 com UIP-FPI) diagnosticados com bidpsia cirargica. A sobrevivéncia era

claramente superior nos pacientes com UIP-DTC.
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llustracéo 8 - Comparacao de curvas de sobrevivéncia entre UIP-DTC e UIP-FPI1(100).

No mesmo estudo concluiu-se que ndo houve diferencas clinicas significativas na funcdo
pulmonar, PaO, em repouso, e no LBA entre os dois grupos. Quanto a histologia, os doentes
com UIP-DTC mostraram menos focos fibroblasticos, maiores centros germinativos e
maiores niveis de inflamacéo total comparados com os UIP-FPI, sem outras diferencas. No
estudo imagioldgico, os doentes com UIP-DTC apresentaram menores niveis de enfisema e
mais frequentemente um padrdo ndo tipico de UIP, sem imagens em “favo de mel”
relativamente aos com UIP-FPI. Concluiram assim que os centros germinativos na histologia
constituem a melhor ferramenta para distin¢do entre as duas patologias.

Estes dados reforcam a necessidade de encontrar um método mais eficaz para distingdo destas
patologias, uma vez que a bidpsia cirdrgica € um método invasivo que ndo é passivel de ser

realizado em muitos destes doentes.

Investigacdo da patogenia

A patogenia da FPI permanece mal compreendida. Associa-se a um predominio de citocinas
Th2 e uma escassez de citocinas Th1(101). Estudos sobre a imunopatologia(101) e expressao

génica(102, 103) revelaram que o tecido pulmonar de pacientes com FPI apresenta niveis
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anormalmente elevados de IL-4 e IL-5, e um nivel baixo de IFN-y. A avaliacdo de citocinas

intracelulares das células do LBA por citometria de fluxo mostrou um padréo similar(47).

A NSIP, em comparacdo com a FPI, cursa com menor grau de fibrose e tem melhor resposta a
agentes esteroides e anti-proliferativos. As duas doencas podem induzir diferentes padrbes de
fibrose relacionada com os respectivos perfis citocinicos. Ja foi demonstrado que NSIP e FPI
podem expressar diferentes niveis de citocinas inflamatodrias e quimiocinas CXC, como a IL-
6, IL-8, INF-y, RANTES, MCP-I, mas pouco é conhecido sobre como diferem as citocinas
Th2 e Thl e seus receptores entre as duas condi¢fes(104). Park e colaboradores colocaram a
hiptese de uma regulacdo diferente de IFN-y, IL-4 e IL-13 e de uma possivel expressdo
diferente de IL-13Ral e IL-13Ra2 e em doentes com FPI e NISP. Mediram os niveis de IL-4,
IL-13 e IFN-y no LBA de doentes com FPI (n=16), NSIP (n=10) e de controlos normais (n=8)
e compararam a expressdo de IL-13Ral e IL-13R02 nos tecidos pulmonares usando ELISA e
imunohistoquimica. Concluiram que a IL-13 e seus receptores parecem contribuir para a
fibrose e os seus niveis parecem estar relacionados com a gravidade da doenca (encontrava-se
significativamente aumentada nos doentes com FPl em relacdo aos restantes). Os autores
encontraram ainda uma correlacdo inversa entre os niveis de IL-13, a CVF e a DLCO
(capacidade de difusdo do mondxido de carbono) na FPI e NSIP. A IL-13 foi fortemente
expressa no musculo liso, no epitélio brénquico, macréfagos alveolares e no endotélio de
pacientes com FPI. O IL-13Ral, ao invés de IL-13Ra2, foi fortemente expresso no musculo
liso, epitélio brénquico e endotélio de doentes com FPI. IL-13 e seus receptores podem
contribuir para a patogénese da fibrose nas Plls e parecem estar relacionados com a gravidade
da doenca(104). Os niveis de IFN-y mostraram-se diminuidos em pacientes com NSIP
relativamente aos controlos. A IL-4 revelou-se aumentada nos doentes com FPIl e NSIP em

relacdo aos controlos.
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No entanto, o papel destas substancias nas PIl permanece desconhecido(104).

FPlIvs DTC

Alguns dos estudos prévios sugeriam que a UIP-DTC poderia ser prevista pela presenca de
linfocitose no LBA(105). No entanto, resultados de Nagai e colaboradores(106), em doentes
com UIP histologicamente comprovada, apresentavam aumento dos neutréfilos, mas apenas
uma discreta linfocitose no LBA

Nos casos UIP-FPI, uma histologia de UIP pode ser prevista pela baixa contagem de
linfocitos no LBA(107), mas este dado pode conduzir a uma previsao histoldgica errada pois
também esta presente na DTC ndo ES (esclerose sistémica). Wells e colaboradores(108),
acrescentam ainda que doentes com UIP-FPI revelaram maior nimero total e percentual de
eosindfilos que doentes com UIP-ES.

O LBA revelou linfocitose nos pacientes com UIP-DTC, excepto no que respeita a ES, mas
ndo em pacientes com UIP-FPI(105). Estas diferencas podem ser devidas a variagfes do
espectro de UIP entre os doentes com FPl e DTC.

Para esclarecer como o perfil clinico da UIP difere entre FPI e DTC Nagao e
colaboradores(105) fizeram uma marcacao histopatoldgica de amostras de pulmao, obtidas
por bidpsia cirurgica, de 31 doentes (16 FPI, 9 DTC 6 dos quais ES), utilizando um método de
avaliacdo semi-quantitativo para procurar diferencas histopatologicas que reflectissem a
linfocitose no LBA. Em comparagdo com FPI e casos de ES, os pacientes com DTC ndo ES
apresentaram menores niveis de fibrose e celularidade no espaco alveolar (indicador de
gravidade). Os linfocitos estavam principalmente localizados nas paredes alveolares e a
maioria das células nos espacos alveolares eram macrofagos. Por outro lado, outros

pardmetros como a celularidade e o infiltrado na parede alveolar ndo variaram entre os trés
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grupos. Concluiram que a existéncia de menos macrofagos nos espacos alveolares e um
menor grau de fibrose podem contribuir para a linfocitose no LBA observada em pacientes
com UIP-DTC nao-ES(105).

Neste estudo ndo foram incluidos fumadores uma vez que este habito influencia a celularidade
do LBA(105).

Ainda resta perceber se a infiltracdo de linfocitos contribui para o desenvolvimento de uma
fibrose pulmonar (temporalmente heterogénea) nos doentes com lesdes UIP. Varios
resultados indicam que os linfocitos podem desempenhar um papel nos processos
fisiopatoldgicos da fibrose pulmonar. Este facto foi sustentado por estudos anteriores de
Nagao: um aumento da producéo do factor de crescimento e do factor de diferenciacao celular
das células B no LBA em casos de FPI(109), e um atraso na apoptose das células B dentro
dos foliculos linfoides no tecido pulmonar de pacientes com UIP-FP1(110).

Na pratica clinica, uma linfocitose no LBA pode ser um indice para avaliar a resposta a
terapéutica ou as consequéncias clinicas de lesdes de UIP. Uma elevacdo dos linfécitos no
LBA pode sugerir um diagnostico histoldgico UIP errado (em bidpias ndo cirurgicas), pois
pode tratar-se de DTC. Uma escassa linfocitose no LBA contribui para uma maior
sensibilidade no diagnostico de UIP-FPI(111).

O grau de fibrose e o numero de macréfagos no espaco aéreo foram menores na UIP-DTC
ndo-ES com linfocitose no LBA do que naqueles com UIP-FPI e UIP-ES, e os dois ultimos

grupos apresentaram uma escassez de linfdcitos no LBA.

Histopatologia da FPI

A FPl ¢é caracterizada histopatologicamente por um envolvimento heterogéneo do
parénquima, com &reas de fibrose irregular, focos fibroblasticos e zonas em favo de mel, a

que se associam alteracdes do epitélio com distorcdo da arquitectura alveolar e hiperplasia de
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pneumacitos tipo Il atipicos, especialmente nas areas de lesdo e fibrose(98). Tem sido
proposto que o epitélio alveolar desempenha um papel critico na patogénese da FPI por
promover activamente a proliferacdo, migracéo e activacao de fibroblastos e miofibroblastos e
até mesmo como uma fonte de miofibroblastos(98). Ocorre acumulagdo de miofibroblastos e
um processo cicatricial progressivo. As células mesenquimatosas sdo responsaveis pela
deposicdo de proteinas da matriz extracelular, tais como colagenio e fibronectina que se
acumulam, dificultando as trocas gasosas.

As células mesenquimatosas poderao ter origem em:

- fibroblastos pulmonares que proliferam e se diferenciam em miofibroblastos
(produtores de colagénio e outras proteinas que contribuem para o colapso alveolar e trac¢éo
das bronquiectasias);

- células epiteliais que sdo reprogramadas adquirindo um fenotipo mesenquimatoso;

- precursores circulantes da medula 6ssea recrutados para o pulmao.

Fisiopatologia da EA-FPI e relacdo EA-FPI vs ARDS

A fisiopatologia da exacerbacdo aguda da fibrose pulmonar idiopatica (EA-FPI), que resulta

em morte em até metade dos casos, tem sido alvo de estudo(98).
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llustracgdo 9 - Historia natural da FPI (Guidelines ATS 2011)(97). A FPI pode permanecer estavel,

progredir lentamente ou abruptamente.

Moeller e colaboradores(112) fizeram um estudo de coorte no qual incluiram 58 doentes com
FPI (7 em fase de exacerbacdo e 51 estaveis). Foi encontrada uma percentagem de fibrécitos
circulantes significativamente aumentada nos dois grupos quando comparada com a
percentagem de voluntarios saudaveis, sendo ainda mais evidente nos pacientes em
exacerbacdo. Curiosamente, doentes com ARDS (sindroma da dificuldade respiratoria aguda
do adulto) ndo expressavam aumento na percentagem de fibrdcitos circulantes. Este resultado
podera estar relacionado com o facto de nenhum dos 10 pacientes com ARDS incluidos ter
vindo a evoluir para fibrose pulmonar. Os mesmos autores concluiram ainda que a
percentagem de fibrocitos circulantes pode vir a ser usada como biomarcador para a FPI,
principalmente para sinalizar agudizacGes e que uma percentagem de fibrocitos circulantes

>5% é um indicador de mortalidade precoce independente na FPI(112).
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Outra evidéncia da disfuncdo do epitélio alveolar na FPI prende-se com os dados que
demonstram um aumento do stress oxidativo no reticulo endoplasmatico e apoptose
associada(98, 113). Varios estudos demonstraram teldmeros mais curtos em pacientes com
FPI, sugerindo que o envelhecimento do epitélio alveolar contribui para o desenvolvimento de
hipertensdo pulmonar e fibrose(98, 114).

O ARDS fibroproliferativo € histologicamente semelhante a EA-FPI indicando mecanismos
fisiopatoldgicos similares. Quando ocorre lesdo pulmonar associada a ARDS, o0s
biomarcadores de lesdo de pneumdcitos tipos | estdo mais elevados relativamente ao que
acontece na EA-FPI, o que argumenta a favor da inexisténcia de associacdo de FPI com lesdo
prévia. Estes resultados sustentam a hipotese de que a EA-FPI ndo € um sub-grupo de leséo
pulmonar aguda tardia (relacionada com ARDS), mas sim uma entidade com provavel
patogénese e perfil de biomarcadores proprios. Isto sugere patologias com vias patogenicas
diferentes que culminam numa doenca final comum(98). O que é também suportado pela
percentagem de fibrdcitos circulantes estudada por Moeller descrita em cima.

Uma explicacdo alternativa para o diferente perfil de expressdo de biomarcadores pode ser a
sua relacdo com a gravidade da lesdo aguda bem como do estado subjacente do pulméao(98).
Kubo(115) demonstrou que os pacientes com FPl que receberam terapéutica com
corticosteroides e anticoagulacdo associada tiveram melhores resultado que os que receberam
corticosterdides com placebo. Os pacientes com EA-FPI que faleceram tinham niveis de d-
dimeros mais elevados relativamente aos pacientes que sobreviveram. Isto é compativel com
a hipotese de Collard de que um ambiente procoagulante e de disfuncdo endotelial tém um

papel central na patogenia da EA-FPI(116).
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Actividade e sequimento da FPI

Clinicamente avalia-se a actividade e acompanha-se o curso da doenca com TCAR, PFR,
LBA e caracteristicas histoldgicas(7). No entanto, existem problemas com a sensibilidade,
dependéncia do operador e principalmente o problema da necessidade de repeticdo destes

exames para a melhor compreensédo do processo (o que implica tempo)(7).

Biomarcadores de actividade

Honda e colaboradores(117) publicaram um estudo pioneiro ha quinze anos desenvolvendo
um novo campo de investigacdo. Os autores relataram a utilidade potencial dos niveis séricos
de SP-D em reflectir actividade da doenga em doentes com diferentes DPI (FP1 e DTC-DPI).

Os niveis séricos de KL-6 foram avaliados por Kobayashi e colaboradores(118) para testar a
sua capacidade de avaliar a actividade da pneumonite que ocorre na DPI na busca de uma
potencial ferramenta de diagnostico diferencial e de avaliacdo da resposta ao tratamento.
Encontraram concentracdes distintas de KL-6 entre doentes com DPI e ndo DPI, bem como
uma correlagdo clara dos niveis de KL-6 com a actividade clinica das DPI. Apesar de
resultados promissores, uma elevacao dos niveis séricos de KL-6 e de SP-D sugere mas nao
estabelece o diagnostico diferencial de DPI. Carecem ainda, além disso, de estudos em grande

escala(7).

Biomarcadores de diagnoéstico diferencial, sequimento e prognéstico

Ohnishi e colaboradores conduziram um estudo comparativo em que analisaram diversos
factores do processo inflamat6rio mediado pelos mondcitos e macréfagos em varias DP1(119,
120). Foi feita a analise através de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) dos

valores de diagnéstico de KL-6, SP-A, SP-D e MCP-1 num conjunto de amostras de soro de
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doentes com FPI e DTC-DPI. Este estudo demonstrou que o KL-6 se destaca ao nivel da
precisdo de diagndstico, sensibilidade e especificidade. A analise estatistica confirmou que os
quatro biomarcadores séo especificos para FPI, e superiores aos biomarcadores anteriormente
descritos(7, 121). No entanto, os niveis sericos dos quatro biomarcadores podem ser
influenciados pela presenca de outras DPI que ndo FPI, bem como outras doencas pulmonares
tais como neoplasias, inflamacdes sistémicas e infec¢bes pulmonares fibrosante(14, 85, 122).
Perante esta informacdo Takahashi e colaboradores(123) avaliaram os niveis séricos de SP-A
e SP-D em doentes com FPI e correlacionaram-nos com o0s parametros radioldgicos e
funcionais. Demonstraram uma correlacdo positiva entre 0s niveis séricos de ambos o0s
biomarcadores e o0 grau de alveolite, ndo sendo observada correlagdo com a progressdo da
fibrose. Os autores mostraram ainda uma relacdo entre o aumento da concentracdo de SP-D e
o rapido declinio das PFR.

Note-se no entanto, a fraca correlacdo dos niveis séricos de SP-A e SP-D com os dados da TC
e a inconclusiva relagdo com a mortalidade.

Takahashi e colaboradores(124) prosseguiram estudos avaliando o papel das proteinas SP-A e
SP-D no prognostico de doentes com DPI e pesquisaram 0 mecanismo da sua elevacao sérica.
As concentracdes de SP-A e SP-D estdo significativamente diminuidas no LBA de pacientes
com FPI e DPI-DTC (117, 125). O total de fosfolipidos no LBA estad também reduzido em
pacientes com FPI(126). A diminuicdo da renovacao de proteinas e lipidos na formacéo do
surfactante sugere uma modificacéo funcional dos pneumdcitos tipo Il.

Takahashi e colaboradores(124) avaliaram 82 doentes com FPI concluindo que niveis
elevados de SP-D no momento do diagndstico estavam associados a um pior prognostico
enquanto os niveis de SP-A ndo parecem relacionados com a sobrevivéncia. O aumento dos
niveis, que parece associar-se a alveolite e ndo a fibrose, pode estar relacionado com o

aumento da permeabilidade alveolar que também acontece na inflamacéo intersticial.
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Os resultados tipicos das PFR na FPI s&o consistentes com uma insuficiéncia restritiva (sendo
as variaveis chave a CV (capacidade vital) e a CPT (capacidade pulmonar total). Na tentativa
de encontrar uma relagéo entre estes parametros e os biomarcadores proteinas do surfactante,
0s autores estudaram um conjunto de individuos com FPI e encontraram um relacdo
significativa entre os niveis do SP-D, no momento inicial do estudo, e a velocidade de
declinio percentual da CV e da CPT, o que ndo ocorreu com a SP-A(123).

O aumento de SP-D parece ser causado pela lesdo epitelial em curso e 0 sucessivo processo
de fibrose, e ndo pela fibrose instalada.

Jegal e colaboradores(127) baseados numa analise multivariada mostraram que uma mudanca
na CVF ap0s 6 meses de acompanhamento € um factor de prognostico independente da FPI.
Estes dados evidenciam a importancia das alteracbes a curto prazo nas PFR. E como
Takahashi e colaboradores descreveram, essas alteracdes nas PFR podem ser previstas pelos
niveis de SP-D numa fase inicial (antes da fibrose instalada), tornando-o num biomarcador de
prognostico(124) O tabagismo foi uma variavel ndo controlada neste estudo, podendo ter
exercido influéncia, justificando diminuicdo dos niveis de SP-A(124).

Takahashi, no mesmo estudo, sugeriu que apds a producdo de SP-A e SP-D, secretadas nos
alvéolos, estas eram transferidas imediatamente para a circulacédo, e que a sua concentragdo no
plasma aumenta na presenca de alteracBes inflamatoérias activas (alveolite), mas ndo na
presenca exclusiva de fibrose. Esta sugestdo é consistente com a TC do térax, em que a
elevacdo sérica da SP-A e SP-D foi relacionada com o grau de opacidade em vidro despolido,

mas ndo do padréo em favo de mel(124).

Noutro estudo de Takahashi e colaboradores(128) observou-se que as colectinas pulmonares
sdo biomarcadores especificos para doencas deste foro. Uma vez que a expressao de SP-A e

SP-D ¢ abundante e exclusiva ao interior do pulméo, mudancas nos niveis destas proteinas
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reflectem muito provavelmente alteracdes nas funcdes do epitélio alveolar. A determinacéo
dos niveis séricos de SP-A e SP-D é ndo-invasiva e util tanto para monitorizacdo da
actividade como para a previsdo prognostica da doenca em DPI incluindo a FPI, DPI-DTC,

pneumonite induzida por radiagdo, ARDS e proteinose alveolar pulmonar.

Yokoyama e colaboradores(129) demonstraram que 0s niveis de KL-6 podem predizer a
eficacia dos corticoides mais precocemente que outros biomarcadores estudados, e,
previamente a melhoria clinica ser evidente. No entanto este estudo incluiu um pegueno
nimero de doentes, e constatou-se que os niveis séricos de KL-6 anteriores ao inicio do
tratamento ndo poderiam ser usados para prever o resultado. Os niveis séricos de KL-6 podem
estar aumentados em certos processos tumorais(7, 14, 85). Estas representam as grandes
limitacBes do uso deste biomarcador e evidenciam a necessidade de mais estudos.

Greene e colaboradores(130) demonstraram uma elevacao dos niveis séricos de SP-A e SP-D
em doentes com FPIl e ES em comparacdo com os doentes com sarcoidose ou beriliose.
Curiosamente, este estudo demonstrou que niveis aumentados de SP-A e SP-D sdo altamente
preditivos de mortalidade na FPI e ES progressiva, 0 que 0s torna promissores para a

avaliacdo do prognostico (principalmente o SP-D)(7).

Yanaba e colaboradores(131) realizaram um estudo longitudinal retrospectivo num pequeno
namero de individuos com ES e descobriram que a maioria dos que apresentavam valores
plasméticos de KL-6 normais, ndo apresentaram deterioracdo ou desenvolvimento posterior
de fibrose pulmonar (FP) enquanto os pacientes com aumento dos niveis séricos de KL-6
mostraram uma progressao da FP. O mesmo grupo fez ainda um estudo comparativo sobre a

utilidade na monitorizagéo do curso clinico entre KL-6 e SP-D concluindo que a combinacéo
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dos dois biomarcadores parece ser mais Util do que a sua utilizacdo isolada. O estudo foi
inconclusivo devido a pequena dimensédo da amostra(7, 132).

Ishii e colaboradores(133) estimaram os valores de diagndstico de cinco biomarcadores
pulmonares periféricos: SP-A, SP-D, KL-6 e dois biomarcadores tumorais SLX e CA19-9, na
diferenciacdo de pacientes com DPI de padrdes histopatoldgicos diferentes, tais como UIP e
NSIP. Os autores encontraram diferencas nos doseamentos séricos de SP-A entre os dois
grupos indicando esta proteina como apresentando potencial discriminativo. Embora este
estudo mostre resultados promissores, € arriscado tentar estabelecer o diagnostico diferencial
destas patologias no quotidiano apenas por métodos ndo invasivos. O numero de doentes
incluido era pequeno e houve casos de alguma sobreposicdo dos niveis de SP-A nos doentes

UIP e NSIP(7).

Kinder e colaboradores, num estudo recente, demonstraram que 0s niveis séricos SP-A no
momento do diagnostico de FPI sdo um forte indicador independente da sobrevivéncia,
particularmente durante o primeiro ano de acompanhamento. Estes niveis podem identificar
os doentes com doenca mais activa e com maior risco de morte. No prosseguimento dos
estudos seria importante esclarecer se medicdes seriadas de SP-A plasmatica podem constituir
um biomarcador mais especifico de risco de mortalidade a longo prazo que as PFR(134). Os
mesmos autores concluiram que a avaliacdo conjunta dos niveis de SP-A e SP-D é superior a

cada uma individualmente(134).
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Outros biomarcadores: CK19, Cal19-9, SLX

Outros biomarcadores tém sido explorados no sentido de compreender melhor a fisiopatologia
destas doencas. Alguns dos mais extensivamente relatados foram o CK19, Ca 19-9 e SLX.
Dobashi e colaboradores foram os primeiros a demonstrar a presenca de niveis séricos de
CK19 elevados nas DPIs e uma associacao significativa deste biomarcador com parametros
clinicos preditivos da evolucdo (biomarcador de lesdo pulmonar)(135). No entanto, mais
estudos seriam necessarios.

Nakayama e colaboradores[65] foram os primeiros a revelar uma rela¢do positiva entre o
aumento dos niveis séricos de CK19 e a baixa taxa de sobrevivéncia na FPl e DTC-DPI,
sugerindo um papel potencial deste biomarcador tumoral em reflectir a gravidade da lesédo
pulmonar e o prognostico. Este estudo permitiu concluir que este biomarcador ndo discrimina

FPI de outras patologias com lesao epitelial.

O primeiro estudo a testar a utilidade clinica de niveis sanguineos elevados de Ca 19-9 numa
série de doentes com FP foi conduzido por Satoh e colaboradores(136). Os autores
demonstraram uma forte correlacdo entre os niveis séricos e o grau de actividade da
doenca(137).

Satoh e colaboradores (138) estabeleceram um “cut-off” nos niveis séricos de SLX, com
analises de Western blot e documentaram que esta combinacédo € de alto poder diagndstico na
diferenciacédo entre FPI e o adenocarcinoma pulmonar.

Nenhum dos estudos foi capaz de estabelecer valores de “cut-off” diagnoéstico, foram todos
caracterizados por baixa significancia estatistica, e na sua maioria, ndo se encontrou relacdo
com a gravidade da doenca. O KL-6 mostrou maior poder discriminativo que os antigénios
dos hidratos de carbono. Por outro lado, o desconhecimento do papel destes biomarcadores na

fisiopatologia das doencas limita a interpretacdo dos resultados. Neste sentido Obayashi e
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colaboradores(139) reportaram correlagdo directa entre os niveis de Cal9-9 no LBA e a
percentagem de neutrofilos. Este estudo sugere um potencial papel para o Cal9-9 como

quimiotactico de neutrofilos e subsequentemente implicacdo no processo de lesdo pulmonar.

Outros biomarcadores: citocinas

Seguindo o objectivo, nos Ultimos anos, véarios investigadores partiram para o estudo do
envolvimento das citocinas nestas patologias(7).

Suga e colaboradores(140) concluiram que a elevacao sérica e 0s niveis no LBA de MCP-1
poderiam ser Uteis para discriminar FP1 de outros membros do grupo das DPI. Curiosamente,
as concentracGes séricas do MCP-1 de pacientes com FPI submetidos a corticoterapia ndo
revelaram tendéncia para cair com o tratamento. No entanto, esses resultados ndo provam nem
a reprodutibilidade do biomarcador, nem a sua relacdo com o comportamento da doenga. As
ultimas observagGes mostraram influéncia da corticoterapia nos niveis de MCP-1, fazendo
deste biomarcador um mediador da inflamacdo. Como também é produzido noutras partes do
corpo fica limitada a especificidade no diagndstico diferencial e o seu valor como
biomarcador precisa de reavaliacéo.

As citocinas, como indicadores dos efeitos terapéuticos de diversos farmacos contra a FPI,
fornecem aos investigadores conhecimentos sobre 0s mecanismos potenciais desses farmacos
em termos de fisiologia e biologia molecular, sublinhando novos alvos terapéuticos(7).
Strieter e colaboradores(141) estudaram os efeitos do IFN-ylb sobre alguns biomarcadores
que se especulavam ser mediadores na patogénese da FPIl. O achado mais importante desse
estudo foi a elevacdo diferencial no sangue e no LBA, antes e ap0s o tratamento, dos niveis de

ITAC/CXCL-11, uma quimiocina com actividade multifuncional incluindo antiangiogénica e

Brigite Margafét@%&féﬁus Ferreira 54
3 5.1‘}4_ f



Expressdo de marcadores inflamatoérios na patologia intersticial pulmonar Abril de 2011

antimicrobiana. Este estudo revelou que se poderia melhorar a mortalidade dos pacientes com

FPI dadas as propriedades protectoras do IFN-y1b apoiando a sua utilidade terapéutica.

Andlise simultanea de biomarcadores

Maiores concentracBes séricas das proteinas do surfactante(130), KL-6(129), FAS(142),
CCL-2(140), defensinas e SPP1(143) foram relatadas em pacientes com FPI e outras DPI,
mas a maioria destes estudos contou com um pequeno nimero de doentes e ensaiou apenas
um Unico ou alguns biomarcadores em simultaneo. Rosas e colaboradores(144) utilizaram um
sistema de andlise simultanea de diversas proteinas e analisaram as concentracfes de 49
proteinas plasmaticas, incluindo citocinas, quimiocinas, factores de crescimento e de
angiogénese, MMPs e biomarcadores de apoptose num estudo de coorte de derivacdo
composta de pacientes com FPI e controlos saudaveis. Os autores identificaram uma férmula
combinatdria de cinco proteinas. Estudaram 4 grupos de doentes (com FPI, sarcoidose, DPOC
(doenca pulmonar obstrutiva crénica) e PH).

As MMP7 e MMP1, previamente implicadas na patogénese da FPI(145), estdo
significativamente aumentadas no plasma, LBA e tecido pulmonar de pacientes com FPI,
sugerindo que o seu aumento no sangue periférico € indicativo das alteragdes patoldgicas que
caracterizam o microambiente alveolar na FPI. E observado um aumento das concentragdes
sanguineas de MMP7 em pacientes com FP subclinica familiar. Niveis elevados de MMP7
estdo relacionados com a gravidade da doenca. Os resultados de Rosas e colaboradores
suportam o uso das MMP1 e MMP7 como biomarcadores na FPI e sugerem que o seu papel
no diagnostico precoce e monitorizacéo da progressdo da doenca deveria ser explorado.
Apesar de varios papeis diferentes e por vezes contraditorios terem sido propostos para o

papel destas proteases nas DPI, o consenso é de que esta familia de enzimas que degradam a
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matriz estd envolvida na patogenia destas doengas(145-150). Estas duas principais proteinas
referidas estdo significativamente aumentadas no epitélio alveolar pulmonar na FPI. A
MMP1, que degrada principalmente colagénio fibrilar, raramente se expressa em condicdes
normais(150) e a MMP7 € uma metaloproteinase da matriz com multiplos papéis reguladores
da inflamacao local(151, 152). Ambas sdo altamente expressas (Sobre expressa no caso da
MMP7) em ceélulas epiteliais alveolares reactivas em pulmdes com FPI1(153, 154).

Fica assim apoiada a utilizacdo destas proteases como biomarcadores para detec¢do da doenca
e monitorizacao da progressao da FPI.

Rosas e colaboradores(144) mostraram que nem 0s pacientes com DPOC, nem o0s pacientes
com sarcoidose expressam concentracdes periféricas de MMP1 ou MMP7 significativamente
aumentadas. Isto demonstra que as concentraces sanguineas periféricas de MMP7 e MMP1
observadas na FPI ndo sdo devidas a uma resposta sistémica relacionada com uma doenca
pulmonar crénica. E potencialmente poderdo distinguir a FPI de doengas como a DPOC,
sarcoidose ou PH.

Numa visdo critica aos resultados de Rosas e colaboradores, o facto de existirem niveis
elevados de MMP7 em estadios subclinicos da doenca pode ser indicativo que estes niveis
possam estar assim presentes noutras DPI. E neste contexto, a elevacdo da sua concentragdo
pode sugerir a MMP7 como um biomarcador para DPI assintomatica precoce. Refere-se ainda
o facto de que os padrdes de expressdo génica de MMP7 no LBA e no sangue parecem ser
muito semelhantes na FPI e na NSIP(155-157).

Se validados, estes biomarcadores tém o potencial para facilitar a introducdo de novas

terapéuticas para a FPI.
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Outros estudos, encontraram niveis aumentados de citocinas e quimiocinas no LBA de
doentes com FPI(158). Os niveis de varias quimiocinas (CC), CCL 2, CCL 17 e CCL 22 no

LBA sugeriram um mau prognéstico em pacientes com FP1(159).
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Doencas pulmonares ocupacionais

Introducéo

As doengas pulmonares ocupacionais (DPO) estdo relacionadas com a exposicédo e inalagéo
de particulas organicas, inorganicas, sintéticas, fumos, gases ou agentes infecciosos, o0 que
pode ocorrer no local de trabalho ou outras ocupagfes. A identificacdo desta exposicdo torna
crucial a realizagdo de uma histdria clinica detalhada.

Borm(160) salientou a necessidade de métodos para monitorizar o inicio dos efeitos adversos
da exposicdo e/ou a susceptibilidade dos individuos sujeitos a exposi¢cdo potencialmente
nociva. A incapacidade relativa das modalidades actuais incluindo anamnese, exame fisico e
as PFR para detectar sinais precoces dos efeitos adversos das exposic¢des estimulou o interesse
em utilizar alteracdes de base molecular, bioquimicas e patoldgicas como indicadores de
doenga respiratoria(150).

Da multiplicidade de patologias existentes, abordam-se nesta revisdo aquelas com

envolvimento imunoinflamatério do parénquima: PH e pneumoconioses(161).

O LBA é uma ferramenta Util para o estudo destas patologias, quer na exclusdo de outras
causas de alveolite, quer no seu diagnostico, na identificacdo de corpos asbestdsicos na

abestose ou de uma resposta proliferativa de linfocitos no LBA do doente com beriliose.

Vérios estudos tém sido projectados para utilizar os biomarcadores de exposicéo,
susceptibilidade e alteragbes fisiopatologicas, como parte da matriz de ferramentas

disponiveis para avaliar a doenca ambiental.

A actividade e libertacdo de varios mediadores inflamatérios como o TNF-a, enzimas

antioxidantes (glutationa), peptideos do procolagénio (tipo Il1) e biomarcadores de leséo
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celular, tal como a lactato desidrogenase (LDH) tém vindo a ser avaliados como ferramentas
de avaliacdo do desenvolvimento da doenca, actividade, progressdo e prognostico em varias

patologias ocupacionais e ambientais.
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Pneumonite de hipersensibilidade

A PH, também designada alveolite alérgica extrinseca, € uma doenca granulomatosa e
inflamatdria do intersticio pulmonar causada pela inalacdo intensa ou repetida de poeiras

organicas com sensibilizacéo.

Etiologia

Actualmente estdo descritos mais de 200 agentes responsaveis pela PH, incluindo produtos de
origem animal e vegetal, microrganismos em aerossois e produtos quimicos organicos,
geralmente com diametro inferior a 3 a 5 um para que sejam inalados e alcancem a periferia

do pulméo(161, 162).

Epidemiologia

A prevaléncia de PH esta relacionada com diversos factores tais como o tipo, a intensidade e a
duracdo da exposicdo, a concentracdo e solubilidade do antigénio, o tamanho das particulas, e
a susceptibilidade do individuo. Estima-se que na populacdo exposta a prevaléncia se situe
entre 5 e 15%(163), apesar de uma percentagem superior de doentes poderem apresentar

hipersensibilidade sem doenca, como acontece com 40% dos criadores de pombos(161, 164).

Patogenia

Os antigénios, uma vez dentro das estruturas alveolares podem induzir respostas imunes
celulares e humorais. O conhecimento adquirido sobre esses mecanismos €, em grande parte,

proveniente do estudo do LBA.
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Tipicamente o LBA mostra um padrdo de alveolite intensa na PH com clara predominéncia
dos linfocitos, frequentemente atingindo percentagens superiores a 50%(162) e geralmente
com uma relacdo CD4/CD8 abaixo do normal. Muitas vezes conta com a presenca de
mastocitos, plasmacitos e macrofagos espumosos(161).

Esta alveolite linfocitica é critério major de diagnostico na auséncia de confirmacéo

histologica(161).

Biomarcadores da PH

Wolff e seus colaboradores(165) descreveram como a fibronectina e o factor de crescimento
transformador- (TGF-B) estdo significativamente aumentados em pacientes com PH em
comparagdo com pacientes com pneumonia eosinofilica, alveolite fibrosante criptogénica e
sarcoidose, 0 que se relaciona possivelmente com uma maior intensidade da inflamagdo na
PH. O interferdo gama (INF-y) esta significativamente diminuido na PH em comparagdo com
a sarcoidose, provavelmente devido ao balan¢o Th2 vs Thl em ambas as doengas.

O diagndstico de PH é feito com base na historia de ocorréncia de queixas, por periodos ou
permanentemente, aquando da exposicdo a um antigénio especifico por inalacdo, pela
identificacdo de alteracdes intersticiais em ambos os pulmdes na radiografia do térax ou
TCAR e deteccdo de anticorpos precipitantes. Actualmente, os procedimentos disponiveis
para a confirmacdo do diagndstico sdo invasivos e dispendiosos para 0 uso quotidiano.

Nesse sentido Takahashi e colaboradores(166) avaliaram os niveis séricos de KL-6 como um
biomarcador biologico para a doenga de pulmao do fazendeiro, um tipo de PH causada pela
inalacdo de antigénios bacterianos presentes no feno, frequente na actividade agricola.

Realizaram assim um estudo de coorte que claramente demonstrou niveis séricos de KL-6
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significativamente aumentados nos pacientes com pulméo do fazendeiro comparativamente a
outros agricultores, independente de apresentarem pesquisa de precipitinas positivas.

As principais conclus@es do estudo foram no entanto a correlacdo encontrada entre 0s niveis
séricos de KL-6 e a actividade da doenca, bem como a indicacdo de que elevadas
concentracdes deste biomarcador, aliadas aos critérios convencionais de diagnostico podem
detectar estadios subclinicos da doenca permitindo uma terapéutica mais precoce e eficaz.

No entanto, para validar esta correlacdo seria necessaria uma avaliacdo aprofundada da
especificidade e da sensibilidade deste biomarcador, assim como a analise da sua relacdo com

0 comportamento da doenca(7).
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Pneumoconioses

As pneumoconioses sao doencas pulmonares intersticiais cronicas causadas pela inalacdo de

minerais metalicos e particulas inorganicas ou poeiras num contexto ocupacional(161).

Epidemiologia

Actualmente parece existir uma tendéncia para mudanca na prevaléncia das varias doencas
ocupacionais com queda da incidéncia das pneumoconioses € um aumento da asma
ocupacional(161, 167). Este facto relaciona-se com continuas melhorias ao nivel tecnoldgico

e melhores medidas de higiene e seguranca no trabalho.

Fisiopatologia

A inalagdo de agentes como a silica cristalina pode conduzir a lesdes reactivas do pulméo
levando a fibrose pulmonar. Como as restantes patologias por exposi¢do ocupacional, o
desenvolvimento e evolucdo da patologia relacionam-se com diversos factores incluindo a
duracdo da exposi¢cdo, a concentracdo de particulas no ambiente e suas caracteristicas
morfolégicas, fisico-quimicas e de superficie para além da susceptibilidade individual (161).

A fisiopatologia das pneumoconioses é complexa. Primeiramente caracteriza-se pela
intervencdo dos macrofagos e células NK junto das particulas inaladas. De seguida ocorre
opsonizacao das particulas por surfactante, imunoglobulinas, componentes do complemento
entre outras. Estas mudancas podem ser expressas no LBA (e na bidpsia) por alveolite
linfocitica e ocasionalmente neutrofilia ou um padrdo misto. Geralmente ocorre activacdo

preferencial de linfocitos T CD4 ou CD8 e diferenciacdo Th1/Th2 induzindo a progressao
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para uma reaccao granulomatosa ou para fibrose, com a activacédo das IL-1,4,6,8,10,12, e 13,

TNF-0, MMP-1, TIMP-1, ICAM-1, TGF-B, EGF, IGF, PDGF, entre outros(161, 168).

Beriliose

A doenca cronica do berilio (DCB), ou beriliose, € uma doenga pulmonar granulomatosa que
afecta 1 a 3% dos trabalhadores expostos a este elemento e é clinica, radioldgica e
histologicamente indistinguivel da sarcoidose(161, 169, 170).

O LBA permite esclarecer o perfil imunopatogénico da doenca (perfil de células T CD4 com
diferenciacdo em Thl eventualmente regulada por um HLA particular, alelo DPB1(161,
171)). Mas o LBA revela-se aqui também como uma ferramenta de diagndstico mostrando a
proliferacdo de linfécitos que ocorre em resposta ao berilio. Este teste de transformacéo
linfocitaria, quantificando a proliferacdo de linfécitos incubados com sais de berilio, é sempre
positivo em pacientes com DCB desde que sejam usados linfocitos provenientes do LBA mas
apenas positivam em 50% dos casos se os linfécitos usados forem provenientes do sangue

periférico(172). Assim o LBA é a ferramenta mais sensivel para identificar a doenca.

Uma analise retrospectiva em 20 pacientes com pneumoconioses de diferentes etiologias
realizada no Centro de Pneumologia da Universidade de Coimbra revelou uma alveolite
menos intensa quando comparada com a PH, com um alveolite mista

linfocitica/granulocitica(161).
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Biomarcadores nas pneumoconioses

Borm e colaboradores(160, 173) avaliaram a utilidade clinica das enzimas antioxidantes, do
TNF-o e do peptideo pro-colageno do tipo 11l sérico em pacientes com patologia induzida
pela poeira de carvdo, um amplo espectro de doencas cronicas que incluem inflamacdo e
fibrose macica progressiva (FMP). No primeiro estudo de caso-controlo realizado foram
encontrados niveis de glutationa diminuidos no soro de pacientes com pneumoconiose em
estadios iniciais, no entanto, aumentados nos pacientes com FMP induzida pelas poeiras de
carvao(7, 160). Este achado sugere um papel potencial das enzimas anti-oxidantes na
deteccdo precoce da resposta inflamatoria associada a exposicdo a poeiras minerais. Os niveis
de glutationa ndo sdo Uteis para predizer a susceptibilidade do individuo pois parecem
reflectir uma consequéncia da doenca. Perante isto os autores realizaram um segundo estudo
caso-controlo dirigido para o0 TNF-a como um potencial factor de risco. Concluiu-se que a
liberacdo de TNF-a pelos mondcitos do sangue periférico em trabalhadores expostos a poeira
de minas de carvdo € um biomarcador de susceptibilidade individual para fibrose pulmonar
induzida por poeiras(7, 173). Em estudos posteriores estes achados foram corroborados(174,
175) e foi apoiada a nogdo de que o TNF-a libertado pelos mondcitos ndo esta associado com
a exposicdo real ou cumulativa.

Um estudo prospectivo neste contexto poderia ser esclarecedor. Schins e colaboradores(176),
mostraram prospectivamente que 0s mineiros que tiveram progressao da doenca durante cinco
anos ja tinham niveis elevados de TNF-a libertado pelos mondcitos quando expostos a poeira
do carvao no inicio do estudo e ndo foram registadas alteracdes no seguimento. Este estudo
veio provar que o TNF-o ndo é biomarcador de exposicdo e sugeriu que a libertacdo desta
citocina € um biomarcador do progndstico que nédo é afectado pela doenca em si.

Tendo como alvo o peptideo do procolagénio tipo Ill, Schins e Borm(177) realizaram um

outro estudo prospectivo de 5 anos no qual ndo foram observadas diferencas entre os niveis
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séricos deste biomaracdor em mineiros de carvéo e controlos ndo-expostos, concluindo-se que
este peptideo ndo € um biomarcador de risco precoce.

Cobben e colaboradores(178, 179) estudaram o papel da LDH como biomarcador de lesdo do
tecido pulmonar. Descreveram uma elevacdo consideravel deste enzima num grupo de ex-
mineiros e uma associagdo com outras variaveis clinicas. Avaliaram noutro estudo o papel da
B-glucoronidase como biomarcador da actividade fagocitaria e relataram concentracfes
plasmaticas aumentadas num grupo de mineiros de carvao apds 20 anos de exposi¢cdo, no
entanto sem correlacdo com a gravidade clinica. Os dados mais recentes indicam a LDH e a
B-glucuronidase como biomarcadores possiveis da actividade da doenca. Estes estudos devem
ser cuidadosamente interpretados e sdo necessarios estudos prospectivos para explorar estes

achados.

Enquanto o papel da neopterina permanece por esclarecer, Harris e colaboradores(180),
exploraram-na como potencial biomarcador na DCB pela sua utilidade para reflectir a
activacdo de mondcitos e macrofagos que conduz a doenca. Neste estudo, usando curvas
ROC, os autores encontraram uma associa¢ao entre niveis séricos de neopterina e parametros
clinico-laboratoriais de gravidade da doenca. Sugeriram este biomarcador para discriminar
trabalhadores com DCB daqueles que estdo apenas sensibilizados ao berilio de forma a tornar
desnecesséria a bidpsia para este fim.

Estes estudos foram sustentados por testes in-vitro com células mononucleares de sangue
periférico de pacientes com DCB ou de trabalhadores expostos a berilio(25) tendo sido
encontrada uma associacao entre 0s niveis séricos de neopterina e os parametros clinico-

laboratoriais da gravidade da doenca.
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No entanto, sdo necessarios estudos de coorte em grande escala incluido medicdes seriadas e a
sua correlacdo com critérios clinicos e radiologicos para determinar os niveis de “cut-oft”

para o diagndstico da doenca e conhecer a probabilidade da sua progresséo.
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Biomarcadores noutras patologias do intersticio pulmonar

Como as proteinas do epitélio pulmonar reflectem o dano pulmonar e a sua renovacao celular
foi recentemente demonstrado que elas podem ser usadas como biomarcadores circulantes
efectivos para o diagnostico, progndstico e curso clinico de varios tipos de pneumonites

intersticiais incluindo as induzidas por farmacos, por radiacéo e de hipersensibilidade.

Pneumonite induzida por farmacos

Muitos agentes, citotdéxicos ou ndo, para o pulmao, tém capacidade de exercer toxicidade
pulmonar possivelmente fatal.

Ohnishi e colaboradores(181) numa tentativa de encontrar um biomarcador reprodutivel capaz
de reconhecer lesdo pulmonar induzida por diferentes tipos de farmacos, estimou as
concentracOes plasméticas de KL-6 em 30 doentes com pneumonite associada a farmacos
classificando-os segundo quatro tipos de padrfes radiograficos. A constatacao notavel deste
estudo foi a demonstracdo de uma relacdo sensivel entre a elevacao dos niveis plasmaticos de
KL-6 e tipos especificos de lesdo pulmonar, bem como com seu curso clinico. No entanto, o
reduzido numero de pacientes e as discrepancias entre os niveis séricos de KL-6 e a extensdo
da doenca (definido pela TC) constituem factores que restringem a possibilidade de
conclusBes mais praticas indicando a necessidade de mais estudos para determinar se a
monitorizacdo do KL-6 é util e se este biomarcador pode ser eficaz para a deteccao precoce da

doencga(7).
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Pneumonite induzida por radiacao

A pneumonite induzida pela radiacdo, utilizada para tratamento de neoplasias, é classificada
como uma DPI. O seu diagnostico € baseado sobretudo na TC, que no entanto nem sempre é
reprodutivel e por vezes exibe padrdes nao especificos, muito dificeis de distinguir de
manifestacdes tumorais. Um teste laboratorial reprodutivel é assim necessario para a deteccéo
precoce da lesdo pulmonar associada a radiacao(7).

Kohno e colaboradores(182)neste sentido estudaram os niveis séricos de KL-6 como um
possivel biomarcador sensivel da pneumonite radica grave. Nao foi no entanto possivel retirar
conclusdes pois 0 numero de medicBes efectuadas durante o curso clinico dos pacientes em
estudo foi reduzido. Goto e colaboradores(183) no seguimento deste estudo fizeram medicdes
seriadas em curtos espacos de tempo dos niveis séricos de KL-6 em pacientes com cancro do
pulmdo que foram sujeitos a radioterapia com ou sem quimioterapia concomitante e
mostraram uma relacdo entre o curso clinico da pneumonite induzida pela radiacdo e a
resposta ao tratamento.

A constatacdo que os niveis séricos de KL-6 em alguns pacientes se encontravam aumentados
mesmo antes do diagndstico clinico e radiolégico de pneumonite de radiacdo €
particularmente notavel e deve ser considerada.

Takahashi e colaboradores(184) demonstraram que quase todos 0s pacientes com pneumonite
induzida pela radiacdo, diagnosticados por TC, apresentavam niveis séricos de SP-A e SP-D
elevados, mostrando uma alta especificidade e sensibilidade para um diagnostico precoce
guando comparados com outros indices laboratoriais utilizados. Também foi encontrada uma
relacdo entre os niveis de SP-A e SP-D e a resposta clinica ao tratamento com esterdides.
Estes dados sugerem um possivel papel das proteinas especificas epiteliais do pulmdo como
uma ferramenta diagndstica para o reconhecimento de lesdo pulmonar induzida pela radiacdo

mesmo quando as suas manifestacGes radiograficas sdo frustres.
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Os estudos referidos tém varias deficiéncias, como o numero reduzido de pacientes
envolvidos, a aplicacdo de quimioterapia concomitante a radioterapia, a auséncia de medicdes
seriadas durante a evolucdo da doenca e ainda a evidéncia de que estes biomarcadores (KL-6
e SP-A) ndo sdo especificos de 6rgdo nem de doenca dado que também foram encontradas

alteracdes no adenocarcinoma do pulméo(7, 85, 185).
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Contributo pessoal: trabalho de investigacéo

Expressao de perfis de marcadores inflamatorios na patologia intersticial pulmonar

Brigite Ferreira’, Luis Mesquita®®, Tiago Alfaro®, Henriqueta C Silva®®, Carlos R Cordeiro®
'Aluna do Mestrado Integrado em Medicina da FMUC; “Unidade de Genética Médica da

FMUC:; 3Centro de Pneumologia da FMUC.

Trabalho financiado pelo Centro de Pneumologia

Objectivos

Mediante o estudo da expressao de moléculas envolvidas na resposta imunoinflamatoria
procurdmos compreender melhor a patogénese das DPI e identificar biomarcadores de

diagnostico e de prognostico. Os objectivos do trabalho consistem em:

procurar padrdes de resposta inflamatéria com vista a um auxilio diagnostico as

patologias do intersticio, através de métodos menos invasivos;

e identificacdo de biomarcadores imunoinflamatorios para avaliacdo progndstica;

e identificacdo de critérios para o desenvolvimento de protocolos individualizados
de imunomoduladores;

e identificacdo de biomarcadores para seguimento de protocolos terapéuticos de

imunomoduladores;

Métodos

Estudaram-se 32 doentes com patologia instersticial do pulmdo e 49 controlos.
Quantificou-se a expressao de 30 genes pela técnica de MLPA (multiple ligation probe assay),
com o kit “SALSA MLPA kit RO09 Inflammation mRNA”, no sangue periférico e no LBA

dos doentes e no sangue periférico dos controlos. Esta técnica permite o estudo quantitativo

o e s )
Brigite Margagetg;%@ ‘Jesus Ferreira 71
Eomy

-’,r‘*& i &

2, 58
Z %
g e




Expressdo de marcadores inflamatoérios na patologia intersticial pulmonar Abril de 2011

de dezenas de sequéncias de RNA ou DNA em simultaneo. As sequéncias sdo identificadas
por sondas marcadas com comprimentos especificos e sdo separadas por electroforese capilar
num sequenciador automatico. A intensidade do sinal vai ser proporcional ao nimero de

copias da sequéncia alvo. Foi utilizado o gene PARN como gene controlo. Os genes

estudados encontram-se listados na tabela 1.

IL15-R0O1 Interleucina 15

IL4-R02 Interleucina 4

NEKBIA-RO1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor

NFKB1-R01 Factor nuclear KB

IFNG-R01 Interferdo-vy

TNF-RO1 Factor de necrose tumoral - o

IL18-R0O1 Interleucina 18 (Factor de inducéo INF-y)

IL1B-R0O1 Interleucina 18

ILIRN-RO1 Antagonista do receptor da interleucina 1

IL2-R0O1 Interleucina 2 (Factor de crescimento das células t)

IL6-RO1 Interleucina 6

IL8-RO1 Interleucina 8

IL10-RO1 Interleucina 10

IL13-RO1 Interleucina 13

IL12A-R0O1 Interleucina 12A (subunidade p35)

IL12B-R01 Interleucina 12B (subunidade p40)

B2M-R01 microglobulina 32

NFKB2-R01 Factor nuclear KB (subunidade 2)

SERPINB9-01 Proteina inibidora da cisteina
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PDGFB-R01

THBS1-R01

LTA-RO1

CDKN1A-RO1

TNFRSF1A-01

BMI1-R01

MIF-R0O1

SCYA2-R0O1

SCYA4-R0O1

SCYA3-R01

SCYAS8-R01

Factor de crescimento derivado das plaquetas
Trombospondina 1

TNF-B

P21

Receptor do TNF 1

Oncogene BMI-1

Factor inibidor da migracdo dos macrofagos
Proteina quimiotaxica dos mondcitos 1
Proteina inflamatoria dos macrofagos 1B
Proteina inflamatdria dos macrofagos la

Proteina quimiotactica dos monacitos 2

Tabela 1 - Tabela de biomarcadores estudados.

Recrutamento de doentes

Os doentes foram recrutados no Servigco de Pneumologia dos HUC, entre os doentes referidos

para a realizacdo de broncofibroscopia no seguimento da sua orientagcdo clinica. Foram

incluidos doentes com patologia intersticial diagnosticados segundo as guidelines mais

recentes(2, 33). Os doentes sem diagnostico definitivo foram incluidos no grupo geral de

doentes. O grupo “outras doengas pulmonares intersticiais” contava com doentes com

patologia intersticial ndo incluida nos grupos supra-referidos, diferente dos restantes

subgrupos.

Os subgrupos foram assim definidos: sarcoidose (n=7), PH (n=3), FPI (n=2), DTC (n=3),

outras (n=6).
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O subgrupo “outras” inclui pacientes com patologia intersticial diferente das dos restantes
grupos (OP — pneumonia em organizacdo, ACIF - airway-centered interstitial fibrosis —
fibrose intersticial centrada nas vias aéreas, e silicatose). Alguns doentes ndo foram inseridos
nos subgrupos por ndo ter sido possivel estabelecer ainda o diagnostico definitivo, sendo
apenas considerados para o grupo geral doentes.

Os dados relativos ao tratamento, habitos tabagicos e contagem total e diferencial de células
no LBA ndo foram incluidos na analise por indisponibilidade dos mesmos em tempo util.

Salienta-se que se trata de um projecto ainda em curso.

Estudo estatistico

A analise estatistica foi efectuada utilizando testes de ANOVA para as amostras com
distribuicdo normal. Para as amostras com distribuicdo ndo normal usou-se U de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis e o teste pos-hoc de Dunn. Utilizou-se o SPSS na realizacdo do teste
ANOVA entre os grupos controlos e doentes e o GraphPad versao 5 na analise dos subgrupos.

Fez-se 0 estudo comparativo entre os niveis encontrados no sangue do grupo doente vs
grupo controlo. Quando esta analise revelou diferencas significativas realizou-se o estudo

comparativo entre os subgrupos de doentes.
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Resultados

O estudo do LBA ndo revelou diferencas com significancia estatistica tendo sido

inconclusivo.

O estudo comparativo entre os grupos doentes vs controlos revelou dados com
significancia estatistica para os seguintes genes: NFKB2-R01, SERPINB9-R01, THBS1-R01,

CDKN1A-R01, BMI1-R01, MIF-R01, SCYAZ2-R01, SCYA4-R01 e SCYA3-ROL1.

<0,05
[PRASEET|  —

&9 Mocente

Niveis plasmaticos (média)

NFHB2-R01 THBES1 -RO01 SCYa2-RM SCYA3I-RON
SERPINBS-R01 CDKN1A-RD1 MIF-R01 SCY A4-RO1

llustracéo 10 - Niveis plasmaticos doentes vs controlos (p<0,05).
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O estudo comparativo entre os subgrupos de doentes é apresentado nos seguintes graficos.

diagn texto

—

= DTC
FPI

= QUTROS
PH

= SARC

W P<005

Mean

T T T 1 T
NFKB2-RO1 l THBS1-RO1 I BMI1-ROY I SCYA2.-R01 I SCYA3-RO1
SERPINBY-R01 CDKN1A-ROY AF-R1 SCYA4-R

llustracéo 11 - Estudo comparativo entre os subgrupos de doentes. Os pares de estrelas com a mesma cor

revelam significAncia estatistica na distin¢é@o dos respectivos subgrupos assinalados (p<0,05).
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THES1-RO1

P <0,05

llustracdo 12 - THBS1-R01. Revelou
significancia estatistica na distin¢ao entre

0s grupos Controlos vs Sarcoidose,
Controlos vs DTC e Controlos vs Outras
(n<0 NR)
SERPINEB3-R0O1
6 P <0,05
p— L ]
. /-\
T T @
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llustracdo 14 — SERPINB9-R01. Revelou
significancia estatistica na distin¢ao entre
0s grupos Controlos e Outras (p<0,05).

& *

llustracdo 13 — CDKN1A-R01. Revelou
significancia estatistica na distingdo entre

0s grupos Controlos vs Sarcoidose,
Controlos vs DTC e Controlos vs Outras
(p<0,05). E, ainda que sem significado
estatistico, revelou-se  préoximo na
distin¢éo de FPI1 e Controlos (p<0,01).

IFNG-R01

7] &
A Cd 0
Q %
o® Gaé"
llustragdo 15 - INFG-R01. Revelou

significancia estatistica na distin¢éo entre
0s grupos Controlos e Outras (p<0,05).
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SCYA2-R01
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0.8+

== Nl =

llustracdo 16 - SCYAZ2-R01. Revelou
significancia estatistica na distin¢io entre
0s grupos Controlos e Outras (p<0,05).
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llustracdo 18 — IL10-R01. Ainda que sem
significAncia estatistica revelou potencial

na distincdo entre os grupos PH e
Controlos (p<0,01).

SCYA3-R01
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llustracdo 17 - SCYA3-RO1. Revelou
significAncia estatistica na distin¢éo entre
0s grupos Controlos e Outras (p<0,05).

MIF-R01

llustracdo 19 — MIF-R01. Ainda que sem
significancia estatistica revelou potencial
na distincdo entre os grupos Controlos vs
PH e Controlos vs DTC (p<0,01).
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BMN-R01
2.5+
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llustragéo 19 — BMI1-R01. Ainda que sem
significancia estatistica revelou potencial
na distin¢cdo entre os grupos Controlos e
Outras (p<0,01).
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llustracdo 19 — IL1RN-RO1. Ainda que
sem significAncia estatistica revelou
potencial na distingdo entre os grupos
Controlos e Sarcoidose (p<0,01).

Abril de 2011
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Discusséo

Relativamente ao LBA, ndo estdo disponiveis dados de controlos e a amostra nos
subgrupos de doentes contava com um n reduzido. Os resultados ndo apresentaram
significancia estatistica, sendo inconclusivos. Provavelmente, a continuacdo do estudo e o
aumento da amostra poderdo trazer maior relevancia aos valores encontrados.

Quanto a analise do sangue, varios biomarcadores se revelaram biomarcadores de
doenca.

Observaram-se diferencas estatisticamente significativas, ente os voluntarios saudaveis e
os doentes, em 9 biomarcadores.

O NFKB2-R01 encontrou-se significativamente diminuido no grupo de doentes
relativamente aos controlos. O NFKB € um factor de transcricdo que actua como proteina
anti-apoptotica(186). Foi demonstrado que € libertado em consequéncia de stress
oxidativo(187) e estd aumentado em macréfagos alveolares e mondcitos de doentes com
sarcoidose activa(91). Jinta e colaboradores(188) sugeriram que um aumento de células
epiteliais apoptoticas estava relacionado com o aumento de lesdo fibrética. A diminuicdo da
expressao desta proteina no sangue favorece a apoptose. Portanto, estes dados vao de
encontro com a sugestdo de Jinta. Sera o0 NFKB um bom biomarcador de progressdo para
fibrose? No nosso estudo nao obtivemos diferencas com significancia estatistica inter-grupos,
provavelmente pela pequena dimensao dos mesmaos.

Salienta-se o conjunto de biomarcadores envolvidos na regulacéo do ciclo celular como
0 CDKNI1A, o THBS1, o BMI1 e a SERPINB9 e o NFKB associados ao controlo da
apoptose. Seria importante perceber as implicagdes desta desregulacdo do controlo do ciclo
celular e da possivel evolugéo destas patologias para cancro. No futuro seria importante fazer

um estudo de seguimento dos casos e perceber o risco desta evolucao.
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O BMI-1 parece ter um papel importante na diferenciacdo em Th2(189). Encontra-se
significativamente aumentado nos doentes sugerindo um estadio inflamatorio. Com o
continuar do estudo e a possivel subdivisdo dos subgrupos segundo o grau de actividade da
doenca, poder-se-do encontrar resultados interessantissimos como por exemplo: o BMI-1
poderia estar relacionado com o estadio inflamatdrio na sarcoidose e sinalizar a transicdo da
resposta Th1 para a resposta Th2.

Curiosamente ndo obtivemos significancia estatistica para biomarcadores téo
importantes como as ILs-2, 12, 4, 10 e 13.

A 1L-13 foi apenas doseavel em dois controlos, sendo o seu doseamento zero em todas
as restantes medicGes. Park tinha encontrado uma relagcdo entre o aumento do doseamento
desta interleucina e a gravidade da FPI no que respeita a sua evolugdo para fibrose(104).
Podera ter existido um erro técnico neste doseamento. No entanto, estes resultados s&o
significativos, pois os estudos de Park dosearam a citocina enquanto 0s nossos estudo
dosearam 0 MRNA que a codifica. Basta que o turnover do mRNA seja muito rapido para que
0S seus niveis sejam praticamente indetectaveis. O mesmo aconteceu com as interleucinas -2,
-6, -10, e -12.

O SCYA2 ou MCP1 mostrou-se significativamente elevado nos doentes, mas 0 mais
interessante, € que 0 seu aumento, ainda que sem significancia estatistica, é superior na FP1 o
que esta de acordo com o que Suga e colaboradores publicaram(140). Nesse mesmo estudo 0s
autores sugeriram que esta proteina poderia ser Gtil para distinguir a FPI de outras DPI e para
monitorizar a evolugéo das DPI.

O SCYA4 e SCYAS ou respectivamente MIP1B e MIP1A sugerem a activacdo e
quimiotaxia dos macrofagos e poderdo ser Uteis como biomarcadores de doenga, no entanto,

ndo revelaram diferencgas com significancia estatistica na discriminagéo intergrupos.
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A THBS1 mostrou significancia estatistica na distingdo entre o grupo de controlos e
cada um dos seguintes subgrupos: sarcoidose, DTC e outras. Curiosamente ndo mostrou
significancia na FPI e PH, que sdo os subgrupos mais pequenos. O aumento da amostra
podera alterar estes resultados. Um dado curioso é o facto do CDKNZ1A distinguir 0s mesmo
grupos que a THBS1, no entanto, ao aplicar o teste estatistico mais permissivo, para um p<0,1
também o subgrupo IPF se distingue dos controlos. O que parece ser um dado a favor.

O aumento de CDKN1A relaciona-se com 0 aumento da apoptose nas células do epitélio
pulmonar e a sua expressao estd aumentada nos pacientes com UIP relativamente aos
pacientes com NSIP(188). Se atentar-mos a ilustracdo 13 (grafico do CDKN1A), a FPI é a
que revela o nivel mais alto deste biomarcador, com um desvio padrdo pequeno. E apesar de
ndo revelar diferenca estatisticamente significativa entre esta e os controlos, € muito provavel
que o que impede este significado estatistico seja o facto do n da FPI ser muito pequeno.

A maior parte dos biomarcadores revelou diferencas significativas entre os subgrupos
"outras" e "controlos" provavelmente porque estes eram 0s que contavam com maior nimero
de doentes.

A diferenca entre os valores médios de IFN-gama do grupo de doentes e do grupo de
controlos ndo foi estatisticamente significativa, mas parece haver uma tendéncia para valores
mais altos nos doentes (p=0,071) o que sugere um padrdo de resposta Thl predominante.

O aumento do nimero de doentes, o controlo de variaveis como o tabagismo e a terapéutica
prévia e a possivel subdivisdo dos subgrupos de doencas consoante a actividade da mesma
poderd conduzir a um conhecimento mais aprofundado destas moléculas e do seu
envolvimento nesta doencas, 0 que se revela verdadeiramente promissor e uma esperanca para
0s doentes que padecem destas patologias.

O nosso estudo revela variadissimas direcgdes que devem ser exploradas nestas patologias

pelos interessantes resultados ja obtidos nesta fase ainda precoce do estudo.
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Discussao/Conclusdo

As DPI representam um grupo diverso de doencas pulmonares, incluindo mais de 200
diferentes membros classificadas em varias categorias.

Actualmente, a aplicacdo mais frutifera dos biomarcadores seria a de acompanhar a actividade
da doenca e, por conseguinte a deteccdo precoce de pacientes com maior probabilidade de
sofrerem progresséo da doenca e de ndo responderem ao tratamento.

Portanto, um grande desafio seria encontrar um biomarcador sérico confiavel que reflectisse o
comportamento da doenca antes de esta se tornar clinicamente evidente. Um biomarcador que
fosse facilmente reprodutivel e ndo-invasivo (possibilidade de medicgdes seriadas). Os niveis
iniciais deste biomarcador poderiam levar a uma deteccdo precoce de recaida e, assim,
permitir avaliar a terapéutica a que o paciente estad a ser sujeito, dando espaco para a sua
alteracdo antes que o tratamento tenha efectivamente falhado.

Um importante namero de biomarcadores séricos ou proteinas pulmonares, biomarcadores
tumorais e citocinas tém sido alvo de estudo e tém sugerido alguns aspectos da
imunopatogénese das DPI. Infelizmente os biomarcadores ndo déo indicacfes para a terapia
nem marcam o fim do processo inflamatério e o seu valor progndstico ainda precisa de ser

estabelecido.

Varios pacientes com sarcoidose vém a desenvolver a leséo e fibrose pulmonar irreversivel
culminando num desfecho fatal. Apesar da controversa utilidade da ECA em reflectir a
actividade da doenca, esta continua a ser o biomarcador mais confiavel e bem definido. No
entanto s0 deve ser usada como adjuvante, contra ou a favor da sarcoidose, e nao

isoladamente como patognomonico do diagnostico(26).
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A diminuicdo das células NKT na sarcoidose podera promover uma actividade Thl
exagerada. O papel das células T reguladoras é controverso(24).

O sIL-2R e a quitotriosidase representam duas das aplicagdes mais promissoras sendo
necessaria mais informacdo sobre a variacdo destes biomarcadores no tempo e com a
terapia(42). Deve esclarecer-se quais e quantos biomarcadores inflamatdrios sdo necessarios
para caracterizar o padrdo clinico do paciente. E importante determinar quais sdo o0s
biomarcadores de progressdo para doenca cronica e fibrose pulmonar, para recaida e de
resposta a terapéutica. E necessario avaliar a sua relagdo custo-beneficio em relacdo as
informac@es clinicas que prestam. Estes aspectos relevantes precisam de ser discutidos por
um grupo de profissionais dedicados a area e deve ser elaborado um projecto comum para
coordenar futuras pesquisas neste campo. Os biomarcadores poderiam ainda ser Uteis para
estabelecer o tipo de apresentagdo (“fenotipo”) da sarcoidose.

Embora se tenha assistido a uma melhoria das estratégias de diagndstico e seguimento da

sarcoidose, a determinacdo das suas causas e das populac@es de risco melhorariam ndo sé o

diagnostico e tratamento como poderiam ser Uteis para delinear estratégias de prevencéao.

Apesar de nenhum biomarcador ter chegado perto do ideal, as proteinas especificas do
epitélio pulmonar principalmente KL-6 e SP-D mostram-se promissores na FPI e outras DPI.

A FPI ocorre em cerca de 2 a 29 casos por 100.000 habitantes por ano(97) com uma
sobrevivéncia média de 2 a 3 anos apds o diagndstico independentemente do tratamento(98).

O prognostico sombrio da FPI torna-a uma das doencas ndo malignas mais letais no mundo
ocidental(190). Nesta patologia ha ainda muitas questdes por explorar que poderiam
acrescentar muito ao conhecimento actual e permitir avangos consideraveis. Serdo 0s
fibrocitos presentes na doenca estavel diferentes dos das exacerbacfes? Qual é a causa do seu

influxo sanguineo? De que forma aumentam a fibrose? Existem estudos a decorrer nesta area.
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Chesney(191) sugere que os fibrocitos possam ter efeitos paracrinos activando os fibroblastos
residentes no pulmdo pela secrecdo de mediadores pré-fibréticos como o TGF-f. Van
Deventer(192) acrescenta ainda que os fibrocitos induzirdo a transi¢do de células epiteliais
para células mesenquimatosas pela secrecdo ou inducédo de proteases (ex. MMP9) e factores
pro-fibroéticos. Estes cenarios devem também ser testados em modelos animais.

Um futuro objectivo sera estabelecer se 0 nimero de fibrocitos poderd ser um indicador de
mortalidade na FP1 com utilidade clinica. Analises seriadas de fibrdcitos podem predizer a
estabilidade, degradacdo e/ou exacerbacdo aguda. Um estudo de Moeller(112), incluindo 15
pacientes estaveis com FPI ndo mostrou diferenca na percentagem de fibrdcitos circulantes
guando medida em dois tempos diferentes entre 4 a 12 meses ap6s a analise inicial.

Em contrapartida, elevadas percentagens de fibrocitos sdo preditivas de mortalidade.

Assim, € possivel que um aumento relativo no ndmero fibrécitos possa preceder a rapida
deterioracdo clinica e funcional na FPI.

Outra questdo pertinente é se as variacGes na percentagem de fibrocitos estdo relacionadas
com a resposta a terapéutica. E serd que uma terapéutica eficaz diminuira a percentagem de
fibrocitos circulantes(112)?

A comissdo da ATS das guidelines 2011 para a FPI incentiva a realizacdo de estudos de larga

escala e estudos de coorte bem descritos para a investigacdo de biomarcadores(97).

Nas pneumopatias ocupacionais e ambientais, o Unico estudo de seguimento mostrou o TNF-a

como o mais valioso indicador da actividade e progresséo da doenca para fibrose(7).

ADDUE D
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Clinical Utilities Key Biomarkers

KL-6 SP-A SP-D CCle sIL-2R ACE TNFa

Detection of lung disease ++ ++ ++ + MNE ++ ++
Histospecific diagnostic accuracy +- + +]- NE ME + ME
Correlation with disease severity ++ + ++ + ++ + ++
Prediction of response to therapy + +/- +/. NE NE +/- NE
Prediction of decline + +/- + +- + +- + -

Abbreviations: ACE: Angiotensin Converting Enzyme, CCI6: Clara-cell protein |6, KL-6: Krebs von den Lungen-6, LDH: Lactate Dehydrogenase,
ILDs: Interstitial Lung Diseases, ILDs: Interstitial Lung Diseases, sIL-2R: soluble interleukin-2 receptor, 5P: Surfactant Protein, TNF: Tumor Necrosis
Factor NE: Not Evaluated, 0: No utility, +/ -2 Low, +: Moderate, + +: High Utility

llustracdo 12 - Biomarcadores com potencial utilidade clinica nas DPI(7).

Os varios estudos criam expectativas nos clinicos, mas no entanto tém muitas limitacGes,
incluindo metodologias ndo padronizadas, falta de normalizagéo, de reprodutibilidade e de
associacao com o comportamento da doenca; a maioria destes estudos contou também com
uma amostra insuficiente de doentes para que fosse possivel obter significancia estatistica.
Outro dos problemas com que nos deparamos € que os biomarcadores que tém sido testados
sdo também influenciados por outras patologias como neoplasias, estadios inflamatdrios ou
outras doengas pulmonares(7).

Apesar da maioria dos biomarcadores se mostrar clinicamente Gtil para detectar as DPI e de
estarem relativamente bem correlacionados com a gravidade da doenga, eles falham como
biomarcadores de prognéstico ou de avaliacdo de resposta a terapéutica(7, 133).

E ainda necessario ter em conta que a elevacdo dos biomarcadores séricos ndo se relaciona
apenas com o aumento da sua producdo a nivel pulmonar reflectindo a gravidade da doenca,
mas também com uma possivel diminuicdo de eliminacéo renal pelo comprometimento renal

concomitante muitas vezes presente nestas patologias(7, 82, 86).
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Importa ainda referir que apenas uma minoria dos estudos utilizou curvas ROC, essenciais
para estimar a sensibilidade e especificidade de um biomarcador e para estabelecer pontos de
corte(7).

As DPI continuam ainda pouco compreendidas e muito provavelmente a ambiguidade na
compreensdo do papel destes biomarcadores na sua patogénese limita o seu uso clinico.

Para os biomarcadores se tornarem um instrumento Util € necessario cumprirem um conjunto
de requisitos. Estes referem-se a: equipamentos (centros, tecnologia), grupos de doentes com
DPI bem caracterizados e seleccionados e projectos cuidadosamente planeados, com estudo
de populacBes significativas, equipas com colaboradores interdisciplinares e apoios
financeiros adequados. Tendo sempre em conta as limitacGes éticas juridicas e sociais da
experimentacao humana(150).

Estes resultados sublinham a necessidade de mais estudos prospectivos para avaliacdo e

validacao de novas moléculas.

Novas investigacGes encontrardo novos biomarcadores que estejam associados com a
patogénese destas doencas e mostrardo utilidade na pratica clinica. Tal como ja acontece hoje
em dia com os marcadores tumorais.

No entanto a aplicacdo clinica exige validacdo em contextos multiplos, a evidéncia
experimental que explique a fisiopatologia e, idealmente, estudos que mostrem que a
utilizacdo desses biomarcadores melhoram os resultados clinicos.

A recente aplicacdo de instrumentos de analise de genoma, tais como os “microarrays” de
ADN neste campo(7) levou a um aumento da taxa de descoberta de genes envolvidos no
inicio e progressao das doengas. Com estas novas técnicas podemos investir na compreensdo
destas doencas de forma a facilitar a busca de biomarcadores de diagnostico, prognaostico e até

mesmo de encontrar alvos terapéuticos. Esta pode ser uma ponte para alcancar maior
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conhecimento na area. Estes biomarcadores podem ser bastante Uteis para complementar a
avaliacdo clinica, radiologica e monitorizacéao fisiologica da doenca e identificar doentes de

alto risco que beneficiariam de uma gestdo agressiva dos factores de risco estabelecidos(7).

O estudo que temos em curso revelou ja um enorme potencial. Varios dos biomarcadores da
inflamacéo testados parecem trazer informacdes valiosas sobre as DPI. Acreditamos que a
continuacdo do estudo, levando a uma melhor definicdo do papel e do padrdo de expressao
dos biomarcadores em cada uma das patologias possa ter um impacto na morbilidade e

mortalidade dos pacientes.
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