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Resumo

Objetivo: Estudar a expressdo de COX-1 e COX-2 em areas pulmonares remodeladas em pacientes com esclerose
sistémica (ES) ou fibrose pulmonar idiopatica (FP1) e correlaciona-la com a sobrevida desses pacientes. Métodos:
Examinamos espécimes de bidpsia pulmonar a céu aberto de 24 pacientes com ES e de 30 pacientes com FPI,
utilizando-se tecido pulmonar normal como controle. Os padrdes histologicos incluiram pneumonia intersticial
ndo especifica (PINE) fibrotica em pacientes com ES e pneumonia intersticial usual (P1U) nos pacientes com
FP1. Imuno-histoquimica e histomorfometria foram usadas para avaliar a expressdo celular de COX-1 e COX-2
em septos alveolares, vasos e bronquiolos, sua correlacdo com provas de funcdo pulmonar e seu impacto na
sobrevida. Resultados: A expressdo de COX-1 e COX-2 em septos alveolares foi significativamente maior em
FP1-P1U e ES-PINE do que no tecido controle. Nao houve diferenca entre FPI-PIU e ES-PINE quanto a expressdo
de COX-1 e COX-2. A andlise multivariada baseada no modelo de regressdo de Cox mostrou que os fatores
associados a baixo risco de morte foram ter idade menor, valores elevados de DLCO/volume alveolar, FP1, e alta
expressdo de COX-1 em septos alveolares, ao passo que os fatores associados a alto risco de morte foram ter
idade maior, valores baixos de DLCO/volume alveolar, ES (com PINE) e baixa expressido de COX-1 em septos
alveolares. Conclusdes: Nossos resultados sugerem que estratégias de prevencdo de baixa sintese de COX-1
terdo maior impacto sobre a ES, ao passo que as de prevencdo de alta sintese de COX-2 terdo maior impacto
sobre a FP1. Porém, sdo necessarios ensaios clinicos randomizados prospectivos para confirmar essa hipotese.

Descritores: Escleroderma sistémico; Fibrose pulmonar idiopatica; Inflamacgao; Taxa de sobrevida.

Abstract

Objective: To study the expression of COX-1 and COX-2 in the remodeled lung in systemic sclerosis (SSc) and
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) patients, correlating that expression with patient survival. Methods: We
examined open lung biopsy specimens from 24 SSc patients and 30 1PF patients, using normal lung tissue as
a control. The histological patterns included fibrotic nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) in SSc patients
and usual interstitial pneumonia (UIP) in 1PF patients. We used immunohistochemistry and histomorphometry
to evaluate the expression of COX-1 and COX-2 in alveolar septa, vessels, and bronchioles. We then correlated
that expression with pulmonary function test results and evaluated its impact on patient survival. Results: The
expression of COX-1 and COX-2 in alveolar septa was significantly higher in IPF-UIP and SSc-NSIP lung tissue
than in the control tissue. No difference was found between 1PF-UIP and SSc-NSIP tissue regarding COX-1 and
COX-2 expression. Multivariate analysis based on the Cox regression model showed that the factors associated
with a low risk of death were younger age, high DLCO/alveolar volume, 1PF, and high COX-1 expression in
alveolar septa, whereas those associated with a high risk of death were advanced age, low DLCO/alveolar
volume, SSc (with NSIP), and lTow COX-1 expression in alveolar septa. Conclusions: Our findings suggest that
strategies aimed at preventing low COX-1 synthesis will have a greater impact on SSc, whereas those aimed at
preventing high COX-2 synthesis will have a greater impact on IPF. However, prospective randomized clinical
trials are needed in order to confirm that.
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Introducdo

O remodelamento pulmonar ¢ uma sequela
terminal comum da fibrose pulmonar idiopatica
(FP1) e da esclerose sistémica (ES); resulta em
desorganizag¢do da arquitetura pulmonar e,
consequentemente, insuficiéncia respiratoria
progressiva.¥ Histologicamente, o processo de
remodelamento ¢ caracterizado por inflamacédo
intersticial cronica difusa e aumento da proliferacdo
de fibroblastos, da sintese de matriz extracelular
e da deposicio de coldgeno.>>® Portanto, a
modulacdo da inflamacdo, da proliferacido
de fibroblastos e da sintese de colageno por
mediadores efetores na FPl e na ES ¢ muito
importante. Ndo obstante a caracterizacdo de
varios participantes cruciais, os mediadores e
mecanismos envolvidos na patogénese da FP1 e
da ES ainda ndo foram totalmente definidos, o
que pode explicar o numero limitado de opgdes
terapéuticas, com pouco impacto na sobrevida
em longo prazo."?

Sabe-se que a COX ¢ a enzima essencial para a
conversdo de acido araquidonico em prostaglandina
E, (PGE,), que é o precursor de uma familia de
mediadores lipidicos bioativos diversos, como as
prostaglandinas, o tromboxano e a prostaciclina.
A COX existe em duas isoformas: COX-1 e COX-2.
A COX-1 ¢ expressa constitutivamente na maioria
dos tecidos e atua como uma enzima “que
mantém a casa em ordem”, isto ¢, que regula a
homeostase vascular, protege a mucosa gastrica
e mantém a integridade renal,'? ao passo que
a COX-2 tem niveis mais baixos de expressdo na
maioria dos tecidos, embora possa ser induzida
em resposta a fatores de crescimento, citocinas
e outras moléculas pro-inflamatorias.('-'?)

No tocante ao papel pré-inflamatorio e
anti-inflamatorio da COX-1 e da COX-2, a imuno-
histoquimica pode ser util para detectar essas
enzimas no pulméo remodelado de pacientes com
ES e FPI1. Dados relativos a avaliacdo de COX-1 e
COX-2 no pulméo remodelado foram anteriormente
relatados no soro!'*' e lavado broncoalveolar!'®
de pacientes com ES, bem como em culturas de
fibroblastos®” e bidpsias!'”'® de pacientes com
FP1. No entanto, o papel da COX-1 e da COX-2
nos mecanismos envolvidos no remodelamento
pulmonar em pacientes com FPI e ES ainda nio
esta claro, e ha incerteza sobre a melhor maneira
de detectar a COX-2. O objetivo do presente
estudo foi estudar a expressdo de COX-1 e COX-2
(avaliada separadamente em septos alveolares,
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bronquiolos e vasos) em espécimes obtidos por
meio de bidpsia pulmonar e correlaciona-la com
a sobrevida dos pacientes.

Métodos

Entre janeiro de 2002 e julho de 2008,
24 pacientes consecutivos com ES e doenca
pulmonar intersticial e 30 pacientes com suspeita
de FP1 baseada em achados de TCAR foram
submetidos a biopsia pulmonar a céu aberto no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, na cidade de Sdo
Paulo (SP). Todos os pacientes preencheram os
critérios para o diagndstico de ES'® e FPL.D A
biépsia pulmonar a céu aberto foi realizada por
meio de toracotomia formal, evitando-se areas
de faveolamento. Todos os pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido,
e o estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da instituicdo (Protocolo n° 0960/08).

Foram analisados os prontudarios clinicos de
todos os pacientes. A duracdo da doenca foi
determinada com base no inicio do primeiro
sintoma. Os testes de fun¢io pulmonar e a TCAR
foram realizados em um prazo de até 3 meses
antes da bidpsia. Os testes de funcdo pulmonar
incluiram CV, VEF,, CVF, VEF [CVF, CPT, VR e
DLCO. A avaliagao fisiologica foi realizada antes
da biopsia pulmonar a céu aberto e antes do
inicio do tratamento. Todos os testes de funcio
pulmonar, incluindo espirometria, determinacéo
dos volumes pulmonares e medicdo da DLCO,
foram realizados no mesmo dia. Todos os
testes espirométricos foram realizados com um
pneumotacdgrafo calibrado (Medical Graphics
Co., St. Paul, MN, EUA); todos os valores foram
expressos em porcentagem de seus respectivos
valores previstos, os valores de referéncia tendo
sido estabelecidos por Pereira et al.?” Os volumes
pulmonares foram medidos com um pletismdgrafo
de corpo inteiro (Medical Graphics Co.); todos
os valores foram expressos em porcentagem dos
valores previstos.?" A capacidade de difusio foi
expressa em porcentagem dos valores previstos.??
Todos os pacientes foram acompanhados
regularmente apds o tratamento até o dbito;
exames de sangue e testes de funcdo pulmonar
foram realizados regularmente. O desfecho primario
foi avaliar o impacto de alteracdes em COX-1
e COX-2 na sobrevida e analisar as diferencas
entre ES e FPIl. A Tabela 1 mostra os dados
demograficos. Como controle, obtivemos tecido
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Tabela 1 - Dados clinicos dos pacientes com esclerose sistémica e daqueles com fibrose pulmonar idiopatica.?

Variavel Pacientes Pacientes
com ES com FPI
Numero 24 30
Homens/mulheres 0/24 16/14
Idade no momento da bidpsia, anos 45,0+9,0 64,7+ 79
Espirometria
VEF], % do previsto 70,50 £ 14,42 77,58 £ 20,06
CVF, % do previsto 65,00 £ 13,85 70,87 £ 16,88
VEFI/CVF 107,96 £ 8,70 92,75+ 18,55
CPT, % do previsto 81,00+ 11,57 77,55+ 20,32
VR, % do previsto 117,54+ 35,52 98,21 £ 61,14
DLCO, % do previsto 66,86 + 21,68 56,27 + 23,18
DLCO/VA, % do previsto 77,76 £ 37,28 55,66 + 31,62
Periodo de acompanhamento, meses 70,75 (96)° 46,32 (69)°

Pacientes censurados para andlise de sobrevida na ultima visita de acompanhamento 19 15

ES: esclerose sistémica; FPI: fibrose pulmonar idiopatica; e VA: volume alveolar. Valores expressos em média + dp,
exceto onde indicado. "Valores expressos em mediana (variacio).

pulmonar normal de 10 individuos (6 homens e
4 mulheres) cuja mediana de idade foi de 46,6 +
5,8 anos e que morreram subitamente de causas
ndo pulmonares.

Quanto aos achados da biopsia pulmonar a
céu aberto, a pneumonia intersticial usual (P1U),
o padrdo histologico da FPI, foi caracterizada por
distribuicdo subpleural e parasseptal segmentada
de lesdes parenquimatosas. Com um aumento
pequeno, observou-se heterogeneidade temporal,
com areas de parénquima pulmonar normal se
alternando com colapso alveolar, infiltrado
mononuclear intersticial, tecido fibromixoide
septal (focos fibroblasticos) e faveolamento.
@ Todos os pacientes com ES apresentavam
padroes histologicos consistentes com pneumonia
intersticial ndo especifica (PINE) fibrotica,
definida por espessamento septal temporalmente
homogéneo e fibrose intersticial.("”)

Para a analise imuno-histoquimica, foi usada
uma técnica-padrdo de peroxidase — com a
hematoxilina de Harris como contracorante — a
fim de identificar a expressdo de COX-1 e COX-2
em septos alveolares, paredes bronquiolares e
paredes vasculares em tecido pulmonar normal
(o tecido controle), em tecido pulmonar com
padrdo histologico de PIU (o tecido PIU) e
em tecido pulmonar com padrio histologico
de PINE (o tecido PINE). Todos os anticorpos
usados foram anticorpos policlonais de cabra
biotinilados. Anticorpos anti-COX-1 e anti-COX-2
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
EUA) foram incubados com cortes histoldgicos
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em diluicdes de 1:50 e 1:100, respectivamente.
0 kit de amplificacdo Novolink Max Polymer
(Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle
upon Tyne, Reino Unido) foi usado para a
amplificacdo do sinal, e 3,3’-diaminobenzidina
tetra-hidrocloreto (0,25 mg dissolvidos em 1 mL
de peroxido de hidrogénio a 0,02%) foi usado
como substrato precipitante para a deteccdo do
sinal. A especificidade dos anticorpos primarios foi
confirmada por controles de reagentes apropriados
— 0 anticorpo primario sendo omitido ou soro
ndo imune sendo usado em vez do anticorpo
priméario no protocolo de coloragdo — o0s quais
néo revelaram nenhuma coloracio.

Quanto a histomorfometria, avaliamos a
expressdo de COX-1 e COX-2 por meio de uma
técnica de contagem de pontos em 50 e 30 campos
em septos alveolares, paredes bronquiolares, e
paredes vasculares no tecido controle, no tecido
PIU e no tecido PINE. A técnica foi executada
com um reticulo de 100 pontos (area: 187.500
um®Y: aumento: 400x) ligado a ocular do
microscopio.?? Com um aumento de 400x, as
areas septais, bronquiolares e vasculares em cada
campo foram calculadas com base no numero
de pontos sobrepostos ao tecido conjuntivo,
na forma de porcentagem da area total do
reticulo. Posteriormente, contou-se o numero
de células imunomarcadas nas areas septais,
bronquiolares e vasculares. A fracdo de area
de células imunomarcadas representa a relacio
percentual entre a area de células marcadas e a
area total coberta pelo reticulo na ocular.
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Para avaliar a variabilidade interobservador,
comparamos os resultados obtidos por dois
observadores em 20% das laminas. O coeficiente de
variacdo para o erro interobservador da contagem
de células foi de 5%.

Os dados sdo apresentados na forma de média
+ dp e 1C95%. O teste t de Student para amostras
independentes foi usado a fim de testar a relacdo
entre varidveis continuas, e os residuos foram
examinados para certificar que sua distribuicao
era aproximadamente normal. A relacdo entre
celularidade (determinada pela imunomarcacio)
e os resultados dos testes de funcdo pulmonar foi
avaliada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson.
Para todos os casos, os valores das variaveis medidas
foram dispostos em ordem crescente e divididos em
dois grupos com base na mediana de cada variavel.
Para cada varidvel, os grupos foram denominados
baixo grau e alto grau, a saber: COX-1 em septos
alveolares (baixo grau: < 2,35%; alto grau: 2,35%);
COX-1 em vasos (baixo grau: < 2,91%; alto grau:
2,91%); COX-1 em bronquiolos (baixo grau: <
2,88%; alto grau: 2,880%); COX-1 total (baixo
grau: < 2,77%; alto grau: 2,77%); COX-2 em
septos alveolares (baixo grau: < 2,04%; alto grau:
2,04%); COX-2 em vasos (baixo grau: < 2,349%;
alto grau: 2,349%); COX-2 em bronquiolos (baixo
grau: < 2,349%; alto grau: 2,34%) e COX-2 total
(baixo grau: < 2,16%; alto grau: 2,16%).

A andlise da sobrevida global foi realizada
em dois passos. Primeiro, realizamos uma analise
univariada relacionando o acompanhamento global
com cada uma das varidveis medidas por meio
do método de Kaplan-Meier e entdo analisamos
a sobrevida por meio do teste de Jog-rank. As
varidveis que se mostraram significantes na
analise univariada foram incluidas na analise
multivariada baseada no modelo de regressio
de riscos proporcionais de Cox. Qualquer morte
causada por FPI ou ES foi considerada um evento
positivo. Mortes cujas causas foram outras que
ndo FP1 ou ES e pacientes vivos foram incluidos
nos modelos como casos censurados.

Todos os procedimentos estatisticos foram
realizados com o programa Statistical Package
for the Social Sciences, versio 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, EUA). Para todos os testes, o nivel
de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

A Tabela 1 resume as caracteristicas clinicas
dos pacientes com ES (n = 24) e dos pacientes
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com FP1 (n = 30). Seis de 17 pacientes com ES
(35,29%) e 13 de 19 pacientes com FPI (68,42%)
apresentaram disturbio ventilatorio restritivo. Os
resultados dos testes de funcao respiratoria foram
os seguintes: CVF < 80% em 18 (75%) dos 24
pacientes com ES e em 19 de 22 pacientes com
FP1 (86,36%); CPT < 80% em 6 de 17 pacientes
com ES (35,9%) e em 13 de 19 pacientes com FPI
(68,429%); DLCO < 80% em 12 de 15 pacientes
com ES (80%) e em 8 de 9 pacientes com FPI
(88,889%); DLCO/volume alveolar < 80% em 11
de 18 pacientes com ES (61,11%) e em 11 de 14
pacientes com FP1 (78,57%). Houve correlacdo
negativa significativa entre a expressido de COX-2
em vasos e a CVF (r = -0,28; p = 0,05) e entre
a expressdo de COX-2 em septos alveolares e a
DLCO (r = -0,80; p = 0,009).

A Figura 1 mostra septos alveolares, vasos e
bronquiolos no tecido controle, no tecido PINE e
no tecido PIU com imunomarcacéo positiva para
COX-1(emA, G E, G, 1, K, M, O e Q) e COX-2 (em
B, D, F, H,J, L, N, PeR). Os tecidos PINE e PIU
diferiram do tecido controle quanto a intensidade
da imunomarcacdo de células epiteliais, células
endoteliais, miofibroblastos e células musculares
lisas nos septos alveolares, vasos, e bronquiolos.

A Tabela 2 resume os resultados morfométricos.
A proporcéo de células em septos alveolares com
imunomarcacio positiva para COX-1 e COX-2 foi
significativamente maior nos tecidos PIU e PINE
do que no tecido controle. Em outras palavras,
elevadas proporg¢des de células em septos alveolares
marcadas positivamente para COX-1 e COX-2
associaram-se aos padrdes histoldgicos de PIU
e PINE. Como se pode observar nos graficos de
barras na Figura 1 (S e T), a relacio de COX-1
e COX-2 com a FPI (o padréo histoldgico de
P1U) foi mais forte do que a de COX-1 e COX-2
com a ES (o padrdo histolégico de PINE).
Embora a propor¢do de células bronquiolares
com imunomarcacdo positiva para COX-2 tenha
sido menor nos tecidos PINE e PIU do que no
tecido controle (Figura 1W), a diferenca nio
foi estatisticamente significante. Além disso,
embora a propor¢do de células bronquiolares
com imunomarcacdo positiva para COX-1 tenha
sido maior nos tecidos P1U e PINE do que no
tecido controle (Figura 1W), a diferenca nio foi
significante. Nao foram encontradas diferencas
entre os tecidos no tocante a imunomarcacgao
de COX-1 e COX-2 em vasos e no parénquima
total (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados morfométricos em tecido pulmonar normal (tecido controle), em tecido pulmonar
com o padrdo histologico de pneumonia intersticial usual (proveniente de pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica) e em tecido pulmonar com o padrio histologico de pneumonia intersticial ndo especifica

(proveniente de pacientes com esclerose sistémica).?

Variavel Controle FP1-P1U ES-PINE
COX-1

Septal 1,14 £ 0,94* 4,09 + 1,33% 2,74 £ 0,98

Vascular 3,55+ 1,20 2,71 £ 1,33 2,13 £0,90

Bronquiolar 1,70 £ 1,38 2,20 £ 0,92 1,70 £ 0,62

Total 2,20+ 1,27 3,20 + 0,86 2,20 £ 0,59
COX-2

Septal 1,65+ 1,26* 2,90 + 1,68* 1,82+ 1,18

Vascular 2,88 + 2,02 2,42 + 1,25 1,80 £ 1,65

Bronquiolar 1,95+ 1,90 2,10+ 3,40 0,34+ 0,38

Total 2,18+ 1,15 2,17 £ 0,98 1,16 £ 0,66

FPI-PIU: fibrose pulmonar idiopatica (com o padréo histoldgico de pneumonia intersticial usual); e ES-PINE: esclerose
sistémica (com o padrio histologico de pneumonia intersticial ndo especifica). °Os valores apresentados correspondem
a relacdo percentual entre a drea de células marcadas e a drea total coberta pelo reticulo na ocular. Resultados obtidos
por meio de ANOVA de um fator e andlise post hoc com o teste de Bonferroni para comparacées multiplas (controle,
FP1-PIU e ES-PINE) e teste t de Student para comparagdes entre grupos. O nivel de significancia adotado foi de 0.05.

*Diferenca estatisticamente significante entre grupos.
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Figura 2 - Curvas de regressdo de Cox para risco de
obito versus tempo de acompanhamento (em meses)
em pacientes jovens com DLCO/volume alveolar baixa,
esclerose sistémica (e padréo histoldgico de pneumonia
intersticial ndo especifica celular), COX-1 total de alto
grau e COX-2 de baixo grau em septos alveolares.
A curva superior representa o grupo de pacientes
com esclerose sistémica e pneumonia intersticial ndo
especifica celular. A curva inferior representa dois
grupos de pacientes: aqueles com esclerose sistémica
e pneumonia intersticial ndo especifica fibrotica e
aqueles com fibrose pulmonar idiopatica e padrdo
histolégico de pneumonia intersticial usual.

Uma analise preliminar das curvas de sobrevida
de Kaplan-Meier mostrou que a sobrevida foi

melhor nos pacientes com ES (o padrio histologico
de PINE fibrotica) e expressdo de COX-2 > 2,25%
(mediana da sobrevida: 70,75 meses) do que
naqueles com FP1 (o padréo histologico de PIU)
e expressdo de COX-2 < 2,25% (mediana da
sobrevida: 46,32 meses; Figura 2). Portanto,
codificamos o padréo histologico de PINE fibrotica
como uma unica variavel dummy com valor = 1
e o padrdo histologico de PIU com valor = 2. Os
resultados da andlise multivariada baseada no
modelo de regressdo de riscos proporcionais de
Cox sdo apresentados na Tabela 3. Apds termos
controlado a idade, os resultados dos testes de
funcdo pulmonar, o padrdo histologico de PIU e o
padrio histolégico de PINE fibrdtica, constatamos
que apenas duas varidveis se associaram de
maneira significativa ao tempo de sobrevida: o
padréo histoldgico de PINE fibrdtica e COX-2 em
septos alveolares (p = 0,02). Uma vez que essas
duas variaveis foram contabilizadas, nenhuma
das demais se relacionou a sobrevida. A andlise
multivariada revelou baixo risco de morte para
pacientes jovens com VEF /CVF baixa, padrao
histologico de PINE fibrdotica e COX-2 de alto
grau em septos alveolares.

Discussio

0 numero limitado de abordagens terapéuticas
que tenham qualquer impacto na sobrevida em
longo prazo em pacientes com FPI-PIU e naqueles
com ES e PINE fibrotica deve-se a falta de definicio
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Tabela 3 - Regressdo de riscos proporcionais de Cox para verificar a contribuicdo individual do padrdo
histolégico e fatores morfoldgicos associados a sobrevida e comparar os dois grupos quanto a sobrevida

ajustada.

B ep Wald Significancia  Exp (B) 1C950% para Exp (B)

Inferior Superior

Idade 0,09 0,09 1,00 0,31 1,10 0,91 1,32
DLCO/VA -0,08 0,05 2,09 0,14 0,92 0,82 1,03
FPI-PIU 0,01 0,99
ES-PINE 0,12 1,37 0,008 0,92 1,13 0,07 6,68
COX-1 septal 2,27 1,06 4,52 0,03 9,65 1,19 8,13

B: coeficiente beta; Exp(B): beta exponencial; VA: volume alveolar; FP1-PIU: fibrose pulmonar idiopatica (com o padrio
histoldgico de pneumonia intersticial usual); e ES-PINE: esclerose sistémica (com o padrio histologico de pneumonia
intersticial ndo especifica). Probabilidade logaritmica -2 = 24,17; qui-quadrado = 12,2; p = 0,001.

a respeito dos mediadores e mecanismos envolvidos
na patogénese da FP1 e da ES. Portanto, a questao
de interesse ¢ se mediadores adicionais podem
ajudar a compreender melhor a patogénese dessas
doencas. O processo de reparo envolve duas fases
distintas: uma fase inflamatdria regenerativa, em
que o microambiente tenta substituir as células
lesadas, e uma fase fibrotica, em que o tecido
conjuntivo substitui o tecido parenquimatoso
normal.?#?9 No processo de reparo, aumenta a
producédo de PGE, por fibroblastos,?”*® o que
constitui evidéncia adicional das propriedades
antiproliferativas, anti-inflamatorias e antifibroticas
da COX-2/PGE,."™ Portanto, nosso achado de que
a marcacdo imuno-histoquimica para COX fornece
informacdes importantes sobre os processos de
reparo na fibrose pulmonar nio ¢ surpreendente,
€ nossos resultados confirmam que a expressao
de COX-2 é maior na FP1 e na ES, com desfecho
melhor em um grupo de pacientes. Constatamos
que a proporcdo de células em septos alveolares
com imunomarcagao positiva para COX-1 e COX-2
foi significativamente maior em tecido pulmonar
com padréo histologico de PIU e PINE fibrdtica
do que em tecido pulmonar normal. A maior
expressdo de COX-1 era esperada, pois a COX-1 ¢
expressa constitutivamente na maioria das células
e tecidos, ao passo que a COX-2 ¢ induzida por
estimulos inflamatorios ou mitogénicos.® Esses
resultados contrastam com os de estudos anteriores
nos quais se investigou a FPL.%'7"® Esses estudos
mostraram uma reducido da expressdo de COX-2
em fibroblastos pulmonares em consequéncia
de uma diminuicdo da producgdo de COX-2.
No entanto, nesses estudos, a expressido de
COX-2 foi medida apenas em fibroblastos, ao
passo que em nosso estudo ela foi medida nos
septos alveolares, incluindo células epiteliais e
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fibroblastos em areas normais, areas em colapso,
e focos de fibroblastos. Outros estudos, inclusive
um estudo realizado por Lappi-Blanco et al.,””
encontraram um aumento da expressdo de COX-2
em epitélio metapldasico e fibroblastos provenientes
de areas fibroticas em FP1-PIU. Esses resultados
divergentes sugerem que a COX-2 desempenha
um papel duplo na FP1-PIU. Primeiro, a reducio
da expressdo da COX-2 em dreas normais, areas
em colapso e focos fibroblasticos sugere que a
COX-2 desempenha um papel anti-inflamatorio
na FP1-PIU em fase inicial. Sequndo, a presenca
de fibrose progressiva mesmo na presenca de
aumento da expressdo de COX-2 sugere que
os fibroblastos sdo incapazes de responder ao
estimulo da COX-2 e seu produto principal (PGE))
de modo a inibir a proliferacdo de fibroblastos,
a transformacdo miofibroblastica e o aumento
da producio de coldgeno e outras moléculas da
matriz extracelular.

No presente estudo, a proporcdo de células
em septos alveolares com imunomarcagio positiva
para COX-1 e COX-2 foi menor em tecido fibrotico
PINE (proveniente de pacientes com ES) do que
em tecido PIU (de pacientes com FPI1). Esse
achado contrasta com os de estudos anteriores
em que se mostrou que os niveis de COX-2 sdo
mais elevados em pacientes com ES.+'9 Além
disso, relatou-se que a producdo de COX-2 ¢
muito maior na fase de resolucdo inflamatdria do
que na fase inicial.?” Esses achados divergentes
sugerem que a COX-2 tem um papel duplo em um
processo inflamatorio normal, desempenhando
um papel pro-inflamatdrio na fase inicial e um
papel anti-inflamatorio na fase de resoluco.?”
Portanto, diante das evidéncias mencionadas
acima e da inflamacéo latente em pacientes com
ES e envolvimento pulmonar, nossos resultados



Avaliacdo imuno-histoquimica e morfométrica de COX-1 e COX-2 no remodelamento pulmonar
na fibrose pulmonar idiopatica e na esclerose sistémica

reforcam a ideia de que a COX-2 ndo exerce seu
efeito anti-inflamatdrio de maneira apropriada,
pois ha inflama¢do mesmo quando a expressdo
de COX-2 estd aumentada em pacientes com ES
e PINE fibrdotica. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para esclarecer o verdadeiro motivo
pelo qual o mecanismo da COX-2 ¢ deficiente.
Supomos que isso se deva a incapacidade da
COX-2 de estimular a produgdo de PGE, ou de
outros mediadores anti-inflamatdrios em oposicdo
a seus proprios efeitos pro-inflamatdrios ou a
incapacidade das células de reagir apropriadamente
a COX-2.

Nosso estudo tem impacto clinico e funcional.
Procuramos estabelecer uma correlacdo entre a
COX-2 e a sobrevida dos pacientes controlada
quanto a idade, aos resultados dos testes de
func¢do pulmonar, ao padrdo histologico de P1U
(em pacientes com FP1) e ao padrio histoldgico
de PINE (em pacientes com ES). Nossa analise
multivariada revelou baixo risco de morte para
pacientes mais jovens com DLCO/volume alveolar
baixa, ES (e o padrio histologico de PINE) COX-2
total de alto grau e COX-1 de alto grau em
septos alveolares.

Em suma, a expressdo de COX-1 e COX-2 no
parénquima pulmonar nos oferece o potencial
de controlar processos de reparo envolvidos na
progressdo da ES-PINE e da FP1-PIU, sugerindo
que estratégias destinadas a prevenir a baixa
sintese de COX-1 terdo maior impacto na ES,
ao passo que as destinadas a prevenir a elevada
sintese de COX-2 terdo maior impacto na FPI.
Ensaios randomizados prospectivos sdo necessarios
para confirmar isso.
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