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Perfil celular do escarro induzido e sangue periférico
na doenca pulmonar obstrutiva cronica*

Induced sputum and peripheral blood cell profile
in chronic obstructive pulmonary disease
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Resumo

Objetivo: Determinar o perfil celular e subgrupos linfocitarios CD4* e CD8* no escarro induzido (El) e sangue venoso periférico (SVP) de
pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Métodos: Foram quantificadas as celularidades total e especifica, incluindo
subgrupos linfocitarios T CD4* e CD8*, do El e SVP de 85 pessoas (38 pacientes com DPOC sem agudizacio, 29 tabagistas sem obstrucio
e 18 nio-tabagistas). Os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e Spearman foram usados na analise estatistica, considerando como
significante o p < 0,05. Resultados: Os neutrofilos, eosindfilos e linfocitos T CD8* do El estavam aumentados (p = 0,005, p < 0,05 e p < 0,05)
e o percentual de macrofagos encontrava-se reduzido (p = 0,003) nos pacientes com DPOC, em relacio aos ndo-tabagistas. A correlacdo
linear de cada tipo celular do El com o volume expiratdrio forcado no primeiro segundo (VEFI), a capacidade vital forcada (CVF), eVEFI/CVF
foi fraca (* < 0,1). Os eosindfilos e os linfocitos T CD8* também estavam aumentados no SVP (p = 0,04 e p = 0,02). Conclusées: Em
pacientes com DPOC estavel, as células T CD8* estavam aumentadas no SVP, embora a leucometria total tenha se mantido em valores seme-
Thantes aos dos outros dois grupos estudados, indicando possivel envolvimento inflamatdrio sistémico. A contagem dos linfocitos T CD8* no
sangue pode ser util como marcador de inflamacéo sistémica e auxiliar na identificacdo de tabagistas que ja possuem padrdo inflamatério
de DPOC.

Descritores: Escarro; Linfocitos T; Neutrofilos; Macrofagos; Eosinodfilos; Doenca pulmonar obstrutiva cronica.

Abstract

Objective: To determine cell profiles, as well as to identify CD4* and CD8* lymphocyte subgroups, in induced sputum (IS) and peripheral
venous blood (PVB) of patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Methods: Total cell counts and counts of individual
cell types, including CD4* and CD8* T lymphocytes, were determined in the 1S and PVB of 85 subjects (38 with COPD without exacerbation,
29 smokers without obstruction and 18 nonsmokers). Mann-Whitney and Spearman non-parametric tests were used in the statistical
analysis, and values of p < 0.05 were considered statistically significant. Results: Comparing the 1S of subjects with COPD to that of
nonsmokers, neutrophil, eosinophil and CD8* T lymphocyte counts were higher (respectively p = 0.005, p < 0.05 and p < 0.05), whereas the
percentage of macrophages was lower (p = 0.003). There were weak linear correlations (r? < 0.1) between each cell type in 1S and forced
expiratory volume in one second (FEV)), forced vital capacity (FVC) and FEV, [FVC ratio. Eosinophil and CD8* T lymphocyte counts were also
higher in PVB (p = 0.04 and p = 0.02). Conclusions: In patients with stable COPD, CD8* T lymphocyte counts were higher in PVB, whereas
total leukocyte counts were similar to those of the other two groups analyzed, suggesting systemic inflammatory involvement. The CD8* T
lymphocyte count in blood can be a useful marker of systemic inflammation and can help identify smokers who already present a COPD
inflammatory pattern.
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Introducédo

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢
caracterizada, desde 1998, como uma doenca infla-
matoria das vias respiratdrias, do parénquima e dos
vasos pulmonares, evoluindo com lenta, progres-
siva e irreversivel obstrugio ao fluxo expiratdrio.”
A Organizacdo Mundial de Saude prevé que, nos
proximos 15 anos, ela se tornard a 5° doenca em
prevaléncia no mundo e a 3 causa de mortalidade.!”

Em algumas circunstancias, como a infeccdo e
o fumo, os linfocitos e os monocitos migram em
grande quantidade para o pulmio.? L4, eles sio
ativados e geram uma reacdo inflamatoria que, ao
longo dos anos, acarreta alteracdes na estrutura
e funcdo pulmonares. Este processo inflamatdrio
acontece nas pequenas vias respiratorias (menores
que 2 mm), sendo normalmente ténue e ininter-
rupto. Postula-se que a responsavel pela ruptura
das estruturas epiteliais de sustentacdo alveolar
seja a inflamacdo persistente das vias respiratdrias
distais em pacientes com DPOC. Assim, os alvéolos
e ductos alveolares coalescem de forma irregular e
definitiva.?

As células inflamatdrias recrutadas na DPOC
liberam elastases, colagenases e produtos oxidantes
que, superpostos aos oxidantes inalados da fumaca
do cigarro, atuam modificando os componentes da
matriz extracelular.”? Assim, o pulmio adquire um
novo modelo, deformado e irreversivel, com esti-
ramento e desaparecimento de septos alveolares,
formando espacos aéreos maiores, associados as
areas de compressdes bronquicas, e desenvolvendo
regides heterogéneas de hiperinsuflagio.*?

Na década de 90, grupos de estudo da pato-
génese da DPOC descreveram o desequilibrio de
substancias liberadas pelos neutrofilos e macréfagos
pulmonares, propondo o conceito de um processo
unico de desenvolvimento fisiopatoldgico da
doenca. Deste modo, as teorias envolvendo elastase/
antielastase e oxidante/antioxidante comecaram a
ser interpretadas conjuntamente. Estas informa-
coes foram reunidas, constituindo uma proposta de
modelo inflamatério da DPOC, contendo, predo-
minantemente, informacdes da participacdo de
macrofagos e neutrofilos.©?

Nesta mesma década, outros estudos com amos-
tras de bidpsia pulmonar demonstraram que os
linfocitos T CD8* estavam significativamente aumen-
tados nas vias respiratorias inferiores dos pacientes

com DPOC. Assim, o modelo inflamatdrio, até entdo
composto por neutrofilos e macréfagos, apresen-
tava novo ator celular, o linfécito T CD8*.©19

Em 1995, alguns autores!'" postularam que as
pessoas que desenvolveriam a DPOC seriam aquelas
que ja apresentavam diminuicdo fenotipica de
células CD4* ou aumento fenotipico das células CD8*
no sangue. Desta forma, as alteracdes linfocitarias
do sangue poderiam estar envolvidas no mecanismo
fisiopatogénico da DPOC, fato que ainda nio estd
confirmado pela literatura.®

Mais recentemente, alguns autores demons-
traram a presenca de linfocitos T e macrofagos na
parede das vias aéreas de tabagistas, enquanto que
os neutrofilos sdo preferencialmente encontrados
na luz bronquica.”'? Estes estudos observaram que
mesmo os tabagistas que ndo apresentam sintomas
respiratérios desenvolvem resposta inflamatéria
pulmonar crénica resultante da agressdo causada
pelo tabagismo. No entanto, somente uma pequena
parcela dos tabagistas desenvolve a DPOC, suge-
rindo que o processo inflamatdrio possa evoluir de
forma diferente entre estes pacientes. O estudo do
perfil celular dos dois grupos ¢ fundamental para
que haja uma melhor compreensido da patogénese
da doenca.

0 escarro induzido (El), inicialmente utili-
zado para o diagndstico de cancer de pulmio e,
posteriormente, para doencas infecciosas, foi
metodologicamente re-estudado e aceito como
um instrumento de investigacdo da patogenia da
asma.'” Na DPOC, o El ainda estd sendo agregado
como uma ferramenta para o aprimoramento do
conhecimento do processo inflamatdrio, devido a
dificuldade de reprodutibilidade dos achados celu-
lares e bioquimicos provenientes deste método.""

Este estudo tem como objetivo analisar o perfil
celular do El e do sangue periférico de pacientes
com DPOC, tabagistas sem obstrucdo bronquica
e controles ndo tabagistas, e tentar estabelecer o
perfil da celularidade evidenciada nos pacientes
com doenca obstrutiva.

Métodos

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e
todos os individuos do estudo assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Foram avaliadas
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85 pessoas, sendo 38 pacientes com DPOC, 29 taba-
gistas e 18 nio-tabagistas sem obstrucdo ao fluxo
aéreo. O diagnostico de DPOC foi feito com base nos
critérios do Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD),") sendo 3 definidos como
leves, 18 como moderados e 17 como graves.

Para participar do estudo, os individuos deveriam
preencher todos os critérios a seguir: a) apresentar
valor de o~-1 antitripsina dentro da normalidade;
b) néo ter tido nenhuma infecgdo respiratoria por, no

Silva JR

minimo, 4 semanas; c) ter teste de fungdo respiratdria
com prova broncodilatadora negativa ha, no maximo,
1 semana;!'¥ e d) ndo ter historia de atopia cuténea
ou de vias respiratorias superiores e/ou inferiores.

Os seguintes critérios de exclusdo foram consi-
derados: a) utilizacio de corticdide inalavel ou
sistémico ha menos de 1 més; b) utilizacdo de anti-
biotico ha menos de 1 més; c) historia pregressa de
tuberculose; e d) infec¢do com virus da imunodefi-
ciéncia adquirida humana (HIV).
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Figura 1 - Painel dos achados celulares do escarro de trés pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica pelo
método do escarro induzido. a) Macréfagos com pigmentos pretos (antracdticos) distribuidos no interior do citoplasma
(seta menor) e grandes pseudopodos (seta longa). O padrio do escarro induzido é bicelular, neutrofilico-macrofilico
(Coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Médio-aumento); b) O padrdo do escarro induzido é multicelular, neutrofilico-
macrofilico-eosindfilico, com identificacio de células escamosas da orofaringe (Coloracio de Hematoxilina-Eosina.
Médio-aumento); e ¢) Marcagdo imunoperoxidase para células CD8* de somente um linfocito (Médio-aumento).
CE: células escamosas; E: eosindfilos; L: linfocitos; M: macréfagos; e N: neutrdfilos.
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Trés grupos foram constituidos:

1) DPOC: pacientes tabagistas (fumantes ativos)
com carga tabagica acima de 20 anos-maco,
sem histéria de atopia, VEF /CVF < 700, e
prova broncodilatadora negativa, de acordo
com os critérios da American Thoracic Society

[ATS];[“”
2) Tabagista: pacientes tabagistas (fumantes
ativos) com carga tabagica acima de

20 anos-maco, sem histéria de atopia,
VEF [CVF > 70%,VEF, > 80% e prova bron-
codilatadora negativa, de acordo com os
critérios da ATS;¥ e

3) Nao-tabagista:individuossemhistdria de taba-
gismo e deatopia, VEF /CVF>70%, VEF, >80%
e prova broncodilatadora negativa, de acordo
com os critérios da ATS.(9

A coleta do sangue venoso foi realizada
imediatamente antes da coleta do escarro. A
inducdo do escarro foi feita seguindo a técnica
de Pin e colaboradores'” com modificagdes, apos
pré-tratamento com 400 g de salbutamol inalado,
para prevenir sintomas de obstrucdo bronquica. A
modificacdo do método consistiu em utilizar concen-
tragoes crescentes de salina hipertonica a 2, 3 e 4%
(10 mL por solugdo). Cada etapa da nebulizacio
teve a duracdo de 7 min, totalizando 21 min. O
aparelho utilizado para a nebulizacdo ultra-sonica
foi o Ultra-NEB’99 (DeVilbiss, Somerset, PA, EUA).
0 material coletado foi imediatamente encaminhado
sob gelo para andlise laboratorial.

Foram selecionados os grumos e a parte mais
espessa do escarro e centrifugados a 1.500 rpm, na
temperatura de 4 °C, por 20 min. O sobrenadante
foi armazenado em Eppendorf estéril para dosagens

Tabela 1 - Dados demograficos e valores da espirometria.
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da fase sol. Em seguida, o restante foi tratado com
ditiotreitol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA),
posto imerso em ‘banho Maria’, na temperatura de
37 °C, por 10 min, e centrifugado a 1.500 rpm, na
temperatura de 4 °C, durante 10 min. Nesta fase,
coletava-se uma nova amostra de sobrenadante, que
foi armazenada em tubo de Eppendorf. O precipi-
tado foi re-suspenso com 1000 ul de solucédo estéril
salina tamponada com fosfato. Separava-se uma
aliquota para estudo da viabilidade celular por meio
da coloracio por azul de Tripan, usando a cdmara de
Neubauer para contagem. Os citocentrifugos foram
preparados com 25.000 células por pogo (cytospin),
fixadas em cloroférmio:acetona. Uma lamina corada
com Diff-Quick foi utilizada para contagem diferen-
cial celular, usando-se o microscopio Nikon 155196,
na ocular 10x e na objetiva 40x e com aumento de
400x (Figura 1).

0 material coletado que apresentava o percentual
de células escamosas pela colora¢do de hemato-
xilina-eosina superior a 70% do total de células
encontradas, o numero de células ndo-escamosas
inferior a 200, ou a viabilidade celular inferior a
509, era descartado.('?

Foram realizadas marcacdes das subpopulacdes
linfocitarias das células T CD4* e CD8*, com os
respectivos anticorpos humanos monoclonais CD4
(clone QA4120, cdédigo C-1805, lote 116H4875;
Sigma Chemical) e CD8 (clone UCHT-4, cddigo
C-7423, lote 40K4830, Sigma Chemical). A técnica
imuno-histoquimica utilizada foi a de complexo
avidina-biotina-peroxidase (Figura 1).

A contagem das células no sangue perifé-
rico foi feita por meio de citometria de fluxo
pelo FACScount (BD Biosciences ITmunocytometry

Grupos Género 1dade CT VEF, /CVF VEF, CVF
M/F (anos)  (anos-maco) (9%)
(L %) (L %)
Nio-tabagista 9/9 41,37 - 80,72 2,99 103,1 3,69 105,5
(12,11) (7,26) (0,84) (15,96) (0,94) (14,46)
Tabagistas 16/13 53,79°¢ 30,04 76,97 2,66 94,48 3,48 100,8
(13,04) (14,13) (5,23) (0,78) (17,07) (0,92) (17,30)
DPOC 26/12 63,45° 37,972 54,5504 1,454 59,004 2,594 85,05
(10,28) (14,34) (9,07) (0,68) (24,80) (0,97) (27,29)

Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo; M: masculino; F: feminino; CT: carga-tabégica; VEF,: volume expiratorio
forcado no primeiro segundo; CVF: capacidade vital forcada; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; *p < 0,05 para a diferenca
entre DPOC e tabagista; "p < 0,01 para a diferenca entre DPOC e tabagista; °p < 0,05 para a diferenca entre tabagistas e ndo-taba-
gistas; e 9p < 0,01 para a diferenca entre DPOC e nio-tabagistas.
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Systems, San Jose, CA, EUA), a qual fornecia o
numero absoluto e percentual dos leucdcitos e seus
subtipos e das subpopulacdes dos linfocitos T CD4*
e CD8*. Os resultados foram expressos em mediana
e faixa ou média e desvio-padrdo. Inicialmente, a
distribuicdo das amostras foi analisada utilizando
os testes Kolmogorov-Smirnov; o teste ndo-para-
métrico Mann-Whitney duplo caudal foi usado para
a andlise entre os grupos; e o de Spearman, para
as correlacdes lineares; foi considerada significancia
estatistica quando p fosse inferior a 0,05.

Resultados

Os dados demograficos de todos os individuos
do estudo e as médias das analises funcionais sdo
fornecidos no Tabela 1.

A andlise da contagem celular feita no El
demonstrou reducdo significativa do percentual
de células epiteliais ndo-escamosas no grupo de
pacientes com DPOC, quando comparado ao dos

ndo-tabagistas, respectivamente, 0,37 *£ 0,78% e
1,06 + 1,51%, p = 0,049 (Tabela 2).

0 valor percentual de macrofagos estava signi-
ficativamente reduzido nos pacientes com DPOC
(37,68 £ 22,47%), quando comparado aos tabagistas
(55,86 + 21,84%, p = 0,002) e aos ndo-tabagistas
(58,67 + 23,90%, p = 0,005) (Tabela 2 e Figura 2).
Da mesma forma, o valor absoluto de macréfagos
também estava reduzido nos pacientes com DPOC
(155,92 + 133,75) em relacio aos controles nio-
tabagistas (185,47 + 125,33, p < 0,01) (Tabela 2).

Ao contrario dos macréfagos, o percentual
de neutrofilos estava significativamente elevado
no material recolhido dos pacientes com DPOC
(58,05 + 25,28%), em relacdo ao encontrado no
escarro dos tabagistas (40,17 + 22,50%, p = 0,019)
e dos nio-tabagistas (39,33 + 24,34%, p = 0,003)
(Tabela 2 e Figura 2).

Quando correlacionado o percentual de neutrd-
filos recolhidos no El com o VEF, a CVF e a relacdo
VEFI/CVF, verificava-se a existéncia de uma corre-

Tabela 2 - Valores absolutos da celularidade no escarro induzido e no sangue periférico.

Escarro induzido

Nio tabagista

Tabagista DPOC

Total de células (x 10%/mL)

586,95 (268,29)

603,90 (232,94) 637,13 (392,68)

Macrofagos (x 10°/mlL) 185,47 (125,33) 208,43 (111,19)¢ 155,92 (133,75)¢
Macrofagos (%) 58,67 (23,90) 55,86 (21,84) 37,68 (22,40)>c
Eosinofilos (x 10°/mL) 2,47 (5,10) 7,37 (17,05) 20,66 (44,08)¢
Eosindfilos (%) 0,22 (0,55) 0,38 (0,94) 1,03 (2,66)
Neutrofilos (x 10°/mL) 141,00 (112,39) 199,40 (159,12)¢ 312,37 (396,30)¢
Neutr6filos (%) 39,33 (24,34) 40,17 (22,50) 58,05 (25,28)*¢
Células epiteliais (x 10°/mL) 2,50 (3,79) 3,90 (8,90) 1,50 (2,29)¢
Linfocitos (x 10°/mL) 0,89 (1,53) 1,37 (2,68) 2,58 (5,37)
Linfocitos (%) 0,22 (0,55) 0,38 (0,94) 1,03 (2,66)
CD4* (x 10°/mL) 0,63 (1,01) 0,47(0,90) 0,71(2,05)
CD8* (x 10°/mL) 0,26 (0,45) 1,00 (2,24) 1,89 (3,54)¢
CD4/CD8 0,42(1,02) 1,89 (3,54) 0,10 (0,25)
Sangue periférico (mm?)
Nio tabagista Tabagista DPOC

Total de células
Neutrofilos
Eosinofilos
Linfocitos

CD4+

CD8g*

CD4/CD8

6593,68 (1939,08)
4167,95 (1752,96)
186,53 (114,31)
1857,95 (705,37)
583,42 (450,13)
471,16 (137,57)
2,22 (1,01)

7011,07 (1381,13)
4559,75 (1368,14)
233,89 (181,19)
1768,21 (564,54)
985,14 (262,11)
536,07 (204,70)
2,02 (0,70)

6701,66 (1290,57)
4386,57 (1188,30)
306,58 (189,40)¢
1611,58 (576,95)
908,53 (347,64)
502,26 (175,11)
1,99 (0,87)¢

Os valores estdo expressos em média e desvio-padrido; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica; *p < 0,05 para a diferenca entre
DPOC e tabagistas; "p < 0,01 para a diferenca entre DPOC e tabagistas; “p < 0,05 para a diferenca entre tabagistas e ndo-tabagistas;
p < 0,05 para a diferenca entre DPOC e ndo-tabagistas; e °p < 0,01 para a diferenca entre DPOC e nao-tabagistas.
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lacdo linear fraca entre esses pardmetros, com os
valores de r’respectivamente de 0,108, 0,078 e 0,093,
p < 0,05. Isto também se repetiu com a correlagcdo
linear de macrofagos, eosinofilos, células epitelias,
linfécitos e as suas subpopulagdes no El com os
mesmos pardmetros espirométricos (> < 0,1).

Houve aumento do valor absoluto de eosinofilos
nos pacientes com DPOC em comparacdo ao dos
controles ndo-tabagistas (p < 0,05). No entanto,
esta diferenca nao foi verificada ao se comparar os
tabagistas com os pacientes com DPOC (Tabela 2).

Embora tenha sido verificada uma tendéncia
de aumento do percentual de linfécitos no El dos
pacientes com DPOC (1,03 £ 2,66%) em relacio
ao dos tabagistas (0,38 + 0,94%) e nio-tabagistas
(0,22 + 0,55%), essa diferenca nio foi estatistica-
mente significativa. Quando analisados os valores
absolutos das subpopulacdes linfocitarias CD4*
e CD8*, observou-se tendéncia de aumento da
primeira linhagem e de aumento significativo da
ultima (p < 0,01), no grupo de pacientes com DPOC,
em relacdo ao dos ndo-tabagistas, fato este que
contribuiu para a diminuicdo da relagio CD4/CD8
no grupo de DPOC.

O grupo de tabagistas apresentava tendéncia
a diminuicdo das células CD4* e ao aumento das
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Figura 2 - Valores percentuais de macréfagos e neutréfilos
observados no escarro induzido. A linha horizontal entre
os pontos vazios ou cheios representa a média dos
valores. A andlise estatistica foi realizada por meio do
teste de Mann-Whitney, duplo caudal. M: macrdfagos;
N: neutréfilos; e DPOC: doenca pulmonar obstrutiva
cronica.
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células T CD8*, sem significancia estatistica em
relagdio ao grupo de nio-tabagistas (Tabela 2).

No que tange a quantificacdo das células no
sangue, foi verificado que as populacdes de neutrd-
filos e linfocitos totais foram semelhantes nos trés
grupos de estudo. No entanto, quando analisadas as
subpopulacdes linfocitarias, observou-se aumento
significativo das células T CD8* no sangue peri-
férico dos pacientes com DPOC (32,29 £ 9,55%),
quando comparadas as dos controles ndo-tabagistas
(27,72 £ 10,7%, p = 0,036), mas ndo com relacio as
dos tabagistas (30,76 * 7,75%). Apesar da auséncia
de significancia estatistica, as células T CD4* apre-
sentaram tendéncia de aumento nos grupos de
tabagistas e pacientes com DPOC em relacdo aos
controles nio-tabagistas. (Tabela 2 e Figura 3)

Quanto aos eosinodfilos, houve aumento do
percentual destas células no sangue de pacientes
com DPOC (4,5 = 2,6%) com relacdo ao dos nio
tabagistas (2,83 + 1,5%, p = 0,021) (Tabela 2).

Assim como no escarro, os neutrofilos, os linfo-
citos e as suas subpopulacdes no sangue venoso
também demonstraram fraca correlacdio com os
pardmetros espirométricos (r>< 0,1).
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Figura 3 - Valores percentuais dos subtipos linfocitarios
no sangue periférico - linfocitos T CD4* (®) e linfocitos
T CD8* (O) - junto com os valores médios (—). A andlise
estatistica foi realizada com o teste de Mann-Whitney,
duplo caudal. Verifica-se aumento significativo de
linfécitos T CD8* nos pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) em relacio aos controles
nao-tabagistas.
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Discussio

A DPOC tem como caracteristica a inflamacdo
cronica, com expressio fenotipica das células
imunitarias T CD8*, o que ja a diferencia de muitas
doencas inflamatorias ndo-infecciosas no pulmao.
Além disto, ha um desequilibrio de substancias
proteoliticas/antiproteoliticas e oxidantes/antioxi-
dantes, que preferencialmente acontece nas areas
mais distais do pulmdo. Este conjunto de variareis
dificulta dimensionar como e onde atuar para evitar
a progressio da doenca.("o™®

Alguns autores propéem que a inflamacéo rela-
cionada ao fumo tenha duas etapas: a inicial, que
aconteceria no epitélio e na submucosa, com partici-
pacdo de neutrofilos e de macrofagos; e a tardia, com
a participacdo adicional dos linfocitos.™'” Nossos
achados demonstram que os linfécitos T CD8* e os
neutrofilos estdo significativamente aumentados
no escarro dos pacientes com DPOC, enquanto os
tabagistas apresentam incremento de neutrofilos
em relacdo ao grupo ndo-tabagista, o que também
¢ citado na literatura.'® Desta forma, a presenca
aumentada do percentual de linfécitos T CD8* e de
neutrofilos no El poderia ajudar na identificacio
dos tabagistas que ja possuem um modelo inflama-
torio semelhante ao que ¢ observado em pacientes
com DPOC. Na literatura, existe relato do aumento
de neutrofilos no lavado broncoalveolar e no El de
pacientes com DPOC, mas estes achados ndo sio
reproduzidos nos estudos que utilizam o material
de bidpsia bronquica. A principal justificativa para
este fato refere-se a rdpida migracdo dos neutréfilos
do vaso para as vias aéreas, tornando-se mais facil
encontra-los no interior das vias respiratorias do que
na parede bronquica ou no parénquima pulmonar.

A técnica do El ainda ndo estd padronizada para
o estudo da inflamacdo em pacientes com DPOC, o
que permite que os trabalhos realizados apresentem
algumas diferencas com relagdo ao método empre-
gado, tanto no processamento do material colhido
como na quantificacdo das células. Além disso,
existe a possibilidade de a solucéo salina hipertonica
ser capaz de elevar o numero de neutrofilos. Talvez
o material mais adequado para a andlise celular
fosse o primeiro escarro da manha, que representa
o acumulo de células, debris celulares e citocinas de
grandes e pequenas vias respiratorias.!'%

A correlacdo entre o percentual de neutrdfilos
recolhido no El com o VEF, foi inversamente propor-
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cional e fraca (= -0,108 e p = 0,002). Este dado e as
demais correlacdes celulares do El e do sangue venoso
com os principais parametros espirométricos (VEF ,
CVF e VEF, /CVF) podem néo refletir adequadamente
o modelo inflamatério da DPOC, o qual predomina
nas pequenas vias respiratdorias. Como sabemos, esses
parametros espirométricos ndo traduzem somente
os disturbios das pequenas vias."” Além disso, o El
avalia predominantemente as grandes vias aéreas.
Logo, a correlagdo do estudo celular pela técnica do
El e a espirometria podem nio ser a forma ideal de se
estudar a inflamacdo na DPOC, ja que a localizacdo
inicial e preferencial do processo inflamatorio ocorre
nas pequenas vias aéreas.

Neste estudo, a contagem absoluta e percentual
de macrofagos foi menor entre os pacientes com
DPOC. Como a populacdo de macrofagos recolhida
no El de individuos sem doenca respiratoria repre-
senta a quase totalidade das células, ¢ compreensivel
que, em pacientes com DPOC, este percentual esteja
diminuido, por conta do aumento das outras popu-
lacdes celulares.(>2"

Os macrofagos alveolares dos pacientes com
DPOC sédo pleomorficos e, em muitos casos, contém
pigmentos antracdticos no interior do seu citoplasma
(vide Figura 1 secdo A). Este achado constituiu-se
no principal fator para a teoria antigénica macrofa-
gica.l'®?229 Os macrofagos se ativariam e recrutariam
outras células para a protecdo pulmonar, mas como
estas particulas de antracose ndo sio efetivamente
depuradas, o processo inflamatdrio se perpetu-
aria. O que dificulta a aceitacdo consensual desta
teoria € que nem todos os tabagistas desenvolvem
a DPOC, nem ¢ a doenca diretamente relacionada a
carga-tabagica.

0O nosso achado de células T CD8* aumentadas no
El e no sangue periférico apdia a teoria do envolvi-
mento sistémico da DPOC, ja que a migracdo dessas
células se faz do vaso para o tecido pulmonar, e o
seu processo de diferenciacdo e proliferacdo ocorre
principalmente em outros sitios, especialmente na
medula 6ssea.®” 2% Contudo, o reduzido numero de
linfocitos normalmente encontrado no El dificulta a
sua valorizagao.

0 linfécito T CD8* apresenta varias funcdes. Na
DPOC, a teoria ainda mais prevalente refere-se a
sua participagdo como célula de defesa (citotoxica)
nas freqiientes infeccoes virais.® No entanto, nio
se sabe o porqué da sua permanéncia no pulméao.
Os linfocitos T CD8* ativados conseguem aumentar
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a taxa de apoptose das células T CD4*, diminuindo
a proporcio CD4/CD8. Este mecanismo ¢ depen-
dente da expressao de Fas e ndo ¢ antigeno especifico.
29 Talvez, a permanéncia dos linfocitos T CD8* nos
pacientes com DPOC se dé pelo mecanismo imune
conhecido como tolerabilidade antigénica, isto ¢, se
o estimulo antigénico ¢ persistente e algumas vezes
muito intenso, as células T CD8* regulariam a inten-
sidade da resposta imunoldgica.

Em pacientes com doenca estavel, alguns traba-
Thos tém demonstrado aumento de eosinofilos no
escarro, no lavado broncoalveolar e na parede das
vias aéreas.” Ha observacdes de que fumantes
ndo-asmaticos podem ter maior sensibilizacdo para
certos alérgenos ocupacionais e apresentar valores
de imunoglobulina E e de eosinofilos sangliineos
maiores do que os dos nio-tabagistas e individuos
sem antecedentes alérgicos.?>*” No entanto, outros
autores ndo conseguiram reproduzir estes dados.
(328 Qutros ainda® relataram o aumento dessas
células em alguns pacientes, sugerindo que a eosi-
nofilia no escarro poderia estar relacionada a uma
melhor resposta ao tratamento com corticoide. No
presente estudo, observou-se tendéncia de aumento
dessas células no material recolhido das vias respi-
ratorias dos pacientes com obstrucdo bronquica
(3,97 £ 8,35%), o que ndo pode ser atribuido &
infeccdo pulmonar, ja que os pacientes estavam ha
mais de 1 més sem exacerbacdes. Assim, 0s eosino-
filos podem participar do processo inflamatdrio na
DPOC também nos periodos de estabilidade clinica.
@939 A andlise do sangue periférico demonstrou
aumento significativo dos eosindfilos (p = 0,021),
sendo que os valores leucométricos percentuais e
totais se encontravam dentro da faixa da normali-
dade, fato que também fortalece a caracterizacio
da participacgdo eosinofilica na DPOC.

Em conclusdo, os neutrofilos, eosinofilos,
macréfagos e linfocitos T CD8* se encontravam
aumentados no El, o que aponta para um modelo
inflamatdrio de envolvimento multicelular na pato-
genia da DPOC. As células T CD8* também estavam
aumentadas no sangue periférico no periodo de
estabilidade da doenca. Este dado sugere que esta
célula possa servir como marcador da inflamacgdo
sistémica e ajudar na identificacdo precoce dos
tabagistas, que ja apresentam padrdo inflamatdrio
de DPOC. Para isto, novos estudos sdo necessarios
para a melhor caracteriza¢cido do papel dos linfocitos
na patogenia da DPOC.
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