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Bases celulares e bioquimicas da doenca pulmonar

obstrutiva cronica®
Cellular and biochemical bases of chronic obstructive pulmonary disease

ROGERIO RUFINO', JOSE ROBERTO LAPA E SILVA?

RESUMO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica é uma doenca inflamatoéria com participacdo ativa de macréfagos, neutrofilos e
linfécitos CD8* em sua patogénese, associada a estimulos oxidantes diretos das estruturas pulmonares, que desencadeiam
reacdes bioquimicas, levando a progressiva desorganizacdo das pequenas vias aéreas e ao remodelamento estrutural ndo
reversivel. A liberacdo de substincias provenientes das células recrutadas e do estresse oxidativo leva ao desequilibrio
inicialmente temporario dos mecanismos de defesa pulmonar. A permanéncia desse desequilibrio ¢ uma das chaves da
fisiopatogenia atual. Os autores descrevem as alteracdes celulares e bioquimicas da doenca pulmonar obstrutiva cronica.

Descritores: Doenca pulmonar obstrutiva cronica/fisiopatologia; Pulmao/metabolismo; Inflamagdo; Oxidantes;
Antioxidantes; Estresse oxidativo

ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease is an inflammatory disease. Together with oxidant stimuli, which directly affect
lung structures, macrophages, neutrophils and CD8* lymphocytes actively participate in the pathogenesis of the disease
and promote biochemical reactions that result in progressive alteration of the upper airways and irreversible lung
remodeling. The release of substances promoted by inflammatory cell recruitment and by oxidative stress lead to a
temporary imbalance in the pulmonary defense mechanisms. Understanding the long-term maintenance of this imbalance
is key to understanding the current physiopathology of the disease. The present study explores the cellular and molecular
alterations seen in chronic obstructive pulmonary disease.

Keywords: Pulmonary disease, chronic obstructive/physiopathology; Lung/metabolism; Inflammation; Oxydants;
Antioxidants; Oxidative stress
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INTRODUCAOQ

A prevaléncia da doencga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) tem aumentado em todo o plane-
ta, devido a permanente exposi¢do das pessoas
aos fatores de risco, ja conhecidos: tabagismo, ex-
posicdo ocupacional ao cadmio e a silica e indi-
ces maiores de poluicdo em lugares abertos e fe-
chados. Esses fatores, associados a maior expec-
tativa de vida da populacdo, fizeram com que a
Organizacdo Mundial de Saude considerasse a
DPOC uma epidemia, prevendo a sua eclosdo no
ano de 2020, quando poderd entdo se tornar a
terceira maior causa de mortalidade e a quinta
doenca em prevaléncia. Nessa perspectiva negativa,
esforcos estdo sendo feitos para se conseguir mo-
dificar essa catastrofe médica e econémica, ja que
nos dias atuais o gasto com o tratamento ¢ extre-
mamente elevado. Exemplo disto ¢ o custo anual
de 24 bilhoes de dolares para o diagnostico e tra-
tamento de 16 milhdes de doentes nos EUA.(-?

Nos ultimos anos, varios pesquisadores explo-
raram novos horizontes fisiopatogénicos, o que per-
mitiu a mudanca do enfoque, até entdo quase que
exclusivamente relacionado a funcdo pulmonar, para
o estudo celular e bioquimico da doenca. Isto foi
introduzido na definicdo da DPOC pela Global Initi-
ative for Chronic Obstructive Lung Disease - GOLD.?
Na DPOC ocorrem alteracdes dos componentes
celulares do pulméo, com aumento do numero de
macrdfagos, neutrofilos e linfocito CD8*, excesso
de produtos oxidativos e a facilitacdo de coloni-
zagio por microorganismos.® Tais fatores intera-
gem de modo a recrutar mais células pro-inflama-
torias. Nas areas de maior ventilacdo pulmonar
ocorre a destruicdo periférica dos ligantes (attach-
ments) dos alvéolos, facilitando a sua fusdo e hipe-
rinsuflacdo (enfisema).C-%

As células e componentes bioquimicos envolvi-
dos na patogenia da DPOC serdo detalhados a seguir.

CELULAS INFLAMATORIAS NA DPOC

Neutrofilos

Os neutrofilos sdo uma das células centrais no
mecanismo fisiopatogénico da DPOC, em que exis-
tem claramente acumulo e ativacdo deste tipo ce-
lular. Os neutréfilos sdo abundantes no sangue,
mas praticamente ausentes nos tecidos pulmona-
res em pessoas saudaveis. Possuem meia-vida curta,
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sobrevivendo poucas horas (seis horas, em média)
depois de liberados pela medula éssea. Em uma
reacdo inflamatéria produzem-se varios fatores qui-
miotaxicos para os neutrdfilos, que rapidamente
migram para o sitio de inflamacdo, onde exercem
funcdo fagocitica contra bactérias, fungos e virus,
e liberam substancias que sdo tdxicas aos microor-
ganismos e lesivas aos tecidos, como metabolitos do
oxigénio, proteases, fosfolipases e 6xido nitrico."®

Em tabagistas, os neutréfilos estdo aumentados
no escarro e no lavado broncoalveolar (Figura 1).
Porém, nas amostras de tecido pulmonar nio se
consegue confirmar esse aumento. Acredita-se que
isto ocorra pela rapida migracdo dos neutréfilos
para o alvéolo e pela heterogeneidade do proces-
so inflamatério.®” Qutro fator importante é que o
neutrdéfilo possui aproximadamente 8y, enquanto
que o didametro do capilar pulmonar é de 5,5p.
Assim, o neutrdfilo deve se deformar para fluir
adequadamente pela corrente sangiiinea. Mas,
apesar do seu tamanho, o sitio preferencial de sua
localizacdo no leito vascular é o capilar pulmonar,
sendo que, algumas vezes, permanecem minutos
nessa regido. Quando estimulado por algumas subs-
tancias o neutrofilo se enrijece e ndo consegue
progredir na circulacio sangliinea, ficando seqiies-
trado no local.”

Alguns fatores aumentam a adesdo neutrofilica,
como os fragmentos do complemento, especialmen-
te o C5a, fator de necrose tumoral (TNF-a), inter-
leucina-1 (IL-1) e lipopolissacarideos.

Tanto a estrutura quanto a fung¢ao dos neutrd-
filos estdo modificadas nos tabagistas. O fumo
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Figura 1- Escarro induzido neutrofilico em doenca pulmonar
obstrutiva cronica
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aumenta o numero de inclusdes citoplasmaticas
de algumas células residentes no pulmao e altera
a fixaclo do receptor para o composto C3 do com-
plemento ativado, o que dificulta a fagocitose.
Diminui também as rugosidades da membrana dos
neutrofilos e macrofagos.®

Substancias protéicas sdo liberadas dos granulos
de neutrofilos, como elastase, fosfatase acida, be-
taglucoronidases, mieloperoxidase, metaloprotei-
nases, lipocaina associada a gelatinase, proteinase
3 (PR3) e catepsina G (CG), e tais substancias po-
dem participar direta ou indiretamente da destrui-
¢do do parénquima pulmonar. Outros produtos com
capacidade de promover quimiotaxia e ativacéo
de outros neutrofilos, como a IL-8 e o leucotrieno
B4, sdo liberados pelo neutrofilo. Exercem, assim,
amplificacdo e perpetuacio do processo inflama-
tério neutrofilico. Estas substancias contribuem
para a alteracdo do balancgo entre producéo e de-
gradacdo de proteinas da matriz extracelular, que
leva 4 destruicio da parede alveolar.”?

A apoptose dos neutréfilos pode estar alterada
nos pacientes com DPOC que utilizam corticoste-
roides. Na asma, em que o eosindfilo é uma das
principais células envolvidas no processo infla-
matorio, o corticosteroide amplifica a apoptose e
aumenta a depuracdo macrofagica dos eosinofilos,
diminuindo o processo inflamatdrio. Na DPOC, o
corticosteroide prolonga a sobrevida dos neutro-
filos, mantendo o processo neutrofilico pulmonar;
contudo, estimula a fagocitose dos macrofagos em
até trés vezes mais. Qutro fator que diminui a apop-
tose dos neutrdfilos é a persisténcia da hipoxia
celular, muito freqiiente em DPOC graves.®-'%

Linfocitos

Evidéncias acumuladas nos ultimos seis anos
indicam que a DPOC ¢ uma doenca com forte par-
ticipacdo patogénica de linfocitos T CD8"* citoto-
xicos. A resposta imune adaptativa ¢ normalmente
iniciada na crianca apds vacinas e infeccdes e de-
pende preferencialmente dos linfécitos. A associa-
¢do e o equilibrio da imunidade inata, feita por
neutrofilos, macrofagos e células NK, entre outras,
e da imunidade adaptativa fortalecem o sistema
de defesa contra microorganismos potencialmente
patogénicos e outros antigenos.™

Todos os efeitos dos linfécitos T dependem da
interacdo com células que contém proteinas nio
inatas. O complexo de histocompatibilidade prin-
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cipal (MHC - major histocompatibility complex),
que sdo glicoproteinas da membrana celular ligadas
a peptideos antigénicos, pode ser de duas classes:
MHC | e MHC 1.0

Os subtipos de linfocitos CD4* sdo mais conheci-
dos. Os CD4* que secretam gama interferon (IFN-y),
IL-2 e TNF-3, mas nédo 1L-4, IL-5, 1L.-10 ou 1L-13
sdo designados linfocitos T helper 1 (Th1). O outro
subtipo, o Th2, diferencia-se porque nio secreta IFN-
Y, 1L-2 e TNF-B e, sim, IL-4, IL-5, 1L-10 ou IL-13. Os
linfocitos ThO secretam todas as substincias.("

Os linfocitos T CD8* expressam moléculas MHC 1
e os linfocitos T CD4*, MHC 11. Além desta diferenca,
as células T CD8* possuem alta suscetibilidade para
apoptose e baixa sobrevida. Este ultimo dado pode
ser um dos fatores para explicar o pouco conheci-
mento das células CD8". Outro fator de importincia
na diferenciacdo entre os subtipos de linfocitos ¢ a
alta resisténcia para apoptose induzida pela ligacdo
do receptor Fas nos linfécitos T CD4+.0?

Os linfocitos CD8* podem se diferenciar em Tcl,
que secretam 1FN-y, mas ndo 1L-4, e em Tc2, que
secretam 1L-4 e ndo IFN-y. Diferentes das células
CD4*Th1 e Th2, os CD8* sdo igualmente citotoxi-
cos. Todavia o nivel de toxidade dependera da
expressdo da classe MHC 1 e da possibilidade de
sua co-estimulacéo.!""

Ha diferencas na estimulacdo dos linfocitos CD8*
dependendo das interleucinas liberadas. A 1L-12
aumenta Tc1, e a IL-4 inibe a proliferacdo de Tcl.

Os linfécitos CD8* predominam nas regides pe-
rivasculares, enquanto que os CD4* predominam no
subepitélio. Quando ocorre ativacdo dos CD8*, eles
levam a citolise de células infectadas ou alteradas do

t;. [ = i
Figura 2 - Marcacdo de subtipos celulares de linfécitos T
CD8* em bidpsia de doenca pulmonar obstrutiva cronica
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hospedeiro, através da liberacdo de IFN-y e TNF-q,
ocasionando rapida resolucio de infeccdes virais. A
excessiva e inapropriada estimulag¢do de CD8*, em
modelos experimentais, tem demonstrado alteragdes
patoldgicas destrutivas pulmonares (Figura 2).0%

Alguns autores!*'” publicaram trabalhos que
evidenciavam o aumento da concentracdo de CD8*
nos pulmades de pacientes com DPOC fumantes em
relacdo a ndo fumantes. Outros!'® também encon-
traram maior populacdo de células CD8* no san-
gue periférico em pacientes com DPOC.

Eosinofilos

0 papel dos eosinofilos na patogenia da DPOC
¢ ainda controverso e aberto a especulacdes. Os
eosinofilos sdo oriundos de células tronco da me-
dula dssea, assim como os basdéfilos. Os progeni-
tores celulares eosinofilico-basofilicos podem tam-
bém ser encontrados na circulacdo. Muitos fatores,
como a IL-5, estimulam a seletividade na diferencia-
cdo de células progenitoras para eosinofilos.

0 eosinofilo € uma das células diretamente re-
lacionadas a asma. Na DPOC, alguns trabalhos tém
demonstrado a sua presenca nas exacerbagdes, bem
como nas fases de estabilidade da doenca, através
de bidpsias, lavado broncoalveolar e escarro.!"”-'®
Pensava-se, inicialmente, que havia eosinofilos so-
mente num subgrupo de DPOC, com comporta-
mento clinico similar 8 asma, mas varios trabalhos
tém enfatizado a presenca de eosinofilos na agu-
dizacdo da DPOC (Figura 3).

Alguns autores!" demonstraram, em bronquiti-
cos cronicos, o aumento de quimiotaxicos para
eosinofilos: eotaxina, proteina quimiotaxica para
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Figura 3 - Paciente com doenc¢a pulmonar obstrutiva
cronica sem exacerbagcdo ha mais de dois meses com
eosindfilos no material de escarro induzido
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monocito 4 (MCP 4 -monocyte chemoattractant
protein) e RANTES (regulated on activation, normal
T-cell expressed and secreted). Tais achados de-
monstram a similaridade entre a inflamacdo na asma
bronquica e na exacerbacio da bronquite cronica.
Uma teoria proposta ¢ a de que durante a exacer-
bacdo, RANTES e linfocitos CD8* atuariam sinergi-
camente aumentando a apoptose dependente do
ligante Fas para células infectadas.®

Macrofagos

Os macrofagos apresentam um importante pa-
pel no desenvolvimento da DPOC e encontram-se
em numero aumentado tanto na parede bronquica
quanto no parénquima pulmonar, especialmente
nos espacos alveolares, em pacientes com DPOC.
Macrofagos sdo células derivadas da medula 0s-
sea e do mondcito sangiiineo. E o tipo celular mais
freqiiente dentre os que residem no pulméo. Pos-
suem varias fungoes: fagocitam particulas ou an-
tigenos; participam da apresentagio de antigenos
aos linfocitos T; e sdo capazes de liberar varias
citocinas e metabolitos ativos do acido araquido-
nico. Apresentam importante pleomorfismo no
pulméo, com tamanhos diferentes, o menor com
intensa capacidade de fagocitose e os maiores com
grande atividade bioquimica.®0-?"

Em geral, os macréfagos representam na con-
tagem celular do lavado broncoalveolar 90% das
células aspiradas. Nos fumantes, pode até ser man-
tido este percentual; contudo, o numero absoluto
costuma ser quatro a cinco vezes maior. Estdo lo-
calizados difusamente desde nas grandes vias a¢-
reas até no alvéolo (Figura 4).
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Figura 4 - Escarro induzido de paciente com doenca
pulmonar obstrutiva cronica de predominio macroféagico
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Nos tabagistas, ha uma maior liberacio de li-
sossomas, até cinco vezes mais do que nos nao
fumantes, secretando uma variedade de substan-
cias: metabdlitos do acido araquidonico - trom-
boxano A2, prostaglandina E2, prostaglandina D2,
prostaglandina F2a, leucotrieno B4, 5-HETE (hi-
droxieicosatetraendico); citocinas - 1L-1, IL-6, TNF-
o, IFN-a e 4, 1L-10, 1L-12, 1L-15, fator inibitdrio
de macréfagos; metabdlitos do oxigénio - dnion
superdxido (0,-), peréxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxila (OH-); enzimas - metaloproteina-
ses, elastases; e 6xido nitrico.??

PAPEL DAS INFECCOES

Virus

Alguns autores® propuseram que a infeccio
viral latente pelo adenovirus na mucosa das vias
aéreas de algumas pessoas levava ao excessivo
recrutamento de células inflamatorias quando ex-
postas ao fumo. O adenovirus aumenta a via pro-
inflamatdria do fator nuclear KB (NFKB - nuclear
factor kB), aumentando a inducio de ICAM 1 e 1L-8.

Outros autores""® formularam a hipdtese de que
em pacientes com bronquite crdnica, durante a
fase de exacerbacdo, a infeccdo viral causa um
aumento da inducdo da expressao de RANTES epi-
telial. Os virus mais envolvidos sdo rinovirus, vi-
rus sincicial respiratdério e o influenza, mas pode
haver bactérias também.?%

Bactérias

A perda dos cilios devida ao tabagismo pode
alterar a resposta de depuracdo mucociliar, princi-
palmente de bactérias, e predispor a colonizacdo

Quadro 1- Principais antiproteases e proteases que
participam da doenca pulmonar obstrutiva cronica

Proteases
Elastase neutrofilica
Proteinase neutrofilica

Antiproteases
a, antitripsina
a, macroglobulina

Inibidor de Proteinase 3 neutrofilica
leucoproteases

TIMP 1 Catepsina G neutrofilica
TIMP 2 Metaloproteinase neutrofilica

Metaloproteinase do macrofago
Catepsina S
Cisteina proteinase

TIMP: tissue inhibitors of metalloproteinases.
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e infeccdes recorrentes, com altas concentracdes
de proteinases, metaloproteinases e mediadores
citoquimicos (1L-6, 1L-8), resultando em processo
inflamatorio persistente.?>-20)

PROTEASES E ANTIPROTEASES

Inibidores de proteinases

A a1-antitripsina ¢ uma glicoproteina de 52kDa
sintetizada primariamente pelo figado; consiste em
uma cadeia de polipeptideo de 394 aminoéacidos,
e possui atividade de inibicdo proteolitica da elas-
tase neutrofilica e de outras proteinases. Em 1963,
alguns autores® propuseram uma associagio entre
a deficiéncia sérica de a1-antitripsina e enfisema,
originando uma teoria de desbalan¢o entre pro-
teinase e antiproteinase para a génese da DPOC. A
sua deficiéncia genética traduz-se em enfisema
pulmonar em jovens ndo fumantes (Quadro 1).

A 0a2-macroglobulina é uma grande proteina
usualmente restrita 4 corrente sangiiinea (725.000
kDa), que inibe proteinases de varias classes através
da clivagem de partes suscetiveis das moléculas.?®

A o 1-antitripsina ¢ o principal inibidor de protei-
nases. A inibicdo das proteinases neutrofilicas da-se
com maior rapidez do que com outras proteinases.?®%)

0 inibidor de leucoprotease secretdria é uma
molécula com 12 kDa, produzida pelas células
epiteliais das vias aéreas e pelo pneumacito tipo 2,
que consegue inibir a elastase neutrofilica, a ca-
tepsina G e outras proteinases.®?

Inibidores de metaloproteinases

Os inibidores de metaloproteinases (TIMP -
tissue inhibitors of metalloproteinases), no total
de quatro, sdo secretados por varias células e es-
tdo presentes em grandes concentracdes nos tecidos.
Os macréfagos secretam as metaloproteinases e tam-
bém os TIMP-1 e TIMP-2. Os TIMP-1 realizam uma
ligagdo com o C-terminal das metaloproteinases. Os
TIMP-2 interagem especificamente com as gelati-
nases A e B, respectivamente com as metaloprotei-
nases 2 e 9.2830

Proteinases neutrofilicas

Correspondem a um grupo de enzimas com
fungdes bioldgicas distintas, incluindo enzimas
digestivas de glandulas exocrinas, fatores de coa-
gulacdo e proteinases associadas a granulos de
leucdcito. As serinoproteinases sdo sintetizadas
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como pro-enzimas no reticulo endoplasmatico (por
exemplo, nos granulos azurofilicos).®?%-?)

Elastase neutrofilica

A elastase neutrofilica tem atividade contra as
proteinas da matriz extracelular, em especial, a elas-
tina. Esta diretamente envolvida na génese da DPOC.
Viérios trabalhos demonstram o seu aumento nos la-
vados broncoalveolares e escarros dos tabagistas.®

Catepsina G neutrofilica

E armazenada nos granulos neutrofilicos e, em
concentracdes menores, Nos mastocitos e mono-
citos. Também exerce atividade contra a elastina,
mas tem atividade de destruicdo de outras protei-
nas da matriz celular. Esta relacionada a facilita-
¢do da penetracdo dos neutréfilos no endotélio e
epitélio bronquico.®?

Metaloproteinase neutrofilica

Os neutrofilos contém duas metaloproteinases
da matriz: gelatinase B e colagenase neutrofilica.
A colagenase degrada o colageno intersticial. A
gelatinase atua contra gelatinas, componentes da
membrana basal e elastina.®>??
Cisteina (tiol) proteinase do macrofago

0 macréfago alveolar humano produz a lisosso-
mol-tiol-proteinase e as catepsinas B, H, L e S. Estas
enzimas possuem varias similaridades, com atividade
maxima em pH acido, e atuam na matriz extracelular
pulmonar. A catepsina S tem atividade elastolitica.?”

Metaloproteinases do macrdéfago

As metaloproteinases constituem-se numa fami-
lia de enzimas (mais de vinte enzimas, que degra-
dam a matriz extracelular pulmonar). Sdo essenciais
para o desenvolvimento normal do tecido pulmo-
nar, bem como para o remodelamento e reparo. Ex-
pressdes anormais tém sido encontradas e relacio-
nadas a destrui¢do pulmonar da DPOC. Séo secre-
tadas como pro-enzimas e ativadas na superficie
da membrana celular ou dentro do espaco extrace-
lular, pela clivagem proteolitica do N-terminal.>39

As metaloproteinases podem ser classificadas
como colagenases, gelatinases, estromelisinas,
matrilisinas e metaloelastases.

COMENTARIOS FINAIS

0 trato respiratdrio é constantemente exposto
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aos efeitos oxidantes. O oxigénio, gases inalados,
perdxido de oxigénio, 6xido nitrico, dioxido de
enxofre e fumaca de cigarro possuem forte efeito
oxidante. Durante processos infecciosos pulmo-
nares, oxidantes sdo formados pelos granuldcitos
e macrdfagos. Estas células produzem oxidantes
para destruir os microorganismos; contudo, apre-
sentam também efeito destrutivo no tecido onde
eles estdo situados.!"3?

O fumo contém mais de 1.017 particulas e mui-
tas sdo produtos oxidantes, incluindo oxidos de
nitrogénio, radicais organicos livres e aldeidos (acro-
leina). Muitas células inflamatorias sdo recrutadas
para o pulméo em resposta a fumaca do cigarro, as
quais também geram mais radicais oxidantes. Os
antioxidantes, tais como a superoxido-dismutase,
também aumentam nos tabagistas. Todavia, apesar
deste balanco oxidante e antioxidante estar altera-
do na DPOC, seu real significado funcional ainda
nio foi provado.®??

Os produtos da oxidacdo podem inativar a a1-
antitripsina in vitro e o inibidor de leucoprotease.
As moléculas reativas do oxigénio (0,-, H,0,, OH-,
ONOO-) podem atuar aumentando a secrecio de
muco e a permeabilidade capilar, e levando a bron-
coconstricdo. O estresse oxidativo também pode
atuar aumentando o fator de transcricio NF éB, com
conseqiiente aumento da liberagdo de 1L-8 e TNF-q,
levando a mais recrutamento neutrofilico.®2¥

Aidéia de que o enfisema resulta da lesdo pro-
teolitica dos septos alveolares tem se mantido como
a teoria que mais se adapta aos conhecimentos
adquiridos nestes ultimos anos. Pela hipdtese de
desequilibrio entre protease e antiprotease, ocorreria
uma liberacdo episddica ou regular de proteinases no
tecido pulmonar capaz de digerir as proteinas de
sustentagdo da estrutura pulmonar. Normalmente,
o pulmio ¢ protegido pela acdo de inibidores de
proteases, principalmente provenientes do sangue,
mas que também podem ser produzidos localmente.
0 enfisema resultaria num desequilibrio da relacdo
entre protease e antiprotease, favorecendo as pro-
teases. O reparo pulmonar seria feito de forma in-
suficiente e deficiente e logo mudangas funcionais
poderiam ser verificadas. E evidente que os fatores
de risco ja determinados seriam os principais deter-
minantes do inicio do processo inflamatorio celu-
lar e do estresse oxidativo. Quando associados a
uma predisposicdo genética, levariam a uma dis-
funcdo das células inflamatorias, como os linfoci-
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tos T CD8* e os macrofagos, que se manteriam ati-
vados no tecido pulmonar, acarretando progressiva
destruicdo parenquimatosa e tendo como conse-
quiéncia final a DPOC (Figura 5).

Fator de Risco

Estresse

dati Recrutamento
OX; ativo celular
pulmonar pulmonar

|
—

Desequilibrio Desequilibrio Estresse
oxidativo-antioxidativo proteases-antiprotease | | oxidativo

Desequilibrio
oxidativo-antioxidativo|

T

Figura 5 - Modelo do processo inflamatoério na doenca
pulmonar obstrutiva crénica
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