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SUMMARY

Simbes, S.M. Inflammatory cell distribution in alveolar tissue and airways in
fatal asthma [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sé&o Paulo”; 2004.

The site and distribution of inflammation in the airways of asthmatic patients
has been largely investigated. Inflammatory cells are distributed in both large
and small airways in asthma. It has been demonstrated that distal lung
inflammation in asthma may significantly contribute to the pathophysiology of
the disease. Although it is now accepted that lung inflammation is not
restricted to the intrapulmonary airways in asthma, little is known about cell
distribution in the other lung compartments and their relation to the
intrapulmonary airways. In this study we aimed to map the inflammatory
process in fatal asthma, from the large airways to the lung parenchyma.
Immunohistochemical staining, image analysis and morphometric analysis
were used to determine cellular density in inner and outer areas of large and
small airways and in parenchyma (peribronchiolar and distal). Eosinophil,
neutrophil, mast cell and lymphocyte content was determined in each
compartment of 20 patients with fatal asthma and 10 controls. Eosinophil
density was higher in all studied areas in fatal asthma compared with controls
(p<0.02), but, in asthmatics, it was significantly decreased in distal
parenchyma only when compared to inner wall of large airways (p<0,01).
Mast cell content was higher in the outer area of large and small airways and
in peribronchiolar parenchyma of fatal asthma compared with control
(p<0.04). In asthmatics, the outer area of small airways showed the highest
content of mast cell and it was significantly increased when compared to
outer area of large airways (p<0.01) and peribronchiolar and distal
parenchyma (p<0.001). CD3+, CD4+ and CD20+ cells showed increased
content in fatal asthma intrapulmonary airways compared with controls
(p<0.05). Increased neutrophil content was observed only in peribronchiolar
parenchyma of fatal asthma (p=0.029). We conclude that eosinophils present
a widespread distribution within the respiratory tract in fatal asthma, from the
large airway to the distal lung. The outer wall of airways is the main site of
inflammatory changes in fatal asthma. There is a localized distribution of
alveolar inflammation at the peribronchiolar region for mast cells and
neutrophils. Our findings provide further evidence of the importance of the
lung periphery in the pathophysiology of fatal asthma.






1 - INTRODUGAO

1.1 - Definigdo e Classificagao da Asma

Asma é definida como uma doencga inflamatoria cronica das vias aéreas
resultante da participacdo de varias células. A inflamagdo ocasiona um
aumento da hiperresponsividade das vias aéreas, levando a episodios
recorrentes de sibilancia, dispnéia, tosse e/ou opressdo toracica. A
obstrugdo das vias aéreas pode ser reversivel espontaneamente ou apos
terapia broncodilatadora [1]

A asma ¢ classificada clinicamente em leve intermitente, leve
persistente, moderada ou grave de acordo com a frequéncia dos sintomas,
necessidade do uso de broncodilatadores e os valores espirométricos [1].
Esse tipo de classificagdo por gravidade orienta decisbes quanto a
abordagem terapéutica do paciente.

Menos de 5% dos pacientes asmaticos evoluem com asma grave. No
entanto, fatores preditivos para o desenvolvimento da forma grave da
doencga sado desconhecidos [2]. Alguns estudos sugerem que um tempo mais
longo de asma poderia favorecer alteragdes estruturais irreversiveis no
pulm&o e consequentemente uma forma mais grave da doencga. Gibbs et al
estudaram 100 asmaticos graves e observaram que a maioria tinha uma
historia de doenga desde a infancia e apenas um tergo iniciou sintomas apos

20 anos de idade [3]. Contrariamente, estudos europeus sugerem que asma
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de inicio tardio evolui mais rapidamente para um declinio da funcéo
pulmonar [4,5] .

Fatores genéticos podem estar relacionados com asma grave.
Mutagbes nos genes de interleucina 4 (IL-4) e receptor de IL-4 tém sido
associadas a perda da funcdo pulmonar ou a exacerbacdes quase fatais
[6,7]. Alteragdes no genes reguladores da produgcdo de “Monocyte
Chemotactic Protein-1” (MCP-1) e de “Transforming Growth Factor-p”
(TGF-B) tém sido associadas a asma grave através do promogao de
alteracdes fibréticas nas vias aéreas [8,9].

Infecgbes respiratérias podem contribuir para a gravidade da doencga:
virus sincicial respiratério na infancia e Micoplasma pneumoniae nos adultos
[10,11]. Doengas concomitantes como refluxo gastroesofagico e sinusite
crbnica, assim como a falta de aderéncia ao tratamento podem também

favorecer o desenvolvimento de asma grave [12].

1.2 - Asma fatal

A asma fatal é definida como 6bito em decorréncia de um episodio de
broncoconstrigdo em individuo com diagnéstico prévio de asma [13]. Alguns
estudos tém caracterizado os pacientes vitimas de morte por asma de
acordo com o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o desfecho fatal.
Instituiu-se, assim o termo “morte subita por asma” quando o ébito ocorreu

poucas horas (1 a 2 horas) apés o inicio dos sintomas [14,15].
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Independente da gravidade, o paciente pode apresentar um episédio
fatal de asma. Alguns fatores tém sido associados ao maior risco de obito:
inadequado acompanhamento médico e falta de aderéncia ao tratamento
com corticosterdides inalatorios; nove ou mais admissdes hospitalares pela
doenca num periodo de um ano; historia prévia de internagdo em Unidade
de Tratamento Intensivo (UTIl) com permanéncia em ventilagdo mecanica
devido a asma, doengas psiquiatricas ou uso de sedativos; uso de trés ou
mais categorias de drogas para controle da doenga e uso excessivo de beta-
agonistas para broncoespasmo; habitos como alcoolismo e tabagismo

[1,16,17].

1.3 - Epidemiologia da Asma

A prevaléncia de asma varia entre as diversas regides do mundo, com
indices variando de 0,6% em Papua Nova Guiné, a 49% nas llhas Carolinas
Ocidentais [18]. Nas criangas as taxas variam de 0 a 30% em diferentes
populagdes [1].

Nas ultimas décadas houve um aumento mundial nas taxas de
prevaléncia da doenca entre criangas e adultos jovens em aproximadamente
5 a 6% por ano, a despeito dos avancgos do tratamento [19]. No Brasil, ndo
se conhece as taxas reais de prevaléncia e incidéncia da asma. Alguns
estudos direcionados a faixas etarias especificas estado disponiveis. Estudo
baseado no “International Study of Asthma and Allergies in Childhood”

(ISAAC) realizado em algumas cidades brasileiras mostrou que a
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prevaléncia de asma oscilou entre 4,7% e 20,7% na faixa etaria de 6 a 7
anos e, na faixa etaria de 13 a 14 anos, a prevaléncia variou de 4,8% a
21,9%. Considerando-se as duas populagbdes, a prevaléncia cumulativa
média foi de 13,3% [20].

A partir da segunda metade do século XX, asma tem sido considerada
um seério problema de saude publica devido ao aumento das taxas de
mortalidade observado em varios paises [1,21]. Alguns fatores s&o
apontados como responsaveis por esse aumento: crescentes taxas de
incidéncia e prevaléncia da doenga e alteragdes nos critérios diagndsticos e
na Classificagdo Internacional de Doengas (CID) [22].

Anadlise dos dados de mortalidade por asma no Brasil, baseado no
Sistema de Informagdo de Mortalidade do DATASUS, durante o periodo de
1980 a 1998 foi feita recentemente por Campos [23]. Os coeficientes de
mortalidade variaram entre 1,93 (1980) a 1,41(1998) mortes por 100.000
habitantes. Em um primeiro periodo (de 1980 a 1991) observou-se
diminuicdo da mortalidade, alcangando taxas de 1,16/100.000 habitantes.
Em um segundo momento, entre 1992 e 1995, houve um aumento dos
indices de 1,36 a 1,58. A partir de 1996, os indices assumiram uma queda
discreta e gradual com valores que variaram de 1,38 a 1,43/100.000
habitantes. As taxas de mortalidade ndo mostraram diferencas significativas
em relagdo ao sexo. Os maiores coeficientes foram encontrados nos
extremos de idade, idosos com mais de 65 anos e criangas menores que 1
ano, o que pode representar valores superestimados considerando as

dificuldades do  diagnostico  diferencial com  outras  doencgas
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cardiorrespiratorias nessas faixas etarias. Analise do grupo de 5 a 34 anos
separadamente, cujo acerto do diagndstico € maior que 90% [24], mostrou
variagdo de coeficientes de 0,29 a 0,18/100.000 habitantes no periodo de
1980 a 1991 e de 0,24 a 0,2/100.000 habitantes no periodo de 1992 a 1998.
Cerca de 70% das mortes ocorreram em hospitais, sugerindo que esse fato
possa resultar de falhas no atendimento ou de uma subnotificagdo na
comunidade [23].

No estado de S&o Paulo, dados obtidos da Fundacdo SEADE revelaram
um aumento do indice de morte de 0,2/100.000 habitantes em 1970 para 0,4

em 1996 nos individuos de 5 a 34 anos de idade [25].

1.4 - Patologia da Asma

Grande parte dos conhecimentos sobre fisiopatologia da asma se
originou em estudos de autopsias de pacientes que morreram em mal
asmatico. Macroscopicamente, os pulmdes s&o hiperinsuflados, mesmo
apos abertura da cavidade pleural (Figura 1A). A superficie do corte apos
seccao do pulmao mostra a presencga de tampdes mucosos acinzentados e
gelatinosos obstruindo a luz das vias aéreas (Figura 1B) [26]. Achados
microscopicos encontrados sdo edema e infiltrado celular de parede
brébnquica, intensa descamacdo epitelial, espessamento de membrana
basal, hiperplasia e hipertrofia de células musculares lisas e hiperplasia de
glandulas (Figura 2). Esses achados sugerem um infiltrado inflamatorio

prévio de longa duracdo [27] [15]. Aikawa et al descreveram presenga de
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tampdes mucosos se correlacionando significativamente com hiperplasia de

glandulas caliciformes em vias aéreas periféricas de vitimas de asma fatal

comparada a asma nao fatal [28].

FIGURA 1 - Aspecto macroscépico do pulméo de um individuo que morreu
por asma. As duas principais caracteristicas macroscopicas da asma fatal
sdo representadas nas figuras: A - hiperinsuflagdo pulmonar e B -
hipersecrecdo mucosa. Note a obstrucéo total da luz de um bronquiolo por
tampao mucoso

FIGURA 2 - Achados microscopicos do pulmdo na asma fatal. A figura
mostra segmento de parede de via aérea com presenga de muco (M)
obstruindo parcialmente a luz, espessamento da membrana basal (MB),
hipertrofia de musculo liso (ML), proliferagdo capilar (C) e infiltrado
inflamatério difuso. HE, 200x
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1.5 - Compartimentos histolégicos das vias aéreas

Nos ultimos anos a via aérea pulmonar vem sendo estudada por varios
autores com base em uma classificacdo proposta por Bai et al que

propuseram uma divisdo em compartimentos (Figura 3) [29]:

a. mucosa brénquica: compreendendo o epitélio de revestimento,

membrana basal e lamina propria. Considera-se lamina proépria
a area interna da via aérea, ou seja, a regido situada entre a
membrana basal e a borda interna do musculo liso. Essa regiao
contém basicamente elementos da matriz extra-celular, vasos e
células inflamatdrias. O material obtido nas bidpsias bronquicas
em geral representa a regido da mucosa.

b.  submucosa: regido situada a partir da borda externa da lamina
prépria, incluindo o musculo liso até a cartilagem;

c. adventicia: para as vias aéreas cartilaginosas, considera-se o
tecido conjuntivo pés cartilagem que se insere no parénquima.
Para as vias aéreas membranosas, ou seja, desprovidas de
cartilagem, os limites entre a submucosa e a adventicia séo
menos claros. Os autores propdem, assim, que a submucosa
seja considerada toda a parte do brdénquio externa a lamina
prépria até o limite do parénquima. Essa regido, também
chamada de area externa da via aérea, é a regidao na qual as
forcas do parénquima se refletem através de um adequado

acoplamento entre via aérea e parénquima.
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FIGURA 3 - Diferentes camadas de uma via aérea normal. Adaptado de Bai
et al [29]

O pulmao distal corresponde a regidao compreendida entre vias aéreas
menores que 2 mm de diametro e todo o parénquima pulmonar periférico

[30,31].

1.6 - Inflamagao na Asma

A inflamacgao crénica das vias aéreas resulta da participacao de varias
células como mastdcitos, basdfilos, eosindfilos, linfocitos, macrofagos,
neutrofilos e células epiteliais. Broncoconstricido, edema de mucosa e
formagao de “plugs” mucosos caracterizam a obstrugcéo das vias aéreas e
resultam de uma reacgéao inflamatéria provocada pela exposicéo a antigenos,

como aeroalérgenos, em individuos suscetiveis. A inflamacao crénica

Tese de Doutorado Silvia de Magalhdes Simoes



10

desencadeia danos teciduais persistentes estimulando processo de
reparagao e levando ao remodelamento da parede bronquica [1].

Asma é frequentemente associada a atopia, isto €&, predisposi¢cao
genética apresentada por alguns individuos para desenvolver resposta
mediada por Imunoglobulina E (IgE) a aeroalérgenos comuns [32].
Alérgenos inalados entram em contato com a mucosa respiratoria e séo
capturados por células dendriticas presentes no epitélio brénquico que séo
capazes de reconhecer, processar 0 antigeno e apresentar seus fragmentos
peptidicos ligados a molécula do “Major Histocompability Complex Class II”
(MHC 1) aos linfocitos T auxiliares. Estes v&o produzir um padréo de
citocinas, sobretudo de interleucinas (IL) (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) que
caracterizam uma resposta predominantemente humoral, induzindo a
proliferagdo de linfécitos do subtipo “T helper 2" (Th2). Essas citocinas
desempenham importante papel na mudanca de isétipo para IgE,
proliferacdo de mastdcitos e ativagao e aumento da sobrevida de eosindfilos.
A IgE funciona como receptor antigénico na superficie de mastocitos e
basofilos através da sua ligacdo a receptores de alta afinidade (FCeRI).
Exposi¢cdes subsequentes ao antigeno proporcionam ativagdo de mastocitos
através de sua ligagdo com a IgE na superficie celular, dando inicio a fase
efetora da reagdo de hipersensibilidade tipo | ou reagdo mediada por IgE
(Figura 4, Quadro 1) [33].

Mastécitos sdo células residentes do epitélio brénquico e da
submucosa encontrados em maior numero nos individuos asmaticos que

nos nao-asmaticos [34,35]. Uma vez ativados, sofrem degranulagdo e
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liberam mediadores pré-formados como histamina e fatores quimiotaticos
para neutréfilos e eosindfilos; mediadores lipidicos (prostaglandinas e
leucotrienos), citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6) e “Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor” (GM-CSF). Essas substancias atuam diretamente
nas vias aéreas ou indiretamente através de mecanismos neurais, causando
contracdo de musculo liso, aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatagdo, incremento na produgdo de muco, bem como recrutando e
ativando novas células como neutrofilos, eosindéfilos e linfécitos para o sitio
inflamatorio [33]. Mastocitos sdo também capazes de atuar como mitdgenos
de musculo liso através da produgao de proteases neutras como histamina,
“Transforming Growth Factor-R” (TGF-), “Basic Fibroblast Growth Factor”
(bFGF), triptase e quimase que podem contribuir para hipertrofia do musculo
liso [36]. Carroll et al demonstraram recentemente maior densidade de
mastoécitos circundando glandulas submucosas de pulmdes obtidos de
vitimas de asma fatal e de asma nao fatal em relacdo a controles nao
asmaticos, correlacionando esse achado com maior area de muco na luz
das vias aéreas [37]. Mastécitos degranulados foram evidenciados no
musculo liso da parede bronquica de individuos vitimas de asma fatal
comparados a asma néao fatal e controles. Além disso, esses autores
constataram que a intensidade da degranulacdo de mastocitos se
correlacionou com a gravidade da doenga [38]. Analise de bidpsias
brénquicas revelou presenga de infiltrado mastocitario no musculo liso de

pacientes com asma brénquica, ao contrario dos casos de bronquite
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eosinofilica e dos controles, sugerindo que alteragdes funcionais da asma
possam estar relacionadas a esse achado [39].

Eosinéfilos s&o recrutados da circulacdo numa fase tardia da
inflamacéo. Interleucina 4 participa desse recrutamento através da indugao
de expressao de VCAM-1 (“Vascular Cell Adhesion Molecule-1”) nas células
endoteliais que se ligam ao VLA-4 (“Very Late Antigen-4”) da superficie do
eosinofilo. A producdo e ativagdo dos eosindfilos estdo sob controle dos
linfécitos T auxiliares: IL-3, IL-5 e GM-CSF constituem fatores de
crescimento, diferenciagao e ativacao de eosindfilos [33]. Essas células tém
papel efetor, liberando proteinas altamente téxicas de seus grénulos
(Proteina Basica Principal, Proteina Catiénica Eosinofilica, Endoperoxidase
Neutra, Neurotoxina Derivada do Eosindfilo) e radicais livres de oxigénio que
vao causar dano tecidual. Produzem também mediadores lipidicos que vao
amplificar a resposta inflamatoria através do recrutamento e ativagdo de
mais células [40]. A lesdo do epitélio bronquico facilita a penetracdo de
alérgenos e favorece a exposicdo de terminagdes nervosas com
subsequente liberacdo de neuropeptideos pelas fibras C sensitivas que
compdem o sistema nervoso autbnomo nao adrenérgico nao colinérgico e
atuam como potentes mediadores do processo inflamatério das vias aéreas
(Figura 4, Quadro 2) [33]. A medida do numero de eosindfilos no sangue,
lavado broncoalveolar e bidpsia brénquica em individuos asmaticos € maior
quando comparada com controles normais, havendo correlacido entre

eosinofilia e gravidade da doenga [41,42].
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A participagdo dos neutréfilos na fisiopatologia da asma brénquica é
pouco conhecida. Infiltrado inflamatoério neutrofilico tem sido reportado em
alguns casos de asma fatal [43]. Sur et al relataram aumento do numero de
neutrofilos e escassez de eosindfilos nos pacientes com morte subita por
asma [14]. Ha evidéncias de que neutréfilos desempenhem importante papel
na hipersecregdo através da elastase presente em seus granulos que
constitui importante secretagogo de células -caliciformes e glandulas
submucosas das vias aéreas [44,45]. Outros autores, entretanto, ndo
mostraram correlag&o significativa entre o numero de neutrofilos presentes
no tecido periglandular e a area de muco na luz das vias aéreas [37].

A participagdo dos neutrofilos na asma foi estudada em casos de mal
asmatico. Lambling et al evidenciaram aumento de neutrofilos em lavado
brénquico de pacientes com crise grave de asma submetidos a ventilagéo
mecénica quando comparados a asma leve e controles ndo asmaticos [46].
O aumento de neutrofilos em asmaticos graves corticodependentes
comparados a asmaticos moderados foi também documentado por Wenzel
et al através de material obtido de bidpsia endobrénquica e transbrénquica
[47] . Esse achado poderia estar associado a altas doses de corticosteroide
utilizadas, a uma eventual infec¢ao respiratéria concomitante ou a um perfil
especifico de asma grave. Esse mesmo grupo de pesquisadores
evidenciaram, posteriormente, maior numero de neutrdfilos na submucosa
brénquica de asmaticos graves comparados a asmaticos leves e controles.

Além disso, ao caracterizarem dois grupos distintos de asma grave baseado
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na presenga e auséncia de eosindfilos, ndo encontraram diferenca no
numero de neutrdéfilos entre eles [48].

Linfécitos T sdo encontrados na mucosa brénquica tanto em individuos
nao-asmaticos como em asmaticos. A principal participacdo dessas células
na asma ocorre através da producdo de citocinas que vao promover 0s
eventos relacionados aos achados patologicos da doenga. S&o eles:
aumento da sintese de IgE, maturagéo e ativagdo de mastdcitos e basdfilos
e infiltragao eosinofilica com consequente dano epitelial [49]. Apesar da forte
tendéncia em inferir o principal papel aos linfécitos T do subtipo CD4,
estudos ja mostram que linfécitos T CD8 também sao capazes de produzir
IL-4 e IL-5 em pacientes asmaticos [50,51,52]. Alguns estudos inclusive,
retrataram maior expressao de IL-4 e “Interferon-gama” (INF-y) por células
CD8 em casos de asma fatal comparados a controles. Os autores atribuem
esse achado a provavel infecgao viral associada [53].

Macréfagos residem tanto em alvéolos como na interface ar superficie
das vias aéreas de condugao do trato respiratorio em humanos e possuem
receptores de baixa afinidade para IgE na sua superficie [54]. Macréfagos de
asmaticos expressam maior numero desses receptores do que individuos
nao-asmaticos [55]. Através da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
(IL-1,IL.-6, “Tumor necrosis factor alpha” -TNFx- e GM-CSF) podem
promover ativacdo de célula endotelial, recrutamento celular e aumentar a
sobrevida do eosindfilo [56].

Células epiteliais brénquicas participam ativamente do processo

inflamatdrio através da producdo de citocinas e de outros mediadores
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inflamatorios como IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, TGF-f, endotelina, fibronectina
e derivados do acido araquiddnico [57,58].

As alteragdes estruturais do epitélio e submucosa resultantes da
inflamacao crénica nos pacientes asmaticos tém sido referidas no processo
de remodelamento das vias aéreas que pode se associar a uma queda da
fungcdo pulmonar ao longo do tempo [59]. Eventos importantes nesse
processo sdo: espessamento da membrana basal reticular as custas da
deposi¢ao de colageno tipo I, lll, tenascina e fibronectina produzidos por
miofibroblastos ativados [60]; fragmentacdo de fibras elasticas [61];
neovascularizagdo e angiogénese [59,62]; hipertrofia e hiperplasia de
musculo liso [63] e metaplasia de células caliciformes com incremento da

producido de muco [64].

1.7 - Pulmao distal na Asma

Varios estudos anatomopatolégicos tém apontado para a presenca de
inflamacdo em vias aéreas distais na asma. A parede das pequenas vias
aéreas de pacientes com asma fatal sdo mais espessas em comparacao
com controles, principalmente as custas de hipertrofia de musculo liso,
apresentando intenso infiltrado eosinofilico associado [27]. Carroll et al
documentaram alteragdes estruturais na parede das vias aéreas grandes e
pequenas em casos de asma fatal e nao fatal, sendo que esses achados
foram mais proeminentes nas vias aéreas pequenas do segundo grupo [63].

Synek et al observaram que a intensidade do infiltrado celular (mastdcitos,
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eosindfilos, neutrofilos, linfécitos e macréfagos) em pequenas vias aéreas de
asmaticos era independente da gravidade da doenga [65]. Contrariamente,
Carroll evidenciou um infiltrado eosinofilico mais intenso nas vias aéreas de
grande e de pequeno calibre em vitimas de asma fatal comparado a asma
nao fatal, sugerindo que o recrutamento de eosindfilos tenha relacdo com a
gravidade da asma [66]. A analise de ressecgdes brénquicas obtidas de
pacientes com asma leve mostram que a inflamacéo das vias aéreas distais
€ mais intensa que a das vias aéreas centrais [67].

Além de importantes sitios inflamatorios, vias aéreas distais constituem
sitios importantes de obstrugdo em pacientes asmaticos [68]. Wagner et al
evidenciaram aumento da resisténcia das vias aéreas periféricas em
asmaticos leves assintomaticos comparados a controles normais, utilizando
técnica de medida direta da resisténcia através de broncoscopia [69].
Estudos com tomografia computadorizada de alta resolugdo tém mostrado
constricgdo de vias aéreas distais em asmaticos submetidos a
broncoprovocag¢ao com metacolina [70,71]. James et al demonstraram que o
espessamento de parede das vias aéreas membranosas de asmaticos, as
custas da inflamacao, pode aumentar em até dez vezes a resisténcia dessas
vias aéreas [72].

Alguns estudos sugerem que a resposta inflamatoria na asma nao
esteja limitada as vias aéreas, mas comprometa também o parénquima
pulmonar periférico [67,73,74]. A participacdo do parénquima alveolar na

fisiopatologia da asma tem sido alvo de interesse, uma vez que estudos
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mostram que o tecido pulmonar periférico responde a estimulos
broncoconstrictores mesmo na auséncia de vias aéreas [75].

Medida direta da pressao alveolar tem sido realizada em animais
através do uso de capsulas alveolares coladas a superficie pleural
submetida a pung¢des [76]. Dessa forma, varios estudos tém mostrado
aumento da resisténcia do parénquima durante a constricdo pulmonar total
[77,78]. Ludwig et al evidenciaram aumento da resisténcia tissular em
pulmdes de cobaias apods inalagdo com histamina e Prostaglandina F2a [77].
Dreshaj et al mostraram resultado semelhante apés administracédo venosa
de Substancia P [79]. Ha relatos, inclusive, de que a resposta do tecido
pulmonar periférico a agentes broncoconstrictores seja superior a das vias
aéreas. Martins et al mostraram em cobaias que a resisténcia do tecido
pulmonar aumenta mais que a das vias aéreas em resposta a capsaicina
(substancia que age em terminagdes nervosas sensitivas com liberagao de
neuropeptideos - substancia P e neurocinina A) [80]. Ingenito et al
observaram que a resisténcia tissular aumentou proporcionalmente mais do
que a das vias aéreas apds estimulo com metacolina [81]. Assim, o
parénquima pulmonar demonstra ter participacdo na resisténcia pulmonar
total, sugerindo importante implicagdo nas provas de hiperresponsividade
para diagnodstico de asma [76].

Fatias de tecido pulmonar tém sido utilizadas para avaliar o
comportamento do parénquima periférico submetido a oscilagdo mecanica in
vitro, bem como sua resposta a agonistas constritores [82,83,84]. Esse

modelo oferece como vantagem a possibilidade de estudar o parénquima
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sem a participacao das vias aéreas e da interface ar-liquido [76]. Diversos
elementos anatdomicos sdo encontrados nas fatias de parénquima pulmonar
tais como pequenos vasos sanguineos, pequenas vias aéreas e parénquima
alveolares. A analise morfométrica desse tecido, em ratos, mostrou que o
parénquima alveolar, vaso sanguineo e parede brbénquica correspondiam
respectivamente a 86,5%, 8,4% e 5,3% da area total. A participacado de cada
um desses elementos na oscilacdo da fatia de parénquima pulmonar é
assunto controverso [85].

Kapanci et al demonstraram em ratos, células intersticiais alveolares
que correspondiam a 42% da area da parede alveolar e possuiam filamentos
de actina, sugerindo uma atividade contratil [86]. Fatias de parénquima se
contraiam em vigéncia de hipoxia ou estimuladas com epinefrina,
provavelmente as custas dessas células interalveolares que receberam a
denominagéao de “células intersticiais contrateis”. Fukui et al, posteriormente,
reafirmaram resposta contratil dessas células isoladas de tecido pulmonar
bovino submetidas a hipdxia [87].

Alguns mecanismos responsaveis pela possivel resposta contratil do
tecido pulmonar periférico sao propostos: contracdo de células intersticiais
alveolares (miofibroblastos) e contracdo de células musculares lisas
presentes nos ductos alveolares, nas pequena vias aéreas ou nos vasos.
[76].

Bertram et al evidenciaram diferentes respostas de fatias de
parénquima pulmonar de humanos a serotonina e norepinefrina dependendo

da quantidade de vasos e vias aéreas presentes [88]. Por outro lado,
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Dolhnikoff et al demonstraram que fatias de tecido pulmonar periférico
humano desprovidas de vias aéreas respondiam a acetilcolina de forma
similar aquelas contendo vias aéreas, sugerindo que o parénquima alveolar
seja responsavel pela resposta contratil observada [75]. A provocagao com
acetilcolina de vasos de pequeno calibre (<0,2mm), a semelhanga dos
encontrados na fatia de tecido pulmonar periférico, ndo mostrou resposta.
Esse achado aponta para uma improvavel participagdo dos vasos
sanguineos na resposta contratil do parénquima pulmonar [89]. Por outro
lado, alguns autores ndo conseguiram evidenciar aumento da contratilidade
do parénquima pulmonar de asmaticos comparado a controles n&o
asmaticos [90].

Em humanos, o papel do parénquima pulmonar periférico na resposta
aos agonistas constritores ndo esta totalmente estabelecido. Kaczka et al
mostraram que a resisténcia do parénquima alveolar corresponde a 40% da
resisténcia pulmonar total e aumenta com uso de broncoconstritores [91].
Outros autores, no entanto, estimaram que essa resisténcia tecidual
equivale a 9% da resisténcia total e ndo sofre alteragdo apos indugdo com
metacolina, mas ap6s mudancgas no volume pulmonar [92].

Existem poucos estudos em humanos sobre a participagcdo do
parénquima pulmonar na asma: Kraft et al evidenciaram infiltrado
eosinofilico predominantemente alveolar em pacientes com asma noturna,
correlacionando esse achado com a queda da fungao pulmonar [73]. Minshal
et al mostraram maior expressao de IL-5 no tecido alveolar de individuos

asmaticos quando comparados a controles n&o-asmaticos [93]. Hamid et al
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mostraram aumento significativo do numero de eosindfilos positivos para
proteina basica principal (MBP) na parede dos alvéolos de individuos
asmaticos comparados a controles, mas ndao encontraram correlagcdo com a
queda de volume expiratério forgado no primeiro segundo (FEV1) [67].
Esses estudos foram realizados com amostras de tecido pulmonar de
pacientes com asma leve e moderada obtidas através de biopsias
endobrénquica e transbrénquica e da ressecgao pulmonar em casos de
carcinoma. Essas amostras, entretanto, ndo permitiram uma analise
completa do parénquima pulmonar devido a pequena quantidade de material
disponivel. Recentemente Tanaka e al descreveram alteragbes tomograficas
com aspecto de “vidro fosco”, em pacientes asmaticos durante a
exacerbacgdo, sugerindo um comprometimento do parénquima pulmonar

periférico [94].

1.8 - A autépsia como instrumento de estudo em asma

Pacientes que morrem por asma constituem um grupo heterogéneo
com caracteristicas distintas quanto a historia prévia (tempo e classificagdo
da doencga), uso prévio de medicagdes, tempo decorrido apds o inicio do
ataque até o o6bito. No entanto, todos eles tém em comum um evento final
que culminou com o 6bito [95]. Trata-se assim de um grupo de pacientes
onde ha possibilidade de estudar alteragdes crénicas associadas ao quadro

agudo fatal.
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O material obtido de autépsia de pacientes que morrem por asma
oferece informagbes mais completas sobre alteragdes patoldgicas
pulmonares quando comparadas com material de bidépsias endobrénquicas
que se restringem ao estudo de poucas camadas superficiais das vias
aéreas. O tecido obtido de autdpsias permite, assim, o estudo de diferentes
segmentos da arvore bronquica, bem como de toda a extens&do da parede,
inclusive do parénquima pulmonar periférico. Nao existem, na literatura
mundial, at¢ o momento, trabalhos que enfoquem a participacdo do
parénquima pulmonar na asma fatal.

Diante do que foi exposto questionamos se a inflamagao na asma fatal
esta limitada as vias aéreas ou também acomete de forma significativa as
unidades distais do pulm&o. Pretendemos, assim, caracterizar o infiltrado
inflamatdrio do parénquima pulmonar periférico dos individuos que morreram
por asma, comparando-o com o conteudo inflamatério das vias aéreas e

com o tecido pulmonar de controles ndo asmaticos.

Tese de Doutorado Silvia de Magalhdes Simoes



2 - OBJETIV




24

2 - OBJETIVOS

1- Caracterizar o infiltrado inflamatoério presente no parénquima pulmonar e
nas vias aéreas em pacientes que morreram por asma e comparar com

controles ndo asmaticos;

2- Comparar e correlacionar o infiltrado inflamatério do parénquima
pulmonar com o das vias aéreas de grande e de pequeno calibre em

pacientes que morreram por asma.
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3 - PACIENTES E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

3.1 - Obtencao e preparagao do material

Foram estudados fragmentos de tecido pulmonar obtidos de 20
pacientes que morreram por asma, autopsiados no Servico de Verificagao
de Obito da Capital (SVOC) da FMUSP no periodo de 1996 a 2000. Seis
fragmentos de tecido pulmonar de regides proximais e distais dos pulmdes
foram coletados por médicos patologistas no momento da autépsia, sendo o
material arquivado em blocos de parafina, constituindo um banco de tecidos
de asma fatal. Amostras de tecidos de outros orgaos (figado, bago, rim e
miocardio), obtidas como procedimento de rotina, foram também estudadas.

Os pacientes submetidos a autopsia no SVOC vém de diferentes
hospitais ou de suas casas. Em muitos casos os dados clinicos s&o
ausentes. Um breve questionario é realizado com parentes previamente a
autopsia no intuito de obter informagdes relativas a doengas principais
(cardiopatias, diabetes, asma, bronquite), assim como habitos (alcoolismo,

fumo) e tratamentos anteriores.
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Os seguintes critérios de inclusao foram utilizados: 1. Histéria de asma:
todos os pacientes incluidos neste estudo eram sabidamente asmaticos e
morreram durante uma crise aguda de asma. 2. Alteracbes patoldgicas
consistentes com asma fatal: todos os pacientes mostraram hipersecrecao e
hiperinsulflagdo pulmonar e mostraram alteragdes histolégicas compativeis
com asma (descamacado do epitélio, espessamento da membrana basal,
hipertrofia de glandulas submucosas, hipertrofia de musculo liso, inflamagéao
da mucosa com ou sem eosindfilos). Critério de excluséo: todos os pacientes
cuja analise histolégica mostrou sinais de qualquer outra patologia pulmonar
nao diagnosticada previamente foram excluidos.

Posteriormente ao periodo de luto, um questionario aplicado aos
parentes por assistentes sociais foi realizado para obtencado de informacdes
clinicas adicionais sobre tabagismo, tempo de doenga, tratamento da asma,
acompanhamento médico, internagdes anteriores relacionadas a asma e
caracterizagao da crise final (Anexo A: entrevista).

Dez pacientes que morreram de causas nao pulmonares, sem doencas
pulmonares prévias, ndao fumantes, foram selecionadas como controles.
Nenhum dos pulmdes utilizados como controle mostrou sinais de bronquite
crbnica, enfisema ou pneumonia. Todos os pulmdes dos controles
apresentavam exame macroscopico e microscopico sem alteracoes.

Os fragmentos de tecido pulmonar e dos outros tecidos foram fixados
em paraformaldeido a 4%, processados rotineiramente e emblocados em

parafina. Cortes de 4 ym de espessura foram corados pela Hematoxilina
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Eosina (HE) para avaliagdo histoldégica. Fragmentos pulmonares foram

também submetidos a imuno-histoquimica.

3.2 - Imuno-histoquimica

Os cortes foram submetidos a desparafinizagao em xilol, e hidratagao em
banhos de alcool absoluto, 95% e 70% por 1 minuto. A fim de inibir a
peroxidase enddégena foi aplicada solugéo de peroxido de hidrogénio (H205)
10 volumes, sendo que, para o marcador de eosindfilo foi utilizado H,0, a
0,5% em metanol. A recuperagdo antigénica foi obtida através de alta
temperatura em solucdo de citrato por 30 minutos para os marcadores dos
mastocitos e subtipos de linfécitos ou com pré-tratamento com ftripsina a
0,1% para os marcadores de eosindfilos. Marcadores de neutréfilos néo
sofreram tratamento para recuperagao antigénica. Em seguida foi realizado
o bloqueio de proteinas com leite desnatado a 2% por 10 minutos. As
laminas foram, entao, incubadas com anticorpos primarios.

Os seguintes tipos celulares foram identificados utilizando-se anticorpos
especificos: Linfécitos T CD3+ (anti-CD3, “rabbit anti-human T cell CD3”,
PC3/188 A; DAKO, Glostrup, Dinamarca); Linfécito T CD8 + (anti-CD8,
‘monoclonal mouse anti-human CD8”, T cell; DAKO, Glostrup Dinamarca);
Linfécito T CD4+ (anti-CD4, “monoclonal mouse anti-human CD4”, clone
OPD4; DAKO, Glostrup, Dinamarca); Linfocito B (anti-CD20, “monoclonal
mouse anti-human CD20 B-cell”, L26; DAKO, Carpinteria, CA, E.U.A.);

Neutrodfilos (anti-elastase neutrofilica, “monoclonal mouse anti-human
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neutrophil elastase”; DAKO, Glostrup, Dinamarca), Eosindfilos (anti-proteina
basica principal, “anti-human eosinophil Major Basic Protein/MBP”, BMK13;
RDI, Flanders, NJ, E.U.A.) e Mastécitos (anti-triptase, “monoclonal mouse
anti-human mast cell”, AA1; DAKO, Glostrup, Dinamarca).

Apo6s aplicagao dos Anticorpos, os cortes foram incubados por 24 horas
a 4°C. Posteriormente, foram lavados com PBS (“Phosphate Buffered
Saline”) por 3 vezes, 5 minutos cada lavagem, e o anticorpo secundario foi
aplicado por 30 minutos. Apds nova lavagem com PBS, foi aplicado o
complexo Estreptovidina-Biotina (kit LSAB® Plus HRP; DAKO, Carpinteria,
CA, E.U.A.) permanecendo por 60 minutos. As laminas foram reveladas com
o cromogeno DAB (diaminobenzidina, Sigma Chemical CO, St Louis, MO,
E.U.A.) e contra-coradas com hematoxilina de Harris. Para a marcagao do
eosinofilo foi necessaria a utilizacdo de um sistema de amplificagao de sinal
(“Catalyzed Signal Amplification — CSA — System”, Peroxidase; DAKO,

Carpinteria, CA, E.U.A.).

3.3 - Estudo morfométrico

Através da anadlise morfométrica, as diferentes células foram
quantificadas no tecido alveolar. Foram analisados em cada caso, com
aumento de 400x, 10 campos nas areas de acoplamento alveolar e 10
campos ao longo do parénquima distal. Os acoplamentos alveolares foram
definidos como os septos alveolares que se estendiam radialmente a

partirda parede das pequenas vias aéreas (=2,0 mm de perimetro) [96].
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O parénquima distal foi definido como aquele distando pelo menos 1 campo
(aumento de 100x) da parede das pequenas vias aéreas. Utilizando-se um
reticulo de 100 pontos de area conhecida (62.500 um? no aumento de 400x),
acoplado a ocular do microscopio, foram computados em cada campo o
numero de células inflamatdrias e o numero de pontos que incidiam no septo
alveolar (Figura 5). O numero de pontos que incidiam no parénquima
pulmonar era proporcional a area do reticulo ocupada pelo tecido. Assim, foi
possivel calcular a area de tecido alveolar estudada em cada campo através

da féormula:

Area = Ptos x 62.500/100 (1)

onde Ptos correspondeu ao numero de pontos incidentes no tecido alveolar
por campo.
Através desse estudo morfométrico, foi calculada a densidade de

células inflamatérias (D.infl.) a partir da férmula:

D.infl. = N°cel / Area (2)

onde N°cel correspondeu ao numero de células inflamatérias no tecido por
campo. Para cada caso foi calculada a média de D.infl. entre os dez campos
analisados [97,98]. Os resultados foram obtidos como células/ym? e, apos

ajuste das unidades, expressos como células/mm?.
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FIGURA 5 - Um reticulo de 100 pontos colocado sobre o tecido pulmonar. A
area total do reticulo é previamente conhecida (62.500 um?). O niimero de
pontos que incidem sobre o tecido analisado é proporcional a area que este
ocupa no reticulo

3.4 - Anadlise de imagem

A quantificagdo do infiltrado inflamatorio das vias aéreas foi realizada
com uso de um Sistema de Analise de Imagens, constituido pelo “software
Image-Proe Plus 4.1 para Windows® (“Media Cybernetics - Silver Spring”,
MD, E.U.A.), instalado em um microcomputador PC, conectado a uma
camera digital (JVC TK-C1380 “Color Video Camera”, Victor Company of
Japan Limited, Jap&o), acoplada a um microscopio 6ptico (“Leica DMR”,
“Leica Microsystems”, Wetzlar GmbH, Alemanha).

O método consistiu na contagem das diferentes células inflamatorias
em uma area de interesse localizada em duas regiées especificas da parede
das vias aéreas: 1) area interna, localizada entre a membrana basal e a
borda interna da musculatura lisa, e 2) area externa, localizada entre a borda
externa da musculatura lisa e a cartilagem, glandulas ou alvéolos (Figuras 6

e 7). Em cada caso, foram medidos, nas areas de interesse, 10 campos com
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aumento de 400x em grandes vias aéreas (perimetro >2 mm)) e toda a
circunferéncia de duas vias aéreas pequenas (perimetro < 2mm). A escolha
desse valor de perimetro foi baseada em estudos prévios que abordaram
alteracbes estruturais na asma [63,65,67]. Perimetro interno menor que 2
mm define um grupo bem especifico de vias aéreas: os pequenos
bronquiolos membranosos (terminais). As vias aéreas maiores que 2 mm,
por sua vez, incluem os bronquiolos membranosos maiores e os brénquios
subsegmentares, segmentares e lobares. Assim como para as medidas de
densidade inflamatdria no tecido alveolar, os resultados foram expressos em
células por milimetro quadrado (cels/mm?).

Assim, foram estudadas 6 regides pulmonares em cada paciente: area
interna de via aérea de grande calibre (IG), area externa de via aérea de
grande calibre (EG), area interna de via aérea de pequeno calibre (IP), area
externa de via aérea de pequeno calibre (EP), parénquima peribronquiolar

(PBq) e parénquima distal (PD).
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FIGURA 6 — Representagdo de uma via aérea de grande calibre mostrando,
no painel A, a delimitagdo da area interna (Al) e, no painel B, a da area
externa (AE). ML = musculo liso; L = luz; C = cartilagem
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FIGURA 7 - Representacdo de uma via aérea de pequeno calibre
mostrando, no painel A, a delimitagdo da area interna (Al) e, no painel B, a
da area externa (AE). ML = musculo liso; L = luz; P = parénquima
O presente trabalho deu continuidade a tese de Doutorado do Dr.
Mario Adriano dos Santos, desenvolvida no Departamento de Patologia da
FMUSP, que caracterizou a densidade de mastocitos, eosindfilos e
neutrofilos nas vias aéreas superiores (mucosa nasal e traquéia) e nas
diferentes camadas das vias aéreas de grande e pequeno calibre de
pacientes com asma fatal autopsiados no SVOC no periodo de 1998 a

2000 [99]. Os dados quantitativos referentes a inflamacgao das vias aéreas

de alguns desses casos foram aqui utilizados.

3.5 - Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se os programas SPSS® 10
(SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA) e “Graphpad Prism® 3 for Machintosh”
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi utilizado para comparar resultados entre asmaticos e

controles. Comparagdes das densidades celulares entre as diversas regides
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foram feitas através da “analise de variancia para medidas repetidas de
Friedman” com “pés-teste de Dunnett” e Correlacdo de Spearman. Teste nao
paramétrico de Wilcoxon para amostras dependentes foi utilizado para
comparagao entre a densidade de neutrdfilos e de eosindfilos em cada
regiao de pacientes asmaticos. Os resultados foram expressos em medianas
e limites superiores e inferiores.

Teste T para amostras independentes foi utilizado para comparar o
perimetro das vias aéreas estudadas entre asmaticos e controles, sendo os
resultados expressos em médias e desvios padrao.

Teste T com corregédo de Welch foi utilizado para comparar subgrupos
dos pacientes asmaticos quanto ao uso de medicagdes e tabagismo. Idade e
tempo de doenca e da crise foram correlacionadas com as densidades
celulares através da Correlacao de Spearman.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos para todas as

analises estatisticas.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizagcao dos Pacientes

De acordo com os critérios estabelecidos previamente, foram coletados
fragmentos de pulmdes de 23 pacientes que morreram por asma. Desses,
trés foram excluidos por apresentarem doencas pulmonares associadas
(dois casos de tuberculose e um caso de comprometimento pulmonar
secundario a septicemia). O tempo maximo ocorrido entre o 6Obito e a
realizagado da autopsia foi menor que 24 horas, ndo se observando sinais de
autdlise tecidual.

A Tabela 1 apresenta os dados clinicos dos pacientes asmaticos. A
idade dos pacientes variou de 15 a 67 anos (mediana de 39 anos), sendo 11
do sexo feminino. Todos os pacientes residiam na grande Sdo Paulo. Dos
vinte pacientes estudados, cinco tinham histéria de tabagismo. A grande
maioria apresentava uma asma de longa durag¢ao: quinze individuos haviam
iniciado sintomas na infancia ou adolescéncia e apenas cinco na idade
adulta. Sete pacientes (menos de 50%) tiveram acompanhamento médico
regular pela doenga e apenas quatro fizeram uso de corticosteroides.
Destes, dois recebiam corticoides orais somente nas crises, um dos quais
utilizava também medicacédo inalatéria (Beclometasona) regularmente. Os
outros dois pacientes faziam uso diario de Beclometasona, sendo um deles

usuario continuo de corticoide oral associado. Agonista (3, nas crises era a
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unica droga utilizada por todos pacientes, sem excegao. Em dez pacientes,
familiares referiram uso associado de aminofilina. A grande maioria dos
pacientes (14) vinha com descompensacgédo da asma alguns dias antes do
Obito: seis evoluiram com sintomas em menos de 24 horas antecedendo o
obito, e destes, quatro se enquadraram em casos de morte subita por asma
(pacientes de n® 5, 7, 17 e 20 da Tabela 1). Dos vinte pacientes, apenas dois
conseguiram chegar no hospital com vida, porém faleceram logo em seguida
sem responderem as manobras de reanimagao. O restante faleceu em casa
ou a caminho do hospital. Outras doencgas relatadas pelos familiares foram
hipertensao arterial sistémica em trés pacientes (pacientes de n®2, 7 e 10) e
diabetes em um paciente (paciente n® 15).

A Tabela 2 mostra os dados clinicos e causa de o6bito dos pacientes
controles. A idade variou de 20 a 74 anos (mediana de 50 anos), sendo 8 do
sexo feminino. Nenhum dos pacientes utilizados como controle tinha histéria
de tabagismo.

N&o houve diferenga significativa quanto a idade entre os pacientes
asmaticos e controles (p=0,095). Nos dois grupos estudados houve

predominancia do sexo feminino.
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TABELA 1 — Histéria clinica dos pacientes asmaticos

Paciente Idade Género  Corticoide Tabagismo Internagoes Duas ou mais Acompanha- Duracdoda Duragdo da
(Anos) oral ou prévias por categorias de mento asma crise
inalatdrio * asma drogas ** médico (anos) (horas)
1 19 M N S S S N Desde a 524
infancia
2 49 F N N S N S Desde a 524
infancia
3 46 M N S N S N 4 >24
4 47 M N S N N N 6 >24
5 31 F N N N N S Desde a 1
infancia
6 40 M N S N S N 30 >24
continua
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TABELA 1 — Histdria clinica dos pacientes asmaticos (continuacéo)

Paciente Idade Género  Corticdide  Tabagismo Internagdes Duas oumais  Acompanha-  Duragdo Duragéo da
(Anos) oral ou prévias por categorias de mento da asma crise
inalatorio * asma drogas ** médico (anos) (horas)

7 52 M S N S S S 35 2

8 36 M N S S N 16 >24

9 2 F N N s s N Desde a >24

infancia

10 63 F N N N S S 25 >24

11 68 F N N S S N 15 24

12 38 F S N S S S 25 >24

13 38 F N N N S N 26 6

continua
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TABELA 1 — Histdria clinica dos pacientes asmaticos (conclus&o)

Paciente Idade Género  Corticdide  Tabagismo Internagdes Duas oumais  Acompanha-  Duragdo Duragéo da
(anos) oral ou prévias por categorias de mento da asma crise
inalatorio * asma drogas ** médico (anos) (horas)
17

14 57 M S N S S S >24

15 67 M N N S S N 2 >24

16 20 M N N N N N 19 >24

17 1 F S N S S S 7 1,5

18 15 F N N N N N 12 >24

19 48 F N N N N N Desde a 4

infancia
20 22 F N N N N N 2 2

M = masculino; F = feminino; S = sim; N = ndo
* uso de corticoide irregular ou continuo
** categorias de drogas = [2-agonistas, xantinas, anti-leucotrienos, anti-colinérgicos
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TABELA 2 - Caracteristicas clinicas dos pacientes controles

IDADE GENERO TABAGISMO CAUSA DO OBITO
(anos)
46 . N Acidente Vascular Cerebral
Hemorragico
28 F N Choque Hipovolémico
43 M N Indeterminada
74 F N Infarto Agudo do Miocardio
42 F N Infarto Agudo do Miocardio
53 F N Infarto Agudo do Miocardio
71 M N Infarto Agudo do Miocardio
62 F N Infarto Agudo do Miocardio
57 M N Infarto Agudo do Miocardio
47 F N Valvulopatia Mitral

F = feminino, M = masculino; N =nao

Todos pacientes asmaticos estudados apresentaram quadro histoldgico

compativel com asma fatal.

Todos pacientes do grupo controle

apresentaram pulmdes histologicamente preservados. A figura 8 ilustra o

aspecto histolégico observado nos dois grupos.
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FIGURA 8 - Aspecto histolégico das vias aéreas grandes e pequenas
observado nos pulmbes de pacientes asmaticos (A e C, respectivamente) e
de pacientes ndo-asmaticos (B e D, respectivamente). As vias aéreas
normais mostram luz patente, epitélio integro, camada muscular delicada e
auséncia de infiltrado inflamatério. As vias aéreas dos pacientes asmaticos
mostram obstrucdo da luz por muco e descamacao epitelial, espessamento
da membrana basal, hipertrofia muscular e infiltrado inflamatério. Note que
na via aérea pequena o infiltrado inflamatoério se estende para o parénquima
pulmonar adjacente. HE, A e B: 100x, C e D: 200x
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4.2 - Densidade Inflamatoria

A densidade de cada tipo celular nos diversos compartimentos
estudados em asmaticos e controles esta apresentada nos anexos B.

Foram medidas 1 a 3 vias aéreas grandes e 1 a 4 vias aéreas pequenas
para cada célula em cada paciente, resultando num total de 228 vias aéreas
grandes e 315 vias aéreas pequenas. O perimetro médio das vias aéreas de
grande calibre foi 5,36 mm (2,1 a 9,2 mm) e 5,67 mm (2,2 a 9,9 mm) nos
pacientes asmaticos e controles respectivamente. As vias aéreas pequenas
tiveram um perimetro médio de 1,3 mm (0,31 a2,0 mm)e 1,2 mm (0,3a 1,9
mm) respectivamente em pacientes asmaticos e controles. Nao foi
observada diferenca significativa no perimetro das vias aéreas entre os

grupos.

4.2.1 - Eosinodfilos

A densidade de eosindfilos foi significativamente maior em todas as
regides das vias aéreas e do parénquima pulmonar de asmaticos
comparados aos controles (p<0,02) (Grafico 1A). As figuras 9 e 10 mostram
o infiltrado eosinofilico na parede da via aérea e no parénquima distal no

asmatico e no controle.
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FIGURA 9 - Corte histolégico de via aérea grande mostrando infiltrado
eosinofilico em paciente asmatico (A), ndo observado no pulmao controle
(B). HE, 400x

FIGURA 10 - Corte histolégico de parénquima distal mostrando denso
infiltrado eosinofilico em paciente asmatico (A). Presenca de raros
eosinofilos no pulmao controle (B). Imuno-histoquimica, anti-Proteina Basica
Principal, 400x

A densidade eosinofilica na asma fatal nas duas regides do parénquima
se mostrou menor do que a das vias aéreas, porém somente encontramos
diferenca significativa entre a area interna da via aérea grande e o
parénquima distal (p<0,01). Nao foram observadas diferengas significativas
na densidade de eosindfilos entre vias aéreas centrais e periféricas (Grafico

1B). Apesar da densidade de eosindfilos ser maior em asmaticos que
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controles em todas as regides estudadas, a distribuicdo do infiltrado
eosinofilico nos pacientes asmaticos se mostrou bastante heterogénea.
Observamos uma grande variabilidade na densidade de eosinofilos nos
diferentes compartimentos num mesmo individuo e também entre os
diversos pacientes. O Grafico 1C exemplifica a distribuicdo eosinofilica em
trés pacientes asmaticos.

Nao foram observadas diferengas significativas entre as diversas

regides estudadas nos controles (Grafico 1D).

GRAFICO 1 A - DENSIDADE DE EOSINOFILOS
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NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.
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GRAFICO 1 B - DENSIDADE DE EOSINOFILOS EM ASMATICOS
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NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

GRAFICO 1C - DENSIDADE DE EOSINOFILOS EM 3 PACIENTES

ASMATICOS
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NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBqg = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal. Pacientes n° 11, 13
e 20 da Tabela 1.
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GRAFICO 1 D - DENSIDADE DE EOSINOFILOS NOS CONTROLES
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NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

4.2.3 - Mastocitos

A densidade de mastocitos foi significativamente maior no parénquima
peribronquiolar (p=0,017) e nas areas externas de grandes e pequenas vias
aéreas dos asmaticos comparados aos controles (p=0,036 e p=0,014
respectivamente) (Grafico 2A). A figura 11 mostra o infiltrado mastocitario na
area externa da via aérea pequena e no parénquima peribronquiolar
adjacente no paciente asmatico e no controle. A area externa da via aérea
pequena dos casos de asma fatal foi a regido mais rica em mastdcitos,
sendo a densidade celular significativamente maior quando comparada a
area externa de grandes vias aéreas (p<0,01) e as duas regides do
parénquima pulmonar periférico (p<0,001). Observou-se também um numero
significativamente menor de mastocitos no parénquima distal (p<0,01) de
asmaticos em relagdo as quatro regides das vias aéreas (Grafico 2B). De

forma semelhante aos asmaticos, a menor densidade de mastocitos nos
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controles foi observada no parénquima distal, sendo significativamente
menor quando comparada a area interna de via aérea de grande calibre e as

duas regides da via aérea pequena (p<0,01) (Grafico 2C).

FIGURA 11 - Corte histolégico da via aérea pequena e do parénquima
peribronquiolar adjacente, mostrando denso infiltrado mastocitario em
paciente asmatico (A). ML = musculo liso; L = luz da via aérea. Presenga de
raros mastocitos no pulmao controle (B). Imuno-histoquimica, anti-triptase,
200x

GRAFICO 2 A - DENSIDADE DE MASTOCITOS
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GRAFICO 2 B - DENSIDADE DE MASTOCITOS EM ASMATICOS
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GRAFICO 2 C - DENSIDADE DE MASTOCITOS EM CONTROLES
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4.2.2 - Neutrofilos

De todas as regides estudadas, somente o parénquima peribronquiolar
dos asmaticos mostrou aumento significativo da densidade de neutrofilos em
relagdo aos controles (p=0,029) (Grafico 3A). As duas regides de
parénquima pulmonar exibiram uma densidade significativamente maior de
neutréfilos quando comparado com vias aéreas grandes e area interna de
vias aéreas pequenas (p<0,05). Este resultado foi observado tanto em
asmaticos como nos controles, sendo que nos controles a diferenca ocorreu
entre as duas regides do parénquima e a area externa de vias aéreas
grandes (Graficos 3B e 3C).

Os pacientes com morte subita por asma n&o apresentaram um numero
significativamente diferente de neutrofilos quando comparado ao de
eosinodfilos em nenhum dos compartimentos pulmonares analisados. Nos
pacientes que evoluiram para obito mais tardiamente apds o inicio da crise,
a densidade de eosindfilos foi significativamente maior que a de neutrdfilos
somente na area externa das vias aéreas grandes (p=0,002). Quando
comparamos a densidade de neutrofilos e de eosindfilos entre os pacientes
com morte subita e os demais asmaticos, ndo foi evidenciada diferencga

estatistica.
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GRAFICO 3 A - DENSIDADE DE NEUTROFILOS
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GRAFICO 3 B - DENSIDADE DE NEUTROFILOS EM CONTROLES
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GRAFICO 3 C - DENSIDADE DE NEUTROFILOS EM ASMATICOS
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4.2.4 - Linfécitos

Os Graficos 4A a 4D mostram a densidade de linfécitos em pacientes
asmaticos e controles. Ao se comparar a densidade de linfocitos entre os
dois grupos, foi observada uma maior quantidade de células CD3+ (Grafico
4A) e CD20+ (Grafico 4D) nas areas interna e externa das vias aéreas
grandes (p<0,02) e na area externa da via aérea pequena dos asmaticos
(p<0,009). Somente a area externa das vias aéreas grandes e pequenas
revelou maior densidade de linfécitos T CD4+ na asma fatal quando
comparado aos controles (p=0,045 e p=0,01,respectivamente) (Grafico 4B).
Nao houve diferenca significativa entre os grupos na densidade de linfocitos

T CD8+ (Grafico 4C).
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GRAFICO 4 A - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD3+
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GRAFICO 4 B - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD4 +
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GRAFICO 4 C - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD8+
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GRAFICO 4 D - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD20+
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Comparando-se a densidade de linfocitos nas duas regides do
parénquima com as diferentes camadas das vias aéreas nos individuos
asmaticos, observamos diferencas na densidade de linfocitos apenas no

parénquima distal. Notamos uma diminuigdo significativa da densidade de
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linfécitos CD4+(p=<0,01) e CD20+ (p=<0,01) no parénquima distal em
relacdo a area externa das vias aéreas grandes e pequenas. A densidade de
linfécitos CD3+ no parénquima distal foi menor quando comparada as duas
regides das vias aéreas grandes e a area externa da via aérea pequena
(p<0,001). Observou-se ainda uma menor densidade de linfécitos CD8+ no
parénquima distal comparado a area externa da via aérea pequena (p<0,05)
(Graficos 5A a 5 D).

Pacientes controles n&o apresentaram diferengas significativas na
densidade de linfocitos nas diferentes regides estudadas, exceto na
densidade de linfocito T CD4+, que mostrou diminuicdo significativa no
parénquima distal quando comparado a area externa das vias aéreas

grandes (p<0,01).

GRAFICO 5 A - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD4+ EM ASMATICOS
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GRAFICO 5 B - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD20+ EM ASMATICOS
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GRAFICO 5 C - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD3+ EM ASMATICOS
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GRAFICO 5 D - DENSIDADE DE LINFOCITOS CD8+ EM ASMATICOS
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4.2.5 - Correlagoes

Nos pacientes com asma fatal, ndo foram observadas fortes correlagdes
na densidade dos diversos tipos celulares entre os diferentes
compartimentos pulmonares estudados. Com excegao dos neutrofilos, todas
células inflamatdrias estudadas apresentaram correlagdes significativas
marginais entre regides vizinhas (area interna e externa das vias aéreas ou
parénquima peribronquiolar e distal), conforme apresentado nas tabelas
3 a 9. Correlagbes significativas entre vias aéreas de grande e pequeno
calibre ocorreram para neutréfilos, mastécitos, linfocitos CD3+, CD4+ e

CD8+. Correlacao significativa entre area interna de via aérea grande e
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parénquima distal foi evidenciada apenas para o linfécito T CD8+. Nao se
observou correlagbes significativas entre os diferentes tipos celulares
estudados.

As caracteristicas clinicas que foram correlacionadas com a densidade
de células (idade, tempo de doenga e duragao da crise fatal) ndo mostraram
resultados significativos nos pacientes asmaticos.

Nao foi evidenciada diferenga na densidade celular entre os pacientes
que usavam corticoide (n= 5) e os que ndo faziam uso dessa medicagéo. Foi
observada uma diminui¢do do infiltrado neutrofilico (p=0,005) e mastocitario
(p=0,03) no parénquima distal, bem como um aumento da densidade de
linfécitos CD4+ e CD20+ (p=0,04 e p=0,002, respectivamente) na area
externa de vias aéreas pequenas em asmaticos fumantes comparados a néo

fumantes (Tabela 10).
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TABELA 3 - Correlacdo de Spearman para neutréfilos em asmaticos

EG 0,35
0,123
IP 0,55 0,45
0,010* 0,043*
EP 0,20 0,57 0,29
0,376 0,008* 0,206
PBq 0,31 0,35 0,27 0,22
0,184 0,121 0,242 0,346
PD 0,21 0,48 0,22 0,40 0,64
0,373 0,031* 0,348 0,078 0,002*
IG EG IP EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;

IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

area externa de vias aéreas

TABELA 4 - Correlacdo de Spearman para mastécitos em asmaticos

EG 0,37
0,101
IP 0,57 0,35
0,008* 0,128
EP 0,37 0,66 0,49
0,101 0,002* 0,027*
PBq 0,34 0,23 0,13 0,24
0,136 0,327 0,576 0,297
PD 0,20 0,37 0,32 0,22 0,006
0,389 0,101 0,168 0,349 0,981
IG EG IP EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;

IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

area externa de vias aéreas
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TABELA 5 - Correlacdo de Spearman para eosinofilos em asmaticos

EG 0,66
0,001*
IP -0,01 -0,10
0,972 0,681
EP 0,10 0,34 0,64
0,672 0,140 0,002*
PBq -0,10 0,10 0,39 0,40
0,670 0,679 0,086 0,084
PD 0,27 0,22 0,11 0,02 0,66
0,247 0,350 0,635 0,922 0,002*
IG EG IP EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;
IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas

pequenas; PBqg = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

TABELA 6 - Correlacdo de Spearman para linfécitos CD3+ em

asmaticos
EG 0,28
0,240
IP 0,16 0,47
0,498 0,036*
EG -0,39 0,28 0,30
0,092 0,225 0,200
PBq 0,17 0,10 0,43 0,37
0,474 0,668 0,056 0,113
PD 0,28 0,37 0,54 -0,05 0,34
0,232 0,108 0,014* 0,826 0,143
IG EG IP EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;
IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas

pequenas; PBqg = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.
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TABELA 7 - Correlacdo de Spearman para linfécitos CD4+ em

asmaticos
EG 0,26
0,268
IP 0,13 0,40
0,573 0,084
EP 0,02 0,45 0,59
0,947 0,046* 0,007*
PBq 0,50 0,14 0,40 0,03
0,026 0,567 0,081 0,910
PD 0,17 0,06 0,55 0,47 0,47
0,486 0,787 0,013* 0,038* 0,038*
IG EG P EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;
IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP =

area externa de vias aéreas
pequenas; PBqg = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

TABELA 8 - Correlacdo de Spearman para linfécitos CD8+ em

asmaticos
EG 0,55
0,012*
IP 0,42 0,54
0,067 0,013*
EP 0,50 0,78 0,54
0,026* | 0,0001* | 0,014*
PBq 0,51 0,48 0,38 0,66
0,022* 0,034* 0,102 0,001*
PD 0,53 0,36 0,44 0,43 0,80
0,016* 0,118 0,053 0,058 0,0001*
IG EG P EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;
IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP =

area externa de vias aéreas
pequenas; PBqg = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.
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TABELA 9 - Correlacdo de Spearman para linfécitos CD20+ em

asmaticos
EG r 0,59
p 0,006*
IP r -0,04 -0,08
p 0,871 0,750
EP r -0,21 -0,18 0,25
p 0,384 0,450 0,291
PBq r 0,15 0,20 0,12 0,09
P 0,518 0,397 0,610 0,700
PD r -0,05 0,13 -0,04 0,02 0,50
p 0,830 0,587 0,861 0,935 0,025*
IG EG IP EP PBq

IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas grandes;
IP = éarea interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

TABELA 10 - Densidade celular em asmaticos tabagistas e néao

tabagistas

Tabagistas Nao tabagistas o]

(cels/mm?) (cels/mm?)
Neutroéfilos (PD) 232,66 621,58 0,005
Mastécitos (PD) 59 105 0,03
Linfécitos CD4+ 514,91 306,30 0,04
(EP)
Linfécitos  CD20+ 382,50 104,08 0,002
(EP)

PD= parénquima distal
EP= area externa de via aérea pequena
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4.3 - Analise de tecidos extra-pulmonares

Cortes representativos de figado, bago, rim e miocardio corados por
hematoxilina-eosina (HE) foram analisados. Nao constatamos alteragbes
microscopicas importantes ou presenga de infiltrado eosinofilico nesses

tecidos, tanto em asmaticos como em controles.

4.4 - Resumo dos resultados de densidade inflamatoria em asmaticos e

controles

A Figura 12 mostra uma representacdo esquematica da via aérea
grande e pequena e do parénquima pulmonar, identificando em cada regiao
os tipos celulares que apresentaram maior densidade nos pacientes
asmaticos em relagao aos controles. A comparacao da densidade celular do
parénquima pulmonar com a das vias aéreas nos controles e asmaticos é

exibida nas tabelas 11 e 12, respectivamente.
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FIGURA 12 - Esquema ilustrativo das células inflamatorias presentes em
maior densidade nos asmaticos em relagcdo aos controles nos diversos
compartimentos pulmonares estudados
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TABELA 11 - Comparacgao da densidade celular entre o parénquima
pulmonar e as vias aéreas nos controles

Célula IG EG IP EP Pbq PD

Eosindfilo

Neutrofilo ) )

Mastocito |

Linfocito
CD3+

Linfocito |
CD4+

Linfocito
CD8+

Linfocito
CD20+

ff = aumento da densidade em relagdo as regides marcadas em verde;

| = diminuigao da densidade em relagéo as regides marcadas em verde

NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.

TABELA 12 - Comparacgao da densidade celular entre o parénquima
pulmonar e as vias aéreas nos asmaticos

Célula IG EG IP EP Pbq PD

Eosinofilo

Neutroéfilo 1t

Mastocito

Linfocito
CD3+

Linfocito
CD4+

Linfocito
CD8+

Linfocito
CD20+

= s s E | = =S| =

f} = aumento da densidade em relag&o as regides marcadas em verde;

|} = diminuigao da densidade em relagéo as regides marcadas em verde

NOTA: IG = area interna de vias aéreas grandes; EG = area externa de vias aéreas
grandes; IP = area interna de vias aéreas pequenas; EP = area externa de vias aéreas
pequenas; PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal.
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5 - DISCUSSAO

O presente estudo permitiu avaliar, em casos de asma fatal, uma
distribuicdo mais detalhada do infiltrado inflamatério ao longo do trato
respiratorio, permitindo a comparacdo de diferentes compartimentos
pulmonares entre si e com controles ndo asmaticos. Os principais achados
desse estudo foram: 1) uma distribuicdo difusa do infiltrado eosinofilico na
asma fatal, com um significativo aumento de eosindfilos tanto em vias
aéreas como em parénquima pulmonar; 2) uma maior densidade de
mastocitos e neutrdfilos em parénquima peribronquiolar nos pacientes
asmaticos e 3) a identificagcdo de um compartimento pulmonar - area externa
de via aérea - como a principal regido que diferencia asmaticos de controle.

Para uma melhor compreensao os resultados seréo discutidos a seguir

de acordo com cada tipo celular estudado.

5.1 - Eosindfilos

A densidade de eosindfilos se mostrou aumentada em todas as regides
das vias aéreas nos asmaticos comparados aos controles. Em relagcdo ao
parénquima pulmonar periférico, o eosindfilo foi a Unica célula encontrada
em maior densidade tanto no parénquima peribronquiolar como no distal dos
asmaticos comparado aos controles. Esse achado é compativel com relatos
prévios: Hamid et al encontraram maior numero de linfocitos (CD3+),

mastocitos e eosindfilos em vias aéreas centrais e periféricas de individuos
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com asma leve e moderada, porém somente eosindfilos no parénquima
pulmonar dos asmaticos comparado aos controles [67]; Kraft e al
evidenciaram infiltrado eosinofilico parenquimatoso em casos de asma
noturna, correlacionando esse achado com queda da fungcdo pulmonar dos
pacientes [73]. Esses autores, entretanto, ndo definiram regides especificas
de parénquima pulmonar analisado, impossibilitando a comparagao precisa
com nossos resultados.

O eosindfilo tem papel bem estudado na asma através de seus
mediadores e citocinas que provocam alteragdes patoldgicas e funcionais
nas vias aéreas [100]. Proteinas e radicais livres de oxigénio liberados apos
degranulagao sao capazes de danificar o epitélio brénquico, favorecendo a
constricdo do musculo liso através do estimulo de fibras colinérgicas e
liberacdo de neuropeptideos [101,102]. Mediadores lipidicos como Fator
Ativador de Plaquetas (PAF) e Leucotrieno C4 (LTC-4) atuam como potentes
broncoconstrictores [103,104]. No parénquima pulmonar, o papel dos
eosinofilos na asma nao esta esclarecido. Estudos in vitro mostram que
fatias de tecido pulmonar periférico de animais e humanos respondem a
substancias broncoconstritoras através de aumento de resisténcia e
elastancia teciduais [88,85,75]. O mecanismo de resposta do tecido alveolar
nao esta bem estabelecido, podendo resultar da constricdo de células
intersticiais ou do musculo liso dos ductos alveolares e vasos sanguineos
[86,88]. Substancias broncoconstritoras liberadas pelos eosindfilos
poderiam, assim, estar envolvidas numa resposta alveolar. Entretanto,

estudo in vitro de fatias de tecido pulmonar periférico ndao evidenciou
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resposta contratil significativamente maior em asmaticos comparados a néo
asmaticos [90].

Por outro lado, o recolhimento elastico do pulmao constitui uma das
principais fungdes do parénquima pulmonar periférico. Broncoconstricdo e
hiperinsuflacdo recorrentes, associados ao possivel dano tecidual
decorrente da inflamacéo poderiam levar a um comprometimento do tecido
conectivo parenquimatoso, determinando a diminuicdo do recolhimento
elastico pulmonar [105]. No entanto, Mauad et al ndo observaram diminui¢cao
do conteudo de fibras elasticas no parénquima distal de individuos com
asma fatal comparados aos ndo asmaticos [106]. Assim, o significado clinico
e fisiopatoldgico do infiltrado eosinofilico no parénquima pulmonar distal em
casos de asma necessita ser melhor investigado.

A presenca de eosindfilos no parénquima peribronquiolar, isto €, nas
areas de acoplamento dos septos alveolares com as vias aéreas periféricas,
poderia ter repercussdes clinicas e funcionais. Em individuos tabagistas,
Saetta et al correlacionaram a ruptura dos acoplamentos alveolares com o
grau de inflamagédo da parede das pequenas vias aéreas, sugerindo que
esse achado represente um estagio precoce de destruicdo do parénquima
pulmonar com consequente perda de recolhimento elastico do pulmao [96].
E possivel que enzimas liberadas pelos eosindfilos - elastase [107],
lisofosfolipase [108] e colagenase [109] - possam contribuir para esse
processo comprometendo o acoplamento das vias aéreas mais distais ao
parénquima pulmonar e consequentemente aumentando a resisténcia

dessas vias aéreas.
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Considerando que a perfusdo brénquica e a alveolar sao realizadas por
diferentes circulagdes pulmonares (brénquica e pulmonar, respectivamente),
o recrutamento de eosindfilos da circulacdo sistémica para esses
compartimentos pulmonares pode resultar de processos independentes. O
recrutamento de eosindfilos para as vias aéreas resulta da interagao entre
moléculas de adesdo da superficie endotelial (Selectinas e VCAM-1) e de
proteinas da matriz extracelular (f1 integrinas) com ligantes especificos na
superficie celular (VLA-4) [110,100]. Em doengas como pneumonias
eosinofilicas é descrito aumento de CD44 soluvel (CD44s) e IL-5 no lavado
broncoalveolar bem como aumento da expressdo de CD44 na superficie dos
eosindfilos alveolares, sugerindo que essa molécula de adeséo possa estar
envolvida no recrutamento de eosindfilos para o espago alveolar nesses
casos [111]. Na alveolite alérgica extrinseca, expressao de Intercellular
Adhesion Molecule 3 (ICAM-3) na superficie dos eosindfilos e de VCAM-1
nas células endoteliais de vénulas e capilares podem estar associadas ao
influxo de eosindfilos para o compartimento alveolar [112]. Maiores
esclarecimentos quanto aos mecanismos de quimiotaxia do eosindfilo para
esse compartimento pulmonar na asma sao necessarios.

O parénquima pulmonar periférico constitui uma densa rede de
capilares, sendo o sangue uniformemente distribuido ao longo da superficie
alveolar. Os eosindfilos identificados no parénquima pulmonar poderiam
estar localizados na luz capilar, sofrendo processo de marginagdo ou no
intersticio. Nao foi possivel através da microscopia Optica diferenciar a

localizacido exata dessas células. A presenca dos eosindéfilos no parénquima
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pulmonar poderia, portanto, ser apenas o reflexo da eosinofilia sanguinea
que sabidamente acomete pacientes asmaticos. Com o objetivo de avaliar a
distribuicao sistémica de eosindfilos nesses pacientes, analisamos também
outros tecidos (rim, miocardio, bago e figado), constatando a auséncia
dessas células em sitios extra-pulmonares. Esse achado sugere que o
infiltrado eosinofilico observado no parénquima seja resultante de um
mecanismo de enderecamento para o tecido pulmonar. Por se tratar de um
estudo retrospectivo, ndo foi possivel se obter amostras de pele e medula
O0ssea desses pacientes, tecidos mais adequados para refletir a eosinofilia

sistémica.

Considerando-se apenas os pacientes asmaticos, de todas as regides
estudadas, o parénquima alveolar distal mostrou a menor densidade de
eosinofilos. Porém a diferenca estatistica se revelou apenas quando foi
comparado com a area interna das grandes vias aéreas (Grafico 1B). Faul et
al encontraram resultado semelhante, observando um numero
significativamente maior de eosindfilos na lamina propria de vias aéreas
centrais quando comparado ao tecido alveolar adjacente as vias aéreas
menores que 1 mm de didmetro em vitimas de asma fatal [113]. Além de
diferencas em relagcdo ao tipo de irrigagcdo sanguinea, esses dois
compartimentos diferem entre si quanto ao grau de exposi¢cao antigénica. A
area interna das vias aéreas grandes € um importante sitio de estimulo
antigénico inalado [38], o que deve também contribuir para o padréao

inflamatorio observado em cada regi&o.
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A regidao de maior acometimento inflamatério na asma € assunto
controverso na literatura. Alguns autores sugerem que o infiltrado
eosinofilico de asmaticos seja mais importante em vias aéreas centrais que
nas vias aéreas periféricas [65, 66,114]. Estudos mais recentes mostram um
maior comprometimento inflamatério de vias aéreas periféricas em relagao
as centrais [67,93,115,116]. O presente estudo ndo revelou diferenca
significativa na densidade de eosindfilos entre as vias aéreas grandes e
pequenas nos pacientes asmaticos. Além disso, ndo se evidenciou diferenca
estatistica na densidade eosinofilica entre vias aéreas pequenas e
parénquima pulmonar periférico, sugerindo uma importante participagdo do

pulmao distal na asma fatal.

Nao foram evidenciadas correlagbes significativas entre o infiltrado
eosinofilico das vias aéreas e do parénquima pulmonar, o que sugere que a
analise das vias aéreas de pacientes asmaticos nao permite prever o estado
inflamatoério na periferia do pulmdo. Assim, o estudo da inflamag¢ao do
pulmédo distal na asma necessita de procedimentos que permitam a
obtencao direta de fragmentos correspondentes a vias aéreas pequenas e
tecido alveolar. Alguns autores defendem a realizagdo de bidpsias
transbronquicas em asmaticos para fins de pesquisa, considerando as
evidéncias do comprometimento desse compartimento pulmonar na asma
[115,117]. Outros consideram que os riscos do procedimento nao justificam

a sua realizagao [118].

O papel dos eosindfilos na asma tem sido questionado por alguns

autores [119]. Estudos revelam a presenga de eosinofilos em varias regides
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do pulmao de asmaticos com diferentes graus de gravidade, correlacionando
positivamente o grau de inflamagao eosinofilica com hiperresponsividade
brénquica [120,121,122]. Outros mostram que certos asmaticos graves
apresentam conteudo inflamatério sem acumulo significativo de eosindfilos
nas vias aéreas [14,48,123,124]. O estudo de asmaticos graves tem
mostrado diferentes fendtipos inflamatérios neste grupo de pacientes.
Wenzel et al avaliaram 34 asmaticos graves corticodependentes através de
biépsias endobrénquicas, evidenciando dois fenétipos patoldgicos com base
na presenca e auséncia de eosindfilos na submucosa [eosindfilos (+) e
eosindfilos (-), respectivamente]. Quando os dois grupos foram comparados
entre si, o primeiro apresentou maior numero de células inflamatérias
(linfécitos, mastoécitos e macréfagos) e maior espessamento de membrana
basal. Os autores sugerem que esses padrbes patoldgicos possam resultar
em diferencas fisioldgicas e clinicas nesses pacientes [48]. Em nosso estudo
o eosindfilo esteve presente de forma significativa em todos os
compartimentos pulmonares dos casos de asma fatal comparados aos
controles, porém as repercussodes clinicas desse achado nado foram aqui
analisadas. Diante das divergéncias da literatura, podemos considerar que
diferentes tipos de inflamagao caracterizam fenétipos especificos de asma e
que a presengca de eosindfilos possa nao ser essencial em algumas
populagdes de asmaticos. Para outras, no entanto, como mostrado no
presente estudo, o eosindfilo pode contribuir de forma efetiva com o
processo inflamatorio. Consideramos que dois componentes importantes

influenciaram a intensidade do infiltrado eosinofilico observado em nossos
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pacientes. Primeiramente, todos os casos foram estudados durante a fase
de exacerbagdo da doencga. Além disso, a grande maioria dos pacientes
recebia tratamento inadequado, geralmente sem uso de corticéide, diferindo

de outras populagdes estudadas.

5.2 - Linfécitos

Ao contrario dos eosinodfilos, os linfécitos nao atingiram de forma
significativa a periferia do pulmao, se restringindo as vias aéreas nos
pacientes estudados. Moléculas de adesao envolvidas no recrutamento de
linfécitos para as vias aéreas sdo detectadas em bidpsias bronquicas de
individuos asmaticos submetidos a broncoprovocagdo alérgica [125].
Estudos in vitro revelam que linfécitos T de sangue periférico de humanos
aderem a vasos brénquicos, mas nao a capilares alveolares [126]. Ainslie et
al reportaram uma expressao consistente de P-selectina no endotélio das
vias aéreas, sugerindo que esta seja a principal molécula de adesao
envolvida no enderegamento pulmonar de linfocitos. Os autores nédo
detectaram a presenca de P-selectina no tecido alveolar [126]. Por outro
lado, doencas inflamatdrias alveolares, como pneumonites por
hipersensibilidade, sao caracterizadas por um influxo de linfocitos T para o
parénquima pulmonar [127], com aumento de L- Selectinas no lavado
broncoalveolar e maior expressao de E-selectinas nas células endoteliais
desses pacientes [128]. Além disso, Kraft et al evidenciaram aumento de
linfocitos T CD4+ no intersticio pulmonar em pacientes com asma noturna

comparados aqueles com asma nao noturna [74]. Krug et al sugerem outros
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mecanismos que podem influenciar o numero de linfocitos no pulmao além
do recrutamento do sangue periférico: proliferacéo local, migragao entre os
compartimentos pulmonares e apoptose celular [129]. Entretanto, estudos
sobre esses mecanismos no pulmdo de asmaticos sdo escassos na
literatura.

Linfécitos T CD4+ assumem importante papel na orquestracdo da
resposta inflamatéria na asma. Células CD4+ do sangue periférico, lavado
broncoalveolar e lamina propria de vias aéreas de pacientes asmaticos
expressam aumento de RNA-m precursor de IL-4 e IL-5, mostrando um
predominio de citocinas com padrdo Th2 [130]. Embora o parénquima
pulmonar nado tenha demonstrado aumento de células T CD4+ nos
asmaticos comparados aos controles, € possivel que linfocitos residentes
nesse compartimento pulmonar possam estar ativados liberando citocinas
capazes de atrair eosindfilos para essa regiao. Minshal et al, inclusive,
evidenciaram presenca de IL-5 no parénquima pulmonar periférico de
individuos com asma [93].

Apds broncoprovocagéao alérgica, asmaticos cursam com diminuigao do
linfocitos T CD4+ no sangue periférico e aumento no lavado broncoalveolar,
indicando um recrutamento de células CD4+ do sangue para o pulmao [131].
Em nosso estudo, as diferencas quanto a densidade de linfécitos CD4+
entre asmaticos e controles se concentraram na area externa das vias
aéreas. Nao observamos diferencga significativa na densidade de linfocitos
CD4+ na area interna de vias aéreas grandes entre asmaticos e controles

como previamente demonstrado em estudos realizados com bidpsias
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[120,132]. Apesar desse ser um resultado inesperado, alguns estudos
anteriores mostraram achado semelhante: Azzawi et al [133] e Bradley et al
[134] observaram um grande numero de linfécitos CD3+, CD4+ and CD8+
na biopsia bronquica tanto de asmaticos como de pacientes ndo-asmaticos,
sem diferengas significativas entre os dois grupos.

Em nosso estudo ndo encontramos densidade significativamente maior
de linfocitos T CD8 na asma fatal em relagao aos controles, o que nao afasta
uma possivel participagao dessa célula na fisiopatologia da asma. Linfocitos
T CD8 tém sido evidenciados em tecido pulmonar de casos de asma fatal.
Recentemente O’Sullivan demonstrou maior numero de células CD8
expressando marcador de ativagdao CD25, bem como maior expressao de
perfurina na regido peribrénquica de vitimas de asma fatal em comparagéao
com asma nao fatal e controles ndo asmaticos [53]. Ja foi demonstrado,
inclusive, que linfocitos T CD8 podem modificar seu padrao de citocinas em
vigéncia de infecgcdo viral em asmaticos, perpetuando o0 processo
inflamatdrio através da producao de IL-5 e inducdo da eosinofilia de vias
aéreas [135,136,137].

O presente estudo mostrou aumento significativo de linfocitos B
(CD20+) nas grandes e pequenas vias aéreas dos asmaticos comparado
aos controles, sugerindo a participacao dessas células na patogénese da
asma fatal. Linfécitos B participam da inflamacdo na asma através da
producao de IgE em resposta a IL-4 [138]. Material de autépsia e de bidpsia
brébnquica obtido de pacientes asmaticos mostram menor numero de

linfocitos B em relagéo a linfécitos T [139,140]. Kidney et al demonstraram
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aumento de linfocitos B (CD19+) no escarro induzido de asmaticos
comparados a controles fumantes ndo asmaticos e correlacionaram esse
achado com o aumento de eosindfilos no mesmo material [141]. Nossos
dados nao permitem concluir se o grande numero de linfécitos B observado
na asma fatal tem relagcdo com o estado de exacerbacdo da doenca. A
inclusdo de casos de asma nao fatal nesta analise poderia contribuir para o
melhor entendimento do papel da exacerbacido na distribuicdo do processo

inflamatério ao longo das vias aéreas.

5.3 - Neutroéfilos

O parénquima peribronquiolar foi a unica regido que revelou maior
densidade de neutrdéfilos nos asmaticos em relacdo aos controles. Elastase
neutrofilica, metaloproteinases, bem como radicais livres de oxigénio sao
produtos de neutréfilos capazes de causar dano epitelial, obstrucédo das vias
aéreas e remodelamento [142]. No parénquima peribronquiolar, esses
produtos podem comprometer a integridade dos septos alveolares
semelhante a possivel agcdo dos eosindfilos, como ja discutido
anteriormente.

Casos de morte subita por asma mostram predominancia do infiltrado
neutrofilico sobre o eosinofilico nas vias aéreas [14]. Observa-se também
maior numero de neutrofilos nesses casos quando comparados a individuos
cujo 6bito ocorreu mais tardiamente ao inicio da crise [14,15]. Na nossa
casuistica, os quatro pacientes que se enquadraram em casos de morte

subita por asma nao exibiram diferenga significativa entre infiltrado
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neutrofilico e o eosinofilico. Nao houve também diferenga significativa entre
a densidade de neutrofilos dos casos de morte subita e a dos demais
asmaticos. Talvez o numero pequeno de pacientes com morte subita possa
ter prejudicado a precisdo da andlise estatistica. No entanto, os resultados
aqui mostrados n&o permitem caracterizar esses pacientes como
apresentando uma entidade distinta, como preconizado por Sur et al [14].

A densidade de neutrdfilos foi significativamente maior no parénquima
pulmonar periférico comparado as vias aéreas, tanto em asmaticos como em
controles. Esse achado poderia resultar da marginagdo de neutréfilos no

leito vascular pulmonar em decorréncia do o6bito.

5.4 - Mastécitos

Em nosso estudo, ao compararmos asmaticos com controles,
evidenciamos aumento de mastoécitos nas areas externas de vias aéreas
centrais e periféricas. Observamos também que a camada externa de
pequenas vias aéreas foi a mais acometida nos individuos asmaticos, a
semelhanga dos achados de Carroll et al [38]. Contrariamente, Hamid et al
nao encontraram diferencga significativa na densidade de mastoécitos em de
vias aéreas periféricas de asmaticos em relagdo a controles [67]. Ha
controvérsias sobre a quantificacdo dos mastdcitos nas vias aéreas em
casos de asma. Estudos que comparam asmaticos com controles mostram
que essas células podem estar aumentadas [143], diminuidas [144] ou sem

diferencas entre os grupos [134,145,146]. Carrol et al sugerem que alguns
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fatores poderiam influenciar a discrepancia desses achados como
metodologia utilizada, classificagdo da asma e uso de corticosterdides [38].

Os mastécitos sdo células amplamente distribuidas no organismo em
tecido conectivo e mucosa [147]. A significativa diminuicdo de mastdcitos no
parénquima distal em relacdo as vias aéreas, tanto em asmaticos como em
controles, € compativel com o padrao normal de distribuicdo dessa célula.

Apesar da densidade de mastécitos estar diminuida no parénquima
pulmonar quando comparado as vias aéreas, encontramos uma maior
densidade mastocitaria na regiao peribronquiolar do parénquima pulmonar
nos asmaticos em relacdo aos ndo asmaticos. Esse achado poderia ser
resultante da extensdo do infiltrado mastocitario da area externa das
pequenas vias aéreas em direcdo ao parénquima peribronquiolar. A
semelhanga dos eosindfilos e neutréfilos, € possivel que os mastdcitos
possam contribuir para a lesdo dos septos alveolares através da liberagao
de enzimas como triptase e quimase.

A semelhanca do remodelamento brénquico, recentemente tem se
discutido a possibilidade de que possa ocorrer um remodelamento na
periferia do pulmao as custas de alteracdes estruturais na matriz extracelular
[148]. A inflamac&o mastocitaria na area externa das pequenas vias aéreas
poderia assumir um importante papel nesse processo através da liberagao
de proteases como metaloproteinase (MMP) -3, MMP-9, triptase e quimase,
e de fatores de crescimento (TGF p) [149,150,151]. Essas substancias séo
capazes de ativar metaloproteinases da matriz extracelular, estimular

angiogénese, degradar a membrana basal, atuar como mitdgenos de
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musculo liso e fibroblastos e estimular sintese de colageno. Esses fatores
promovem alteragdes estruturais que poderiam participar do processo de

remodelamento pulmonar [36,152,153,154].

5.5 - Pacientes

Pacientes que morrem durante uma crise de asma constituem um
subgrupo especifico que nem sempre compartiha das mesmas
caracteristicas clinicas da doenca em vida [155]. A populagao desse estudo
apresentava uma idade variavel, bem como incluia alguns fumantes. No
entanto, os achados anatomopatolégicos eram consistentes com asma em
todos os individuos. A historia clinica dos pacientes estudados nesse
trabalho foi colhida por uma assistente social através de um questionario
minucioso, buscando informacdes sobre a doenca prévia, a frequéncia das
crises, as medicacoes utilizadas, habitos do paciente, o episddio fatal. No
entanto, esses dados foram obtidos de familiares apds o 6bito o que nao
permitiu acesso a informagdes médicas como classificacdo da asma
baseada na prova de funcao pulmonar, diagndstico de alergia e resultados
de exames complementares. A auséncia desses dados pode ter limitado
uma melhor avaliacdo das implicagdes clinicas dos nossos resultados.

Ao contrario de outros estudos [65,66,38] percebemos que, apesar de
uma longa histéria de doenga, uma minoria dos pacientes fazia uso regular
de corticosterdide oral ou inalatério, motivo pelo qual podemos supor que
esses pacientes ndo tinham necessariamente uma asma grave, mas uma

doenca inadequadamente tratada capaz de desencadear uma crise fatal.
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Por outro lado, a auséncia da corticoterapia poderia refletir a “evolugao
natural” das alteragdes inflamatdrias na asma.

No intuito de investigar se a histéria de tabagismo influenciou a
inflamacao pulmonar, comparamos as densidades celulares entre asmaticos
fumantes e ndo fumantes. Surpreendentemente, as diferencas observadas
entre os grupos se concentraram no pulmao distal, o que sugere que o
tabagismo pode causar algum impacto nesse compartimento pulmonar
também em asmaticos. No entanto, estudos abordando o processo
inflamatério pulmonar em asmaticos tabagistas sdo escassos na literatura, o
que limitou a interpretacdo dos nossos resultados. De fato, esperariamos
encontrar um aumento da densidade neutrofilica no parénquima pulmonar
de tabagistas. Possivelmente, o niumero reduzido de tabagistas, bem como a
existéncia de outras variaveis (duragdo e gravidade da doenga) podem ter

influenciado esses achados.

5.6 - O pulmao distal

A area externa das vias aéreas grandes e pequenas, nesse estudo, foi
a regiao que melhor diferenciou asmaticos de controles, mostrando o maior
numero de diferengas significativas entre os dois grupos (mastdcitos,
eosindfilos e linfocitos CD3+, CD4+ e CD20+). Essas diferengas foram mais
acentuadas nas vias aéreas pequenas que apresentaram valores de p mais
significativos do que nas vias aéreas grandes. Além disso a densidade de

mastocitos foi significativamente maior na area externa de vias aéreas
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pequenas comparada a area externa de vias aéreas grandes. Balzar et al
analisaram material obtido de bidpsias endobrénquicas e transbrénquicas e
de ressecgdes cirurgicas de 12 asmaticos graves corticodependentes,
encontrando predominancia do infiltrado inflamatério em pequenas vias
aéreas, quando comparado a vias aéreas de maior calibre [115]. Haley et al
analisaram pulmdes de autdpsia de asmaticos e de individuos com fibrose
cistica, concluindo que, nos asmaticos, a densidade do infiltrado celular nas
vias aéreas pequenas € maior na area externa do que na area interna [156].

O presente estudo demonstrou também que os pacientes asmaticos
apresentam inflamacado do parénquima pulmonar. Neutréfilos e mastdcitos
permaneceram limitados a regido de acoplamento alveolar, enquanto
eosinofilos se difundiram para o parénquima distal.

Como discutido anteriormente, a inflamagdo do parénquima
peribronquiolar poderia ter repercussdes clinicas e funcionais. Estudo
recente do Departamento de Patologia da FMUSP realizado com 0 mesmo
material desta tese, demonstrou ruptura de septos alveolares na regiao
peribronquiolar de asmaticos comparados a controles na asma fatal [106].
Nesse estudo prévio foi determinado o conteudo de fibras elasticas na area
externa de pequenas vias aéreas e no septo alveolar, assim como a
proporcdo de septos peribronquiolares rotos. Na tentativa de explicar a
fisiopatologia da lesédo de fibras elasticas na asma, procuramos correlacionar
os parametros inflamatdrios obtidos no presente estudo com os parametros
de lesédo de fibras elasticas determinados previamente. Considerando 14

pacientes asmaticos n&o tabagistas e 8 controles, realizamos as seguintes
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correlagdes: 1) entre a densidade celular da area externa de pequenas vias
aéreas e o conteudo de fibras elasticas nessa mesma camada e 2) entre a
densidade celular do parénquima peribronquiolar e a proporcdo de septos
peribronquiolares rotos. Observamos uma correlagdo negativa entre
densidade eosinofilica e neutrofilica da area externa de via aérea periférica e
o conteudo de fibras elasticas na mesma regiao (p=0,001; r= -0,65 e p=0,03;
= -0,46 respectivamente), bem como uma correlagao significativa entre
densidade eosinofilica e mastocitaria do parénquima peribronquiolar e a
propor¢cao de septos rotos (p=0,02; r=0,50). Esses resultados sugerem,
portanto, que eosinodfilos, mastécitos e neutréfilos participam do processo de
lesdo distal na asma fatal podendo levar a um desacoplamento entre vias
aéreas e parénquima pulmonar.

Considerando seu potencial de determinar alteragcdes funcionais, a
inflamacdo do pulmdo distal aponta para a necessidade de que esse
compartimento pulmonar seja alvo de tratamento antiinflamatério.
Corticosteroides inalatérios, atualmente utilizados como terapia de escolha
para o controle da asma [32] e tradicionalmente administrados por meio de
aerossois, se depositam predominantemente em vias aéreas centrais devido
ao tamanho da particula inalada [157]. Estudos tém mostrado que
propelente alternativo (hidrofluoroalcano, HFA) combinado ao corticosterdide
reduz o tamanho da particula permitindo que maior percentagem da droga
atinja o pulmao, alcangando também as vias aéreas de pequeno calibre.
Corticosterdides com HFA exigem menores doses para controle da doenga,

bem como causam menos efeitos colaterais que a droga combinada ao
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propelente tradicional (Clorofluorocarbono - CFC) [158]. Goldin et al
registraram menor aprisionamento de ar através de tomografia
computadorizada apds provocacdo com metacolina em asmaticos que
usaram corticosterdides com HFA por 4 semanas, sugerindo que tenha
ocorrido um tratamento mais adequado do pulmao distal [159].

O nosso estudo mostrou, enfim, que o infiltrado inflamatério esta
presente em todos os compartimentos pulmonares na asma fatal, sendo que
a area externa das vias aéreas grandes e pequenas foi a regidao que melhor
diferenciou asmaticos de controles. Mostramos também o comprometimento
do parénquima pulmonar que, combinado ao das vias aéreas periféricas,
caracteriza a inflamacgao do pulméao distal acometendo pacientes vitimas de
morte por asma. Esses achados podem ter importante implicacdo em
mudancas na terapéutica antiinflamatoria inalatéria atualmente instituida na
asma que nao possui potencial alcance periférico. Tornar o pulméo distal um
alvo de tratamento antiinflamatério pode contribuir para um melhor controle

da doenca.
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6 - CONCLUSOES

1-

O Infiltrado eosinofilico apresenta uma distribuicido difusa na asma
fatal desde as vias aéreas centrais até o parénquima pulmonar

periférico.

O infiltrado linfocitario n&o atinge o parénquima pulmonar periférico na

asma fatal.

A area externa das vias aéreas grandes e pequenas € a regiao que
melhor distingue o asmatico do controle através do aumento de
densidade de diferentes tipos celulares: eosindfilos, mastdcitos,

linfocitos T (CD3+ e CD4+) e linfocitos B (CD20+).

O parénquima pulmonar peribronquiolar participa do processo
inflamatoério na asma fatal com aumento de mastdcitos, neutréfilos e
eosinofilos. A inflamacao desse compartimento, associado ao da area
externa da via aérea pequena reforca o papel do pulméo distal na

fisiopatologia da asma.
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7 - ANEXOS

A - Entrevista

HOSPITAL DAS CLiNICAS DA FMUSP
SERVICO SOCIAL MEDICO

AMBULATORIO DE CLiNICA MEDICA GERAL

IDENTIFICACAO

Nome do Paciente:

DATA:

/Il

Ne:

Data de Nascimento: / / Data de Falecimento: [ Idade:

Sexo : Cor- Estado Civil.

Profissdo: Religido:

Enderego:

Bairro: Municipio:

Estado:

Telefone:
Outros enderegos:

Nome do Entrevistado:

Grau de Parentesco:

Vivia com o paciente: _

Primeiro contato:

COMPOSICAO FAMILIAR

Nome Parentesco_|Idade | Escolaridade Profissdo

Previd.

Salario

Outras fontes de rendimento:

Total de rendimentos:

Total de pessoas que residem na casa do paciente:
RENDA PER CAPTA:

88
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HABITACAO
Tipo do imovel: ( )casa/apto Condigdo do imoével: ( ) precaria
( ) alojamento ( ) insuficiente
() barraco de favela () regular
( ) cortigo ( )boa
( ) pensdo ( )otima
( ) outros
Material de construgdo: ( ) alvenaria Saneamento basico: () sim
( ) madeira ( ) ndo
( ) adobe

Relagdo de Propriedade: ( ) cedida
( ) alugada
( ) casa propria / em financiamento

HISTORICO DE VIDA DO PACIENTE (escolaridade, profissdo, lazer, relacionamentos,

caracteristica de personalidade, habitos, etc. )
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HISTORICO DE ESTRUTURA FAMILIAR (pontos de intersecgdo entre doenga e eventos
marcantes desta familia, bem como fatores que provocaram a desestrutura familiar quando for o caso)

HISTORICO DO TRATAMENTO ( inicio ¢ evolugdo da doenga, cuidados, recursos procurados,

especialistas pelos quais passou)
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FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
PROTOCOLO DE AVALIACAO DE ()Bl”['(?S POR ASMA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E CLINICA MEDICA

Nome:

1. Diagndsticos anteriores:
( )Asma ( )Bronauite ( )Bronquite asmatica ( )Rinite ( ) Sinusite

( ) Outros:

Sintomas:

2. Ha quanto tempo recebeu este(s) diagnostico(s) ?

3. Tabagismo:
( ) Fumante ( )Ex-fumante ( )Nunca fumou
Total de magos por dia:

Total de anos de tabagismo:

4. Profissdo (elementos que possam ter relacdo com a doenca):

5. Medicamentos que tomava nos seis meses gnteriores ao 6bito (e doses):
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6. Internagdes no ano anterior ao 6bito (namero e tempo de internagéo):

7. Foi alguma vez internada em UTI? Quando?

8. Ha quanto tempo estava com sintomas de crise ante do 6bito (descrever quando comegou a crise €

que sintomas apresentava: tosse, falta de ar, chiado, aperto no peito)

9. Estava sob acompanhamento médico? Foi atendido(a) pelo seu médico durante a

crise que o(a) levou ao obito?

10.Se faleceu em casa, porque nio foi levado(a) ao hospital? .

11.Se faleceu no hospital, quanto tempo apds ter sido internado?

12.Hospital onde faleceu:
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B - Densidade Celular
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Densidade de Linfécitos CD3+ em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente

Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 188.3 357.5 2717 621.36 544.32 71.7
2 7127 149.6 0 360.78 1777 15.48
3 647 591.7 338.2 478.8 447.05 127.38
4 204.8 194 295.5 14356 43174 83.27
5 451.2 248.2 123.13 489.4 4114 62.1
6 344.9 1072.7 1355.6 11986  387.87  240.31
7 39179 42415 498.6 52756  847.05 175.82
8 820.2 4885 361.2 357.9 533.33 21294
9 523.15 364 2274 242.7 68.08 70
10 970.9 834.2 639.38 406.8 315.78 135.42
11 281.6 257.16 116.5 379.2 66.66 12.59
12 739.5 824 229.1 656.2 759.32 5117
13 229.97 844 522.8 881.3 369.23 80.85
14 44.86 266.4 98.09 151.3 19248  208.88
15 1544 485 852.8 371 413.7 340.64
16 285.78 571 99.81 670 301.44 19.95
17 408.7 345.4 116 546.6 276.92 125.27
18 1640.7 5183.8 21.27 381.19 173.49 175.95
19 1037 398.57 4723 614.8 1360 530.45
20 145.97 816.87 442.1 10236  233.33 163.18

Mediana 42995 454575  262.3 50848 37855  126.325

Minimo 44.86 149.6 0 151.3 66.66 12.59

Maximo 1640.7 5183.8 1355.6 1435.6 1360 530.45

Densidade de Linfécitos CD3+ em pacientes controles (mm?)

Paciente

Controle IG EG IP EP PBq PD
1 170.33 4475 287.94 458.3 135.21 139.44
2 60.23 65.16 193.6 349.4 519.48 166.1
3 165.52 164.15  233.46 136.52 177.77 35.55
4 79562 75125 2137 276.85  166.66 158.64
5 23343 37822 327 23513 37647  304.42
6 38047 39073 20332  206.22 501.9 239.33
7 462.18 59.94 64167  393.17 350.6 259.31
8 161.8 130.7 61.85 57 4387 69.8
9 1717 34.12 0 56 0 8.69
10 27.12 1445 44554 110.67  266.66 37.13

Mediana  167.925  154.325 22358 220675  308.63 149.04

Minimo 1717 34.12 0 56 0 8.69

Maximo 795.62 75125  641.67 458.3 51948  304.42

NOTA: IG = area interna de via aérea grande; EG = area externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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Densidade de Linfocitos CD4+ em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 126.34 29847 0  627.13 123.07 101.78
436.4 135.4 84.8 181.6 360 175.34
3 36.6 40.57 113 2729  278.26 120.32
4 145 189 16.77 444 6 42.66 44.88
5 54.64 4584 314 697.6 1417 116.29
6 137.9 794.2 232.7 734 61.53 46.37
7 317.6 219.8 203.4 3709 22857 26761
8 132.3 326.9 286.6 4959 84.21 768
9 65.82 190.29 0 50.45 60 9.91
10 288.65 55.21 83.14 122.5 115.46 27.51
11 486.7 407.6 121 235  370.03 51.61
12 182.4 3435 1324 3026 195.55 96.96
13 727 39305 25789 36567 61.53 50
14 86.5 3126 115.28 344 166.95 149.57
15 843.9 804.5 897.3 7455 400 306.13
16 1714  310.94 255 272.9 112.94 26.49
17 17.03 117.87 35 263.2 23.52 103.8
18 187.5 544.2 0 62.34 179.77 33.16
19 62.98 87.23 305.8 3244 216.94 83.74
20 87.33 294.8 81.64 255.8 60 55.58
Mediana 129.32  304.705 114.14 3135  132.385 90.35
Minimo 17.03 40.57 0 50.45 23.52 9.91
Maximo 843.9 4584 897.3 7455 400 768

Densidade de Linfécitos CD4+ em pacientes controles (mm?)

Paciente

Controle IG EG IP EP PBq PD
1 11.02 162.25  38.287 220.5 97.59 76.19
2 28.27 110.74 105.2 91.9 9% 52.3
3 48.28 36.86 23.1 82.23 58.53 11.51
4 80057  454.95 196.55 106.28 1415 12467
5 236.67 310.3 3726 295.6 164.1 139.13
6 146.35 156.52 3743 15297  112.94 875
7 150.4 53.72 4827 34439 28235  132.89
8 94.51 133.56 0 12518 15058 31
9 33.95 185.29 4153 98.04 48 4.89
10 87.97 138.76  622.94 735 114.28 42.1

Mediana 91.24 147.64  150.875 115.73 105265  64.245

Minimo 11.02 36.86 0 735 14.15 489

Maximo 80057 45495  622.94 34439 28235 139.13

NOTA: IG = &rea interna de via aérea grande; EG = &rea externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal

Tese de Doutorado Silvia de Magalhdes Simoes



95

Densidade de Linfécitos CD8+ em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 50.22 51.71 65.97 38.7 19.04 53.84
2 95.9 318 0 0 0 15.48
3 91.75 329.45 291.9 393.9 73.84 45.35
4 35.28 50.15 90.87 234.5 147.69 71.76
5 57.64 53.38 24.93 274.18 115.94 26.73
6 98.26 3495 377.7 433.3 240 58.18
7 515 17.6 348 100.4 145.45 62.83
8 229.1 269.2 24418 269.16 140.35 68.37
9 39.58 54.69 171.4 105.7 17.77 33.54
10 101.6 71.75 130.6 66.8 7441 73.9
11 179 133.7 98.80 300.6 186.04 87.9
12 147.47 48.08 179.8 200.3 3705 227.93
13 34.70 86.1 48.78 115.18 186.3 166.29
14 28.93 28.78 27.82 21.52 21.33 13.52
15 49.4 3.427 1515 61.98 130.23 60.27
16 183.85 256.8 57.72 194.8 166.03 47.64
17 212.3 335.3 73.45 408.3 394.52 330.15
18 134.59 381.6 194.7 386.5 233 168.94
19 205.54 165.8 296 216.8 210.1 252.8
20 20.82 85.23 73.26 114.47 106.66 36.15
Mediana 93.825 78.49 94.835 197.55 142.9 61.55
Minimo 20.82 3427 0 0 0 13.52
Maximo 229.1 381.6 377.7 4333 394.52 330.15

Densidade de Linfocitos CD8+ em pacientes controles (mm?)

Paciente

Controle IG EG IP EP PBq PD
1 30248 63247 55.12 105.51 75 210.13
2 97.23 7857 209.6 2622 32359 64.19
3 10.73 50.88 71.56 140.67 100 81
4 167.17 114.88 42027  203.88 96.96 95.43
5 192 6065  354.43 2668 41739 24458
6 218.2 197 120.6 7609 19512 135.42
7 119.22 7.98 148.33 76.03  132.11 136.17
8 23.97 111.61 29.63 43.31 276.9 57.14
9 69.52 38.92 88 166 156.86 23.14
10 202.13 126.14 57847 181 253.65 147

Mediana 143.195 9509 134465  153.335 17599 115425

Minimo 10.73 7.98 29.63 43.31 75 23.14

Maximo 30248 63247 57847 2668  417.39 244,58

NOTA: IG = &rea interna de via aérea grande; EG = &rea externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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Densidade de Linfécitos CD20+ em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 59.94 91.1 0  247.83 41.02 37.76
2 121.04 585 0 345 0 22.96
3 96.4 178.9 235.1 491.9 19.75 8.46
4 7.22 28.55 0 317.7 42.66 4.35
5 62.69 71.88 39.32 294 4 115.66 45.24
6 4068  399.19 28.1 666.6 28.07 422
7 24.84 38.64 17.05 162.6 106.66 48.92
8 35.98 157.7 317.2 188.45 149.33 52.11
9 15.6 79.4 0 439 0 46.37
10 83.85 473.7 423 18.54 72.72 30.57
11 70.15 185.4 325 113 68.57 10.25
12 7.19 6 81.46 151.5 2758 36.6
13 19.07 76.68 32.14 96.04 40.33 28.91
14 23 29.26 149.1 40 0 423
15 49 663 0 4546 33.33 13.38
16 5165  266.94 59.84 183.86 60.37 36.57
17 26.08 114.4 28.9 53.7 77.42 65.54
18 71.77 297.3 0 0 95.23 32
19 61.57 209.2 34.31 55.46 82.05 975
20 13 51.87 56.32 268.2 62.33 16.36
Mediana 44.84 102.75 32.32 13225 51515  34.285
Minimo 7.19 6 0 0 0 423
Maximo 121.04 663 317.2 666.6 149.33 975

Densidade de Linfécitos CD20+ em pacientes controles (mm?)

Paciente

Controle IG EG IP EP PBq PD
1 0 68.07 0 14.25 24.24 28.07
2 0 0 26.92 77.87 17.97 422
3 7.2 0 0 5.75 45.07 5
4 27.34 5.86 0 0 26.01 22.96
5 22.64 47.45 18 424 69.56 56.28
6 6.1 0 0 0 54.23 38.48
7 150.4 53.72 482.7 344.39 0 8.88
8 0 57 0 24.93 101.58 405
9 24 11.35 0 17.97 50.79 0
10 17.31 0 28.89 40.18 0 17.61

Mediana 12.255 5.78 0 2145 35.54 20.285

Minimo 0 0 0 0 0 0

Maximo 150.4 68.07 482.7 344.39 101.58 56.28

NOTA: IG = &rea interna de via aérea grande; EG = &rea externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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Densidade de Eosinéfilos em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 0 37 0 36.98 41,03 44.67
2 551.71 167.81 0 0 30.77 36.09
3 0 0 1357.6 553.4 64.00 2.97
4 114.9 105.2 293.2 331.8 96.96 0
5 801.2 340.2 97.3 113 123.08 130.43
6 614.5 335.1 277 346.1 28.07 27.04
7 563.9 2215 0 100.1 19.51 31.06
8 182.8 105 93.8 186.15 100.00 35.87
9 619.2 4234 115 233.2 18.82 0
10 368.51 163.7 79.52 73.94 14.81 20.1
11 1093.08 24527 5925  1955.45 137.93 755
12 6409  233.96 76.98 0 40.51 65.88
13 24123 22506 54753  631.01 581.82  1152.58
14 26.24 15.04 121.44 64.19 17.78 15.04
15 187.65 86.55 151.19 71.41 120.43 95.8
16 428.23 647.7  457.81 502.39 120.43 151.72
17 0 122.2 0 61.66 123.08 34.63
18 251.6 531.2 93.28 145.72 61.54 7.86
19 142.8 108.6 103.8 128 23784 54.54
20 142.96 735.34 4162  547.03 111.11 3757
Mediana 246415  194.655 95.55 136.86 80.48 35.98
Minimo 0 0 0 0 14.81 0
Maximo 1093.08 735.34 13576 1955.45 58182  1152.58

Densidade de Eosinéfilos em pacientes controles (mm?)

Paciente

Controle IG EG IP EP PBq PD
1 17.58 25.96 0 53.32 96.00 5.83
2 12.42 0 0 36.88 0.00 0
3 4.92 11.99 0 9.89 29.62 0
4 0 0 0 58.67 0.00 0
5 77.33 37.76 114.66 81.05 50.79 47.29
6 0 0 0 0 0.00 0
7 0 0 0 0 0.00 4.06
8 0 0 0 0 118.50 0
9 0 0 0 0 0.00 0
10 0 6.97 15.37 6.72 50.79 60

Mediana 0 0 0 8.305 14.81 0

Minimo 0 0 0 0 0 0

Maximo 77.33 37.76 114.66 81.05 118.5 60

NOTA: IG = area interna de via aérea grande; EG = area externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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Densidade de Mastécitos em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 254.4 272.9 269.19 507.8 349.09 44 81
2 216.7 128.2 219.4 342.6 121.52 98.92
3 637.1 3214 299.84 732.05 384.81 29.78
4 235.4 140.7 203.2 219.1 181.13 26.54
5 383.7 302.6 342 986 276.92 122.82
6 856.3 482 273.2 600 160.00 62.16
7 480.2 358.2 820.4 7535 558.14 138.75
8 379 222.8 238.58 274.37 320.00 136
9 273.3 135 527.5 265.1 141.18 65.11
10 304.77 28334 47578 48144 100.00 131.23
11 218.7 216.99 199 319.04 160.00 65.11
12 241.07 619.85 127.76 353.6 309.09 214.76
13 254.18 536.6 647.36  1060.73 125.22 194.78
14 687.27  425.05 564.9 54866  469.57 103.09
15 458.82 32575 45431  1055.33 200.00 102.02
16 225.11 294 44 123.94 54459 93.33 68.68
17 129.25 185.34 178.54 327.6 183.61 72.58
18 142.36 379.7 316.72 57566  234.67 58.58
19 205.2 173.9 174.6 555.1 347.83 64.97
20 232.09 59359  441.71 667.71 182.46 84.39
Mediana 254.29 298.52 28652  546.625 191.80 78.485
Minimo 129.25 128.2 123.94 219.1 93.33 26.54
Maximo 856.3 619.85 8204  1060.73 558.13 214.76
Densidade de Mastécitos em pacientes controles (mm?)
Paciente
Controle IG EG IP EP PBq PD
1 232.47 225.99 606.86 864.34 140.30 232.4
2 251.04 284.2 265.1 423.79 311.11 204.87
3 160.38 109.68 141.33 256.89 30.70 46.92
4 357.69 310.42 317.79 279.27 69.56 40.22
5 328.79 168.96 49453 329.02 97.95 63.43
6 179.6 334.36 207 44 229.89 82.75 107
7 167.88 96.22 360  430.97 162.31 57.55
8 333.1 202.57 161.2 296.2 120.00 62.5
9 277.22 174.98 2075 188.79 200.00 80.2
10 111.65 98.85 163.49 118.88 172.90 24.93
Mediana 241755  188.775 2363 287735  130.15 62965
Minimo 111.65 96.22 141.33 118.88 30.7 24.93
Maximo 357.69 334.36 606.86 864.34 311.11 232.4

NOTA: IG = &rea interna de via aérea grande; EG = &rea externa de via aérea grande;

IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;

PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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Densidade de Neutréfilos em pacientes asmaticos (mm?)

Paciente
Asmatico IG EG IP EP PBq PD
1 14.57 58.22 0 94.1 20857 22793
2 358.37 785 206.4 5126  549.49 371.08
3 88.87 35.23 66.8 2316 43243 244.02
4 84.42 21.69 35.68 5015 244.44 129.81
5 130.5 88.6 216.9 1115 51014  479.16
6 97.49 178.7 841.4 1509  563.38  274.71
7 728 94.4 286.6 1569 21176  238.29
8 33.99 15.43 0 9965 44705  286.85
9 712 154 194.5 426.3 424 1 780.62
10 264.13 71.09 163.75 14937 44307 205.12
11 92.37 150.21 0  280.28 1079 986.36
12 636.44 7193 49044 197.92 54468 672.89
13 87.32 113.87 75.29 13946 52244 916.66
14 238.37 4192 20392 111.83 200  466.44
15 562.19 8275  499.75 157.92 34392 311.68
16 130.34 6766  526.14 13515  911.11 751.58
17 15.18 56.8 105.2 4842  379.66 526
18 193.64 7773 156.43 15719 70857 725.07
19 22.33 39.2 235.1 91 788 544
20 929.79 19356 156345  1524.42 964.1 1348.8
Mediana 94.93 74.83 199.21  153.135  478.595 472.8
Minimo 14.57 15.43 0 50.15 200 129.81
Maximo 929.79 19356 156345  1524.42 1079 1348.8

Densidade de Neutréfilos em pacientes controles (mm?)

Paciente
Controle IG EG IP EP PBq PD
1 200.27 27.29 24.09 9337 203.17 2415
2 296.28 70.62 374.77 155.33 104.34 83.93
3 54586 ~ 248.34 185.66 151.91 133.33 591.3
4 164.76 3896  250.92 146.74 305.6 307.9
5 37.49 26.46 110.54 16.17 260 288
6 139.23 15.96 80.34 27.24 71.64 123.73
7 27.75 15.22 1349 2734 271.18 319
8 59.37 168.6 0 61.24 5948  317.35
9 300.74 22.18 87.88 56.16 358.6 115.3
10 67.88 23.99 2633 61072 840 577.47
Mediana 151.995 26.875 9921  120.055 26559 297.95
Minimo 27.75 15.22 0 16.17 71.64 83.93
Maximo 54586  248.34 1349  610.72 840 591.3

NOTA: IG = area interna de via aérea grande; EG = area externa de via aérea grande;
IP = area interna de via aérea pequena; EP = area externa de via aérea pequena;
PBq = parénquima peribronquiolar; PD = parénquima distal
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RESUMO

Simdes, S.M. Distribuicdo do infiltrado inflamatorio em parénquima pulmonar
periférico e vias aéreas na asma fatal [tese]. Sdo Paulo: faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2004.

A distribuicdo da inflamagdo nas vias aéreas de pacientes asmaticos tem
sido intensamente investigada. A inflamagéo na asma esta presente tanto
em vias aéreas grandes como pequenas, tendo sido demonstrado que a
inflamacao do pulméo distal pode contribuir para a fisiopatologia da doenca.
Apesar das evidéncias de que a inflamacdo na asma nao esta restrita as
vias aéreas intrapulmonares, pouco se sabe sobre a distribuicdo celular em
outros compartimentos pulmonares e sua relacdo com as vias aéreas. O
presente estudo teve como objetivo mapear o processo inflamatério na asma
fatal, das grandes vias aéreas até o pulmé&o distal, e compara-lo com
controles ndo asmaticos. Imuno-histoquimica, analise de imagem e
morfometria foram utilizadas para determinar a densidade de eosindfilos,
mastoécitos, neutrofilos e linfécitos nas areas interna e externa de vias aéreas
grandes e pequenas e no parénquima pulmonar peribronquiolar e distal de
20 pacientes que morreram por asma e 10 controles. A densidade de
eosindfilos foi significativamente maior em todas as regides das vias aéreas
e do parénquima pulmonar de asmaticos comparados aos controles
(p<0,02). Nos pacientes asmaticos, a densidade eosinofilica nas duas
regides do parénquima se mostrou menor do que a das vias aéreas, porém
s6 foi evidenciada diferenga significativa entre a area interna da via aérea
grande e o parénquima distal (p<0,01). A densidade dos mastécitos foi maior
na area externa das vias aéreas de grande e de pequeno calibre, bem como
no parénquima peribronquiolar dos asmaticos comparados aos controles
(p<0.04). A area externa da via aérea pequena dos casos de asma fatal foi a
regido mais rica em mastdcitos, sendo a densidade celular
significativamente maior quando comparada a area externa das vias aéreas
grandes (p<0,01) e as duas regides do parénquima pulmonar periférico
(p<0,001). Linfocitos CD3+ e CD20+ apresentaram maior densidade nas
duas regides das vias aéreas grandes e na area externa da via aérea
pequena, enquanto o linfocito CD4+ apresentou aumento significativo na
area externa das duas vias aéreas de asmaticos comparados a controles
(p<0,05). Maior densidade de neutrofilos foi observada apenas no
parénquima peribronquiolar de asmaticos (p=0.029). Concluimos que 1) o
infiltrado eosinofilico apresenta uma distribuigdo difusa na asma fatal desde
as vias aéreas centrais até o parénquima pulmonar periférico; 2) a area
externa das vias aéreas grandes e pequenas € a regido que melhor
distingue o asmatico do controle através do aumento de densidade de
diferentes tipos celulares; 3) o parénquima pulmonar peribronquiolar
participa do processo inflamatério na asma fatal com aumento de
mastocitos, neutréfilos e eosindfilos. Nossos resultados fornecem novas
evidéncias para a participagdo do pulmao distal na fisiopatologia da asma
fatal.



