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RESUMO 

Sales, DS. Análise de células T e B em vias aéreas e tecidos linfoides associados aos 

brônquios em indivíduos fumantes obstrutivos em comparação com não obstrutivos. 

[Dissertação]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 

2016. 

Embora a fumaça do cigarro configure-se como o principal fator de risco para o 

desenvolvimento da DPOC, nem todos os fumantes desenvolvem a DPOC clinicamente 

significativa, sugerindo outros fatores intrínsecos ao indivíduo, como diferenças nas 

respostas imunológicas envolvidas na patogênese e progressão desta doença. Objetivos: 

Compreender melhor o papel da resposta imune adaptativa na progressão da DPOC. 

Métodos: Foram estudados amostras de tecidos pulmonares de 21 indivíduos não 

fumantes (grupo controle); 22 fumantes não obstrutivos (FNO) e 17 fumantes com 

DPOC. A densidade de células CD4+ e CD8+, células T regulatórias (Treg) FOXP3+, 

células B e células positivas para interleucinas IL-10 e IL-17, e citocinas como CCL19, 

BAFF e TGF-β foram avaliadas em pequenas e grandes vias aéreas, e em tecidos 

linfoides associados ou não aos brônquios (BALT e iBALT, respectivamente). 

Resultados: Observamos um aumento das células T CD4+ e CD8+ em pequenas e 

grandes vias aéreas, BALT e iBALT em fumantes; no entanto, os valores mais elevados 

foram detectados em pequenas vias aéreas dos indíviduos DPOC. Além disso, observou-

se uma diminuição na expressão de TGF-β em pacientes com DPOC em comparação 

aos grupos de FNO e controle em pequenas e grandes vias aéreas ao passo que uma 

diminuição na densidade de Treg foi observado apenas em pequenas vias aéreas, com 

consequente diminuição da densidade de células positivas para IL-10 em pequenas e 



 

grandes vias aéreas. Em BALT observou-se uma resposta diferente, com um aumento na 

densidade de Treg no grupo DPOC, sem diferenças para as análises de IL-10. Houve um 

aumento da densidade de células positvas para IL-17 em pequenas e grandes vias aéreas 

e iBALT na DPOC. Conclusões: Observamos que a redução da atividade regulatória do 

processo inflamatório em pequenas vias aéreas e a progressão da obstrução em fumantes 

esteve associado à diminuição da densidade de células  Treg e da expressão de IL-10 e 

aumento da expressão de IL-17.  Além disso, verificou-se diferenças entre o perfil 

inflamatório nos  compartimentos pulmonares estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Sales, DS. Airways and Bronchus Associated Lymphoid Tissue T and B cells analysis 

on obstructive smokers compared to nonobstructive smokers. São Paulo: “Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 

Although cigarette smoke is configured as the primary risk factor for the development of 

COPD, not all smokers develop COPD clinically significant, suggesting that there are 

other factors intrinsic to the individual, such as differences in immune responses 

involved in the pathogenesis and progression of this disease. Objectives: To better 

understand the role of the adaptive immune response in the progression of COPD. 

Methods: Lung tissue samples from 21 nonsmokers were studied (control group); 22 

non-obstructive smokers (NOS) and 17 COPD smokers. The density of CD4 + cells and 

CD8 + regulatory T cells (Treg) FOXP3 + cells, B cells and positive cells for 

interleukins IL-10 and IL-17, and cytokines as CCL19, BAFF and TGF-β were 

evaluated in large and small airways, and lymphoid tissue associated with bronchi or not 

(BALT and iBALT, respectively). Results: We observed an increase in CD4 + T cells 

and CD8 + in small and large airways, BALT and iBALT in smokers; however, the 

highest amounts were detected in the small airways of COPD patients. Furthermore, 

there was a decrease in TGF-β expression in COPD patients compared to FNO and  

control groups in large and small airways while a decrease in Treg density was observed 

only in small airway and consequent decrease in the density of cells positive for IL-10 in 

large and small airways. In BALT we observed a different response, with  an increase in 

Treg density in COPD patients without differences in IL-10 analysis. There was an 

increase in cell density for IL-17 in large and small airways, and iBALT in COPD. 

Conclusions: We observed that reduction of inflammation regulatory activity in small 



 

airways obstruction and progression of smoking was associated with decreased Treg cell 

density and IL-10 expression and increased IL-17 expression. Furthermore, there are 

differences between the inflammatory profile in the lung compartments studied. 

Descriptors: 1. Pulmonary disease, chronic obstructive 2. Pulmonary Emphysema 3. 

Smoking 4. Adaptive immunity 5. Regulatory T cells 6. T cells 7. B cells. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Definição e Fatores Epidemiológicos da Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 

(DPOC) 

 

 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma doença caracterizada pela 

limitação lenta e progressiva ao fluxo aéreo, relacionada à resposta inflamatória anormal à 

inalação de gases e partículas nocivas, que apresenta caráter não totalmente reversível tanto 

espontaneamente quanto por via medicamentosa (1). É considerada uma entidade clínica cuja 

prevenção é factível e seu tratamento é particularizado de acordo com a sintomatologia de 

cada indivíduo (2). 

A bronquite crônica e o enfisema pulmonar são as principais manifestações clínicas da 

DPOC. A bronquite crônica é caracterizada por obstrução das pequenas vias aéreas e presença 

de tosse com duração superior a três meses por mais de dois anos consecutivos. No enfisema 

pulmonar, se observa o alargamento dos espaços aéreos distais com destruição do parênquima 

pulmonar, perda da elasticidade pulmonar e fechamento de pequenas vias aéreas sem 

evidência de fibrose (3,4). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a DPOC foi considerada a 

quinta maior causa de morte no mundo em 2002, responsável por aproximadamente 2,7 

milhões de óbitos neste ano (5). Atualmente, a DPOC é considerada a quarta maior causa de 

mortes no mundo e estima-se que até 2030 torne-se a terceira em todo o mundo (6). 

Enquanto a taxa de mortalidade de doenças como infarto agudo do miocárdio e outras 

doenças cardíacas tem diminuído nos últimos 40 anos, em relação à DPOC esse número 

dobrou entre os anos de 1970-2002 (7). É observado um aumento gradual da porcentagem 

desta doença em populações com faixa etária mais avançada (5). 

A OMS, em seu documento denominado Global Initiative for Obstructive Lung 

Disease (GOLD) (1), caracteriza importantes diferenças na prevalência da DPOC entre países. 

Dados recentes relacionam uma diminuição na quantidade de fumo e redução da poluição 

atmosférica em países desenvolvidos como fator decisivo para uma estabilização e diminuição 

da incidência e prevalência da doença (8,9). Em países em desenvolvimento, entretanto, sua 
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prevalência tem aumentado progressivamente, devido a um aumento no hábito tabágico e 

redução de outras causas de mortes (2). 

 

  

1.2. Fatores de risco para o desenvolvimento da DPOC 

 

 

A DPOC é uma doença poligênica, sendo um exemplo de interação entre 

susceptibilidade genética e estímulo ambiental (2). Um dos fatores de risco genético é a 

deficiência hereditária de alfa-1 antitripsina (α1–AT), de caráter recessivo e presente em 1 a 

2% dos pacientes acometidos com a doença (1,10).  

Já foram identificadas regiões do genoma que contém genes provavelmente 

relacionados à susceptibilidade para DPOC. Foi encontrada associação genética com o fator 

transformador de crescimento beta 1 (TGF-β1), a epóxido hidrolase microssomal (mEPHX1) 

e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (1), além de uma relação de proteção de um 

polimorfismo na proteína MMP12 (11). 

Em não fumantes, já foram encontradas correlações positivas entre a depleção da 

função pulmonar e fumo gestacional, desenvolvimento de asma ou infecções respiratórias na 

infância (1,12), bem como há uma relação entre o desenvolvimento de sintomas respiratórios 

crônicos em pacientes com histórico de tuberculose, exposição à poluição atmosférica, 

inalação ocupacional de gases tóxicos ou poluentes e fumo passivo (13). 

Ao serem estudados fatores sociodemográficos e seu impacto no desenvolvimento da 

obstrução ao fluxo aéreo, a idade permanece como um fator de risco conhecido, porém 

questiona-se se o envelhecimento populacional em si leva ao desenvolvimento ou se a idade 

superior reflete uma exposição continuada a diversos fatores de agressão pulmonar (1).  

A comparação de gênero, por sua vez, traz dados conflitantes: estudos prévios 

demonstram maior mortalidade no gênero masculino (1), dados observados em países 

desenvolvidos trazem uma prevalência semelhante entre homens e mulheres (14,15), e alguns 

estudos apontam o sexo feminino como o mais susceptível aos efeitos da fumaça do cigarro 

(9,16). 

A pobreza também se apresenta como um fator de risco que contribui para a sua 

progressão, uma vez que dados sugerem que um padrão socioeconômico ruim pode contribuir 
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para uma maior prevalência da doença. Porém, uma análise qualitativa dos dados é necessária 

para descrever quais componentes da pobreza contribuem para esse fato (1). 

Segundo a OMS, o tabagismo ainda é o principal fator de risco para o 

desenvolvimento da DPOC (1,17). Em vários países, a DPOC também está relacionada à 

inalação de poluentes decorrentes da queima de combustíveis fósseis e a exposições 

inalatórias ocupacionais a poeiras e gases tóxicos. Entretanto, nem todos os tabagistas 

desenvolvem DPOC clinicamente significativa, o que sugere que há outros fatores intrínsecos 

ao indivíduo envolvidos na sua patogênese (1). 

 

 

1.3. Classificação dos estágios da DPOC 

 

 

Segundo o GOLD, atualizado em 2014, a DPOC pode ser classificada em quatro 

estágios baseados nos parâmetros de função pulmonar, determinados por espirometria de 

incentivo, para a avaliação da severidade na limitação ao fluxo aéreo. Entre estes parâmetros, 

destacam-se: VEF1: volume expirado forçado no primeiro segundo, bem como a razão entre 

esta variável e a CVF, capacidade vital forçada: VEF1/CVF. Valores desta razão, em 

espirometria pós-broncodilatador, menores que 0,70 caracterizam a presença de limitação ao 

fluxo aéreo (1). 

No Estágio I, a DPOC é considerada leve e é determinada em pacientes cujo padrão 

espirométrico apresenta uma pequena alteração (VEF1/CVF < 0,70; VEF1 ≥ 80% do valor 

predito), podendo haver ou não sintomas presentes. Muitos destes pacientes desconhecem que 

sua função pulmonar é anormal.  

No Estágio II, a DPOC é classificada como moderada e é caracterizada por uma piora 

da limitação ao fluxo aéreo (VEF1/CVF < 0,70; 50% ≤ VEF1< 80% do valor predito) 

associada a aparição de sintomas e a busca por atendimento médico.  

No Estágio III, a DPOC é considerada grave e tem como característica uma limitação 

importante do fluxo aéreo (VEF1/CVF < 0,70; 30% ≤ VEF1< 50% do valor predito), associada 

ao encurtamento do padrão respiratório, diminuição da tolerância ao exercício, fadiga 

generalizada e exacerbações constantes do quadro, atingindo de forma direta a qualidade de 

vida dos pacientes. 
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Já no Estágio IV, a DPOC é considerada muito grave e está relacionada a uma 

limitação grave ao fluxo aéreo (VEF1/CVF < 0,70; VEF1< 30% do valor predito), além disso, 

há presença de insuficiência respiratória associada a sinais clínicos de insuficiência cardíaca 

direita, com consequente redução da qualidade de vida. Nestes pacientes, qualquer 

exacerbação do quadro pode representar um risco para a vida (1). 

Além das alterações pulmonares, os pacientes enfisematosos apresentam 

manifestações sistêmicas que repercutem diretamente para a qualidade e estimativa de vida, 

incluindo a depleção alimentar e disfunção dos músculos esqueléticos (17).  

Para um melhor manejo clínico, é necessário que seja realizada uma avaliação 

detalhada, levando em consideração os padrões espirométricos, a referência sintomatológica e 

o risco de exacerbações que levem a internações hospitalares, que caracterizam um pior 

prognóstico aos pacientes. 

 

 

1.4. Mecanismos para o desenvolvimento da DPOC: papel da imunidade inata e 

adaptativa para a progressão da doença 

 

 

A principal característica da DPOC é o desenvolvimento de uma resposta inflamatória 

exacerbada e crônica à inalação de fumaça de cigarro.  

 Macrófagos, neutrófilos e linfócitos são os tipos celulares característicos deste 

processo inflamatório (18). Alguns estudos demonstram um papel importante dos linfócitos T 

CD8+ (aumento de migração destas células tanto em regiões peribrônquicas quanto dispersos 

no parênquima) na manutenção desta resposta inflamatória crônica e na piora da obstrução das 

vias aéreas (19,20)  

A susceptibilidade genética, assim como fatores ambientais e supressão da resposta 

imunológica estão diretamente relacionados à progressão da DPOC para os estágios mais 

graves da doença (21).  

Embora a maior parte dos fumantes apresente evidências de algum processo 

inflamatório pulmonar, somente parte destes apresentará uma resposta inflamatória 

amplificada, sendo que os mecanismos envolvidos neste processo ainda estão pouco descritos 

(22). Acredita-se que a progressão da DPOC esteja relacionada à mudança da imunidade inata 

(inespecífica) para a imunidade adaptativa (adquirida) (23,24). 
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Com o passar do tempo, todo fumante sofrerá algum grau de lesão tecidual, 

promovendo a liberação de restos teciduais, os quais poderão ser reconhecidos como 

autoantígenos. No entanto, nem todos os fumantes irão apresentar reações a estes antígenos e 

entre os que apresentarem reações estas apresentarão intensidades diferentes, o que explica os 

diferentes graus da DPOC (21). 

Pesquisas recentes mostram que a precoce interrupção do habito tabágico alivia a 

progressão da doença, bem como suas manifestações sintomáticas. Porém, os sintomas não 

desaparecem totalmente, o que também indica a presença de fatores endógenos aos 

indivíduos, como o estresse oxidativo e a autoimunidade, associados a sua patogênese (21). 

 Descreveremos a seguir a sequência de eventos decorrentes da resposta inflamatória 

em presença da fumaça de cigarro, detalhando a importância da imunidade inata e adaptativa 

no curso de progressão da DPOC. 

 

 

1.5. Resposta imune inata na DPOC 

 

 

A primeira linha de defesa pulmonar contra agentes externos corresponde à resposta 

imune inata e é constituída pelo sistema de defesa mucociliar e pela barreira epitelial, além 

das células inflamatórias, como macrófagos, células dendríticas, monócitos, neutrófilos e 

mastócitos (25,26).   

 

 

Receptores de membrana Toll (Toll Like Receptors) 

A exposição à fumaça de cigarro promove lesão de células epiteliais e consequente 

liberação de produtos derivados desta destruição, os quais irão se ligar aos receptores de 

membrana Toll - TLR (Toll Like Receptors) no epitélio, induzindo as células epiteliais 

remanescentes a produzirem mediadores inflamatórios (27).  

O reconhecimento de agentes patógenos através dos sinais dos TLR promove a 

ativação da cascata de reações e a produção de citocinas pró-inflamatórias como o fator de 

necrose tumoral (TNFα) e o ligante de quimiocina CXCL8 por células epiteliais e macrófagos 

alveolares. Desta forma, ocorrerá a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais e 

consequente recrutamento de neutrófilos e monócitos para os pulmões (25,28). 
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Células Dendríticas 

Esta sequência de eventos acarreta a maturação das células dendríticas (apresentadoras 

de antígenos) e a migração destas células para os órgãos linfoides, onde, se as condições 

forem favoráveis, ocorrerá a ativação de células T e consequente progressão da doença (21).  

No entanto, na maioria dos fumantes o processo inflamatório, decorrente do hábito de 

fumar, não progride além da resposta mediada pela imunidade inata. Sendo que estes mesmos 

indivíduos apresentam função respiratória normal ou correspondente ao estágio I da DPOC, 

seguindo os critérios do GOLD (21). 

 

 

1.6. Resposta imune adaptativa na DPOC 

 

 

Estudos recentes apontam a importância do processo de imunidade adaptativa na 

progressão da inflamação e da obstrução na DPOC, evidenciando que o processo inflamatório 

ultrapassa a barreira da árvore brônquica, atingindo a circulação sistêmica e os linfonodos 

regionais (29,30). 

 

 

Linfócitos T CD8+ e CD4+ 

Se este processo inflamatório não for controlado, as células dendríticas irão expressar 

altos níveis de proteínas como as do complexo histocompatibilidade classe 2 (MHC-2) e 

moléculas como CD80 e CD86 e já na região dos folículos linfoides irão fazer a apresentação 

dos antígenos às células T (31), promovendo a ativação e migração de células T CD4+ e CD8+ 

para o trato respiratório, com consequente formação de tecidos linfoides associados ou não 

aos brônquios (BALT e iBALT, respectivamente). 

Em indivíduos fumantes que apresentam DPOC é observado um aumento de células 

dendríticas maduras ao redor das vias aéreas periféricas, bem como, da expressão de células 

CD4+, CD8+ (32,33,34). 

As células T CD4+ naive podem ser diferenciadas em diversas linhagens de células T 

efetoras, incluindo T helper 1 (Th1), T helper 9 (Th9) e T helper 17 (Th17), e linhagens de 

células T regulatórias (Treg), como FOXp3+CD4+CD25+, FOXp3 natural (nTreg), FOXp3 
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induzidas (iTreg) e T helper 3 (Th3), contando com funções específicas e relacionadas com os 

processos pró e anti-inflamatórios (35). 

 

 

Células T regulatórias 

FOXp3 é a denominação dada à proteína que age como fator de transcrição no 

desenvolvimento e função de células T regulatórias. Sua expressão intracelular é atualmente o 

principal marcador para Treg em humanos (36). Em um processo autoimune, uma deficiência 

na atividade das Treg pode permitir que outras células autoimunes apresentem efeitos 

citotóxicos e danosos aos próprios tecidos do corpo (35). Tal fator de transcrição será um de 

nossos objetos de estudo, no intuito de avaliarmos a falha ou ativação da regulação por este 

tipo celular no controle do processo inflamatório em pulmões dos sujeitos desta pesquisa. 

A diferenciação de Th17 e iTreg a partir de células T naive depende da presença ou 

não do fator de crescimento TGF-β. Baixos níveis de TGF-β induzem a formação de Th17, já 

o processo reverso leva a produção de células T regulatórias a partir de FOXp3 induzidas ou 

iTreg. Um desequilíbrio neste sistema culmina no surgimento de patologias autoimunes e 

pode estar relacionado ao desenvolvimento da DPOC (35). 

O controle da proliferação e migração de células T para o trato respiratório é mediado 

por subtipos de linfócitos CD4+, denominados Treg, as quais apresentam funções 

imunorregulatórias, inibindo a autoimunidade e suprimindo a inflamação. Esse efeito 

imunossupressor ocorre devido à produção de citocinas anti-inflamatórias como a Interleucina 

10 (IL-10) e TGF-β (29,37).  

Em fumantes que apresentam DPOC e enfisema é observado aumento de células T 

regulatórias e maior expressão de IL-10 em plasma quando comparados aos controles (38). Por 

outro lado, Lee e colaboradores, ao estudarem amostras de parênquima pulmonar, propuseram 

que existe um decréscimo na densidade de células T regulatórias em indivíduos com 

obstrução ao fluxo aéreo, sendo este fato associado com a progressão da DPOC, o que 

corrobora que a proposta de uma diminuição da resposta regulatória nessa população (24).  

Apesar de o papel exato dos subtipos de células T nos pacientes com DPOC ainda 

configurar-se sob constante estudo, artigos recentes demonstraram que a patologia apresenta 

caráter autoimune mediado por estas células, a partir da presença de autoanticorpos e células 

T CD4+ autorreativas em plasma de pacientes. Tal evidencia pode estar relacionada ao 
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importante caráter regulatório dos subtipos de células T CD4+ na patogênese da patologia 

(39,40). 

A inflamação pulmonar em pacientes com DPOC grave é caracterizada não somente 

por aumento de linfócitos CD4+ e CD8+ (41,42), mas também por células B (40), os quais 

continuam aumentados mesmo após anos o abandono do hábito de fumar. 

 

 

Células B e T na formação dos tecidos linfoides associados aos brônquios (BALT) 

Os linfócitos quando migram para os pulmões geralmente formam estruturas 

organizadas, conhecidas como tecidos linfoides terciários, os quais são compostos por 

linfócitos B centrais e linfócitos T predominantemente periféricos (39,40). Estas estruturas se 

encontram ao redor de vias aéreas e são denominadas BALT, responsáveis por iniciar as 

respostas imunes locais e por manter a memória de resposta celular nos pulmões (25). 

Também estão presentes nestas estruturas, células dendríticas apresentadoras de 

antígenos, perpetuando desta forma o processo inflamatório. Tsoumakido e colaboradores (40) 

demonstraram um papel importante das células dendríticas na progressão da resposta inata 

para a adaptativa e piora da obstrução em pacientes DPOC. 

Já foi evidenciada a presença de células T regulatórias, representadas pelo fator de 

transcrição FOXP3, no BALT de indivíduos com DPOC, quando comparados a fumantes 

saudáveis (38), o que pode influenciar na regulação da resposta imune adaptatva durante o 

desenvolvimento de uma inflamação pulmonar local ao passo que a doença progride (36). 

Plumb e colaboradores (38) descreveram em pulmões de pacientes DPOC estruturas 

semelhantes aos BALT, no entanto sem uma compartimentalização entre as células B e T, 

denominadas “clusters” ou iBALT (BALT induzidos),. , estruturas de formação de tecido 

linfoide terciário, em estágios iniciais, não associadas às vias aéreas, mas dispersas no 

parênquima. 

A expressão de células T regulatórias nos folículos linfoides pode ocorrer para a 

tentativa de supressão da interação entre células dendríticas e células T (38,40), bem como da 

resposta proliferativa de células Th17 (44), o que, por consequência, ativará uma inibição da 

diferenciação de células T CD8+ (38,40) e da proliferação de células B (38). 

É importante ressaltar que não é observada a presença de BALT na maioria das 

amostras de pulmões de indivíduos que não apresentam doença pulmonar (45). Os tecidos 

linfoides são descritos somente em indivíduos que apresentam doença pulmonar com 
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manifestações clínicas e subclínicas e podem estar associados tanto às vias aéreas quanto ao 

parênquima, caracterizando neogênese destes tecidos nos pulmões (25). 

Inicialmente, a presença destes tecidos linfoides nos órgãos nos quais a inflamação 

está presente seria com a finalidade de erradicar o processo inflamatório.  Quando ocorre uma 

compartimentalização dos diferentes tipos celulares (linfócitos T e B) no BALT, este tecido é 

reconhecido como um órgão linfoide terciário, diferente do primário (medula e timo) e 

secundário (linfonodos). A subdivisão das células B e T no BALT ocorre por ação de 

citocinas quimiotáticas como CCL19 e CCL21, CXCL12 e CXCL13 (26,40).  

O termo neogênese linfoide se refere ao desenvolvimento de estruturas linfoides que se 

assemelham a órgãos linfoides secundários em tecidos nos quais se observa um processo 

crônico inflamatório presentes em doenças infecciosas e autoimunes (46,47) 

Desta forma, o papel destes tecidos linfoides para a fisiopatologia da DPOC ainda é 

controverso. Ao mesmo tempo em que estes tecidos apresentam importante atividade na ação 

contra agentes infecciosos e bacterianos, eles também são responsáveis por manter o processo 

inflamatório, podendo acarretar progressão da obstrução brônquica em indivíduos fumantes e 

em alguns casos uma resposta autoimune, na qual restos teciduais do pulmão serão 

reconhecidos como antígenos (48-51). 

 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JUSTIFICATIVA 



12 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Com o passar do tempo, todo fumante sofrerá algum grau de lesão tecidual, 

promovendo a liberação de restos teciduais, os quais serão reconhecidos como antígenos, 

entretanto nem todos os fumantes irão apresentar reações a estes antígenos e entre os que 

apresentarem reações, estas apresentarão intensidades diferentes, o que explica os diferentes 

graus da DPOC. 

Considerando que o epitélio respiratório atua como primeiro e principal mecanismo de 

defesa contra agentes exógenos por meio da regulação da imunidade inata e adaptativa e que a 

deficiência desta resposta de defesa está fortemente associada à progressão da DPOC, um 

entendimento mais pormenorizado da resposta inflamatória nas vias aéreas, bem como da 

formação de tecidos linfoides associados aos brônquios poderá fornecer novas perspectivas 

sobre a patogênese desta doença e um melhor entendimento das diferenças entre indivíduos 

que fumam e se tornam obstrutivos e os que fumam e não apresentam depleção significativa 

da função pulmonar. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivos gerais 

Assim, torna-se importante um estudo no qual façamos uma caracterização detalhada 

de tecidos de pacientes fumantes obstrutivos e não obstrutivos, através das observações dos 

tipos celulares e das interleucinas envolvidas no processo de mudança da imunidade inata para 

a adaptativa, bem como a presença de BALT e iBALT e a caracterização destas estruturas nos 

pulmões. Estas observações serão importantes para um melhor entendimento das diferenças 

dos mecanismos fisiopatológicos que contribuem para a progressão ou não da obstrução 

brônquica nestes indivíduos.  

  

Objetivos específicos 

- Analisar a diferença de resposta inflamatória em vias aéreas pequenas e grandes de 

indivíduos fumantes que desenvolvem DPOC em comparação aos indivíduos fumantes que 

não desenvolvem obstrução ao fluxo aéreo. 

- Avaliar o comportamento da resposta imune na regulação do processo inflamatório 

em fumantes 

- Verificar se existem diferenças quanto ao número de BALT e i BALT entre 

indivíduos fumantes obstrutivos comparados aos fumantes não obstrutivos e aos não 

fumantes; 

- Verificar as possíveis diferenças entre os tipos celulares nos fumantes não-

obstrutivos e fumantes com DPOC como linfócitos T CD4+ e CD8+, células T regulatórias e 

células B; 

- Avaliar a expressão de interleucinas como IL10, IL17, TGF-β, CCL19 e BAFF em 

vias aéreas, BALT e iBALT.  

 

 

 

 

 

 



15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÉTODOS 



16 

 

 

4. MÉTODOS 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (CAPPesq 

– HCFMUSP), sob o protocolo número 195.416/2013 (anexo 1). Todos os indivíduos 

incluídos neste estudo assinaram um termo de consentimento livre esclarecido. 

 

4.1. Casuística 

 

Foram estudados 60 indivíduos submetidos à ressecção pulmonar por tumor 

metastático ou primário no período de 2001 a 2007. Dados demográficos, história médica, 

hábito tabágico, medicações e prova de função pulmonar pré e pós broncodilatador (BD) 

foram obtidos a partir da análise de prontuários. 

Os sujeitos do estudo foram divididos em três grupos, de acordo com o hábito tabágico 

e prova de função pulmonar: 

Grupo Controle (n=21): indivíduos não tabagistas, sem doença pulmonar prévia e 

prova de função pulmonar normal (VEF1/CVF > 70% e VEF1> 80%). 

Grupo Fumantes Não Obstrutivos (FNO) (n=22): indivíduos tabagistas ou ex-

tabagistas, estes com cessação de fumo > 1 mês, sem doença pulmonar prévia e prova de 

função pulmonar normal (VEF1/CVF > 70% e VEF1> 80%). 

Grupo Fumantes Obstrutivos (DPOC) (n=17): indivíduos tabagistas ou ex-tabagistas, 

estes com histórico de cessação de fumo > 1 mês, com prova de função pulmonar positiva 

para a obstrução de fluxo aéreo (VEF1/CVF < 70%). Quatorze pacientes deste grupo (cinco 

em estágio GOLD I - DPOC leve (1); oito em estágio GOLD II - DPOC moderado; e um em 

estágio GOLD III - DPOC severo) apresentaram prova de função pulmonar com valores pós 

BD. A reversibilidade dos valores pós BD foi menor a 12% em relação à prova pré BD em 

todos os indivíduos. 

Em relação ao diagnóstico inicial, foi observado que 47,5% dos pacientes submetidos 

à cirurgia de ressecção pulmonar apresentavam tumor metastático de pulmão e 52,5% 

realizaram o procedimento por tumor primário de pulmão (tabela 1). Dentre os tumores 

metastáticos, foram encontrados diagnósticos primários de neoplasia de mama (n=4), 

adenocarcinoma de cólon (n=4), neoplasia de próstata (n=2), carcinoma espinocelular de 

língua (n=2), melanoma (n=2), osteosarcoma (n=2), neoplasia de útero (n=1), leucemia 
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linfoide crônica (n=1), fibrohistocistoma (n=1). 1 paciente do grupo controle apresentou dados 

inconclusivos em seu prontuário que não permitiram esta análise. 

Tabela 1. Diagnóstico Inicial 

 Controle (n=20) FNO (n=22) DPOC (n=17) 

Tumor 

Primário 
13 12 15 

Tumor 

Metastático 
7 10 2 

 

Pacientes com diagnóstico clínico de asma, bronquiectasia, doença pulmonar 

infecciosa, deficiência de α1-antitripsina e doença pulmonar intersticial não foram incluídos na 

pesquisa. 

 

 

4.2. Histologia 

 

 

Coleta e Processamento do Tecido Pulmonar 

Neste estudo foi utilizado material de tecido pulmonar em blocos de parafina fornecido 

pelo departamento de patologia da FMUSP, analisado a partir da extração de dois a quatro 

fragmentos de tecido pulmonar periférico, localizados longe do tumor ao qual o indivíduo foi 

submetido à ressecção cirúrgica. Os fragmentos foram fixados em formaldeído tamponado a 

10% e divididos em blocos de parafina. Cortes de 4µm de tecido pulmonar foram cortados 

com hematoxilina e eosina (H&E) para análise histológica inicial.  

 

Imunohistoquímica 

Para a reação de imunohistoquímica, os cortes foram desparafinados, hidratados e 

submetidos a uma solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% por 40 minutos para inibir 

a ação da peroxidase endógena. Logo depois realizou-se a incubação overnight com o 

anticorpo primário. Objetivou-se utilizar como anticorpo secundário o complexo 

estreptoavidina-biotina (LSAB; DAKO, Glostrup, Dinamarca). Os cortes foram corados 
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através da utilização do cromógeno diaminobenzidina por 10 minutos e contra corados com 

Hematoxilina de Mayer por aproximadamente 1 minuto. 

Os controles negativos foram realizados com a substituição do anticorpo primário por 

um anticorpo controle do mesmo isotipo e com a substituição do anticorpo primário por uma 

solução salina tamponada com fosfato (Phospatebuffered saline). 

A relação dos anticorpos primários e secundários utilizados e sua subsequente diluição 

estão expressos na tabela 2. 

 

Tabela 2. Imunohistoquímica – anticorpos primários e secundários 

 Primary Antibodies Diluition Secondary Antibodies 

CD4 
IS628, Clone 123C3 

Dako, Glostrup, DIN 
1:300 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

CD8 
Clone IF6  

Novocastra, Newcastle, ING 
1:400 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

CD20 
M0639 

Dako, Glostrup, DIN 
1:20000 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

FOXP3 
Ab10563 

Abcam, Cambridge, ING 
1:200 

MACH 4 AP-Polymer 

Biocare Medical 

California, EUA 

IL10 
Clone 90220, MAB874 

R&D Systems, Boston, EUA 
1:50 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

TGF-β 
455G AHP 

R&D Systems, Boston, EUA 
1:1500 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

IL17 
Clone 35409, MAB388 

R&D Systems, Boston, EUA 
1:300 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

CCL19 
Clone 54909, MAB361 

R&D Systems, Boston, EUA 
1:7500 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 

BAFF 
AF 124 

R&D Systems , Boston, EUA 
1:3000 

Novolink Polymer DS 

Novocastra 

Newcastle, ING 
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A imunohistoquímica para quantificação dos linfócitos T CD4+ ao redor das vias 

aéreas fez-se utilizando o anticorpo monoclonal CD56 (IS628, Clone 123C3, Dako, Glostrup, 

Dinamarca), para marcação em humanos, diluição 1:400. Para marcação de linfócitos T 

CD8+, utilizou-se o anticorpo monoclonal CD56 (IS628, Dako, Glostrup, Dinamarca), para 

marcação em humanos, diluição 1:400 (figura 1). 

Para marcação de células T regulatórias utilizou-se o anticorpo policlonal, para 

marcação em humanos, FOXP3 (AF3240, R&D Systems, Boston, EUA), diluição 

padronizada em 1:200 (figuras 1 e 2). 

As marcações para IL-10 e TGF-β realizaram-se com a utilização dos anticorpos IL-10 

R (Clone 90220, MAB 874, R&D Systems, Boston EUA), diluição 1:1000 e TGF-β (Clone 

35409, MAB 388, R&D systems, Boston, EUA), diluição 1:1500; ambos para marcação em 

humanos (figura 1). 

A marcação de células positivas para IL-17 fez-se através da utilização do anticorpo 

produzido em coelho, policlonal, para marcação em humanos IL-17 (AHP 455G), diluição 

titulada em 1:1000 (R&D Systems, Boston, EUA) (figura 1). 

As células B foram marcadas com o anticorpo monoclonal CD20 (M0639, Dako, 

Glostrup, Dinamarca), diluição 1:20000 (figura 1). 

A marcação para CCL19 fez-se através da utilização do anticorpo CCL19/MIP3 

βMAB (Clone 54909, MAB361, R&D Systems, Boston, EUA), para marcação em humanos, 

diluição 1:7500 (figura 1). 

A marcação para BAFF deu-se com o anticorpo policlonal BAFF/BLyS/TNF13B (AF 

124, R&D Systems, Boston, EUA), diluição 1:3000 (figura 1). 
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Figura 1. Imagens representativas da análise imunohistoquímica das células e citocinas inflamatórias 

nas vias aéreas de pacientes com DPOC. a) Detecção (marcação marrom) de células TCD4+. b) 

Células TCD8+ c) Expressão de IL-17 d) Células T regulatórias FOXP3+ e) Expressão de IL-10 e f) 

Expressão de TGF-β. Escala = 100μm. 

 

 

Figure 4: Imagens representativas da análise imunohistoquímica de células T regulatórias 

FOXP3em tecido linfoide associado ao brônquio (BALT). Indivíduo fumante sem obstrução 

(a) comparado ao paciente com DPOC (b). Scale Bar = 200μm. 

 

 

4.3. Análise Morfométrica 

 

 

Após corados em reação de imunohistoquímica as lâminas com os cortes de tecido 

pulmonar foram então scaneadas utilizando Scanner Digital para lâminas histológicas de alta 

resolução automatizado para amostras histológicas para campo claro (Pannoramic Scan, 3D 

Histech, Budapeste, Hungria). Para a análise digital das mesmas, com posterior seleção da 
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área a ser estudada, foi utilizado o software Panoramic Viewer 1.5 (3D Histech, Budapeste, 

Hungria) com o aumento de 200X para análise de todo o tecido e 400X para o corte de vias 

aéreas e tecidos linfoides selecionados. 

Foram selecionadas as vias aéreas em cada caso seguindo a classificação de acordo 

com o perímetro da membrana basal. As vias aéreas com perímetro menor que 6 milímetros 

(mm) foram classificadas como vias aéreas pequenas; as de perímetro maior que 6mm foram 

consideradas vias aéreas grandes (52). Para cada caso escolheram-se duas vias aéreas grandes e 

três vias aéreas pequenas para análise de células positivas por área de via aérea. 

Seguindo o mesmo protocolo, foram selecionados os BALT para cada caso e, em 

seguida, quantificadas as áreas totais. Tal processo procedeu-se em um aumento de 400X. A 

avaliação fez-se em toda a circunferência do BALT. 

As análises morfométricas efetivaram-se com a utilização de um analisador de 

imagens e o software Image-Pro Plus versão 4.5 para Windows (Media Cybernetics-Silver 

Spring MD, EUA). Neste programa, foram contabilizadas as células em cada via aérea e 

BALT escolhidos e, a posteriori, realizado o cálculo da densidade de células por área de 

tecido, resultado este expresso na unidade células/µm2. 

 

 

4.4. Análise Estatística 

 

 

As análises estatísticas realizaram-se através de dados não normais, com a utilização 

do teste One-Way ANOVA para dados não paramétricos, sendo considerado estatisticamente 

significativo um valor de p < 0,05. Quando encontradas diferenças estatísticas, foram 

utilizados os testes de Dunn ou Kruskal–Wallis de acordo com o software SigmaStat® 11.0 

(Jandel Scientific, SanRafael, CA). Dados foram apresentados em mediana ± desvio padrão 

(DP).  

Para todos os dados, variáveis estudadas e características demográficas dos sujeitos do 

estudo, foram realizadas correlações, utilizando-se dos testes de Pearson, para dados 

considerados normais, e dos testes de Spearmann, para os considerados não normais. Um 

valor de p < 0,05 foi considerado com estatisticamente significativo. 

 

http://www.sigmaplot.com/products/sigmaplot/sigmastat.php
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5. RESULTADOS 

Os sujeitos do estudo foram divididos em três grupos, de acordo com o hábito tabágico 

e prova de função pulmonar, a saber: 

Grupo Controle (n=21): indivíduos não tabagistas, sem doença pulmonar prévia e 

prova de função pulmonar normal (VEF1/CVF > 70% e VEF1> 80%). 

Grupo Fumantes Não Obstrutivos (FNO) (n=22): indivíduos tabagistas ou ex-

tabagistas, estes com cessação de fumo > 1 mês, sem doença pulmonar prévia e prova de 

função pulmonar normal (VEF1/CVF > 70% e VEF1> 80%). 

Grupo Fumantes Obstrutivos (DPOC) (n=17): indivíduos tabagistas ou ex-tabagistas, 

estes com histórico de cessação de fumo > 1 mês, com prova de função pulmonar positiva 

para a obstrução de fluxo aéreo (VEF1/CVF < 70%). Quatorze pacientes deste grupo (cinco 

em estágio GOLD I - DPOC leve (1); oito em estágio GOLD II - DPOC moderado; e um em 

estágio GOLD III - DPOC severo) apresentaram prova de função pulmonar com valores pós 

broncodilatador (BD). A reversibilidade dos valores pós BD foi menor a 12% em relação à 

prova pré BD em todos os indivíduos. 

Não foi observada diferença estatística no que tange a idade e a carga tabágica entre os 

indivíduos dos grupos FNO e DPOC (tabela 3). 

Tabela 3. Sujeitos do Estudo 

  Controle FNO DPOC 

N 21 22 17 

Idade (Anos) 52 ± 14* 61 ± 7 67 ± 10 

Gênero Masculino/Feminino 10/11 13/9 11/6 

Não Fumantes/Ex-Fumantes/ 

Fumnates 

21/0/0    0/14/8    0/8/9 

Carga Tabágica (Maços/ano) 0 60,4 ± 39 75,5 ± 34,1 

VEF
1
 % pred 108,2 ± 17 97,3 ± 12,3 65,1 ± 15,4** 

VEF
1
 / CVF %  83,3 ± 8 76,3 ± 8,7 59,5 ± 9,6** 

VEF
1
% pred (Pós-BD) 108,6 ± 14,3   102,6 ± 14,9 71,7 ± 15,7** 

VEF
1
 / CVF % (Pós-BD) 83,2 ± 4,5 75,8 ± 5,8 

58,8 ± 7,6
++

 

Dados apresentados em media ± DP. %pred: %predito; BD: broncodilatador; *p<0,005, diferença 

estatística entre grupo controle e demais grupos; **p<0,001, diferença estatística entre fumantes com 

obstrução comparados aos demais grupos; ++p<0,05, diferença estatística entre fumantes com 

obstrução comparados aos demais grupos. 
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5.1.  Células TCD4+ 

 

Observamos um aumento da densidade de células TCD4+ nos indivíduos fumantes 

tanto em vias aéreas pequenas quanto em vias aéreas grandes. Entretanto, enquanto em vias 

aéreas pequenas todos os tabagistas apresentaram aumento (p < 0,05), em vias aéreas grandes 

somente os indivíduos DPOC apresentaram esta resposta (p < 0,001). As análises referentes 

aos BALTs e iBALTs também demonstraram aumento destas células nos indivíduos 

fumantes não obstruídos (p = 0,041) e nos obstruídos (p < 0,001), sendo que houve um 

aumento ainda maior no grupo DPOC comparado ao FNO (p < 0,001) (figura 3). 

 

Figura 3. a) Densidade de células TCD4+ em vias aéreas e tecidos linfoides associados aos brônquios 

(BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: *quando comparados ao grupo 

controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.2.  Células TCD8+ 

 

Já as análises da densidade de células TCD8+ demonstraram aumento estatisticamente 

significante nos grupos FNO e DPOC em vias aéreas pequenas, sendo que nestes 

compartimentos os indivíduos DPOC tiveram valores mais altos comparados aos FNO (p < 

0,05).  Em relação às vias aéreas grandes, BALTS e iBALTS somente os grupos DPOC 

apresentaram aumento estatisticamente significante comparado aos outros grupos (p < 0,05) 

(figura 4). 

 

Figura 4. a) Densidade de células TCD8+ em vias aéreas e tecidos linfoides associados aos brônquios 

(BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: *quando comparados ao grupo 

controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.3.  Células BCD20 

 

Quando realizadas as análises da densidade de células B nos diferentes 

compartimentos estudados, observou-se um aumento significativo no grupo DPOC, quando 

comparado aos grupos FNO (p = 0,002) e controle (p < 0,001) em vias aéreas pequenas, bem 

como nos tecidos linfoides associados aos brônquios quando comparado ao grupo controle (p 

< 0,05). Já nas vias aéreas grandes, este aumento se mostrou significativo apenas quando 

comparados os indivíduos fumantes (DPOC – p = 0,017; FNO – p = 0,025) aos não fumantes, 

não havendo diferença entre fumantes obstrutivos e não-obstrutivos. Não houve diferença 

estatística quando analisados os iBALT (p = 0,249) (figura 5). 

 

Figura 5. a) Densidade de células BCD20 em vias aéreas e tecidos linfoides associados aos brônquios 

(BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: *quando comparados ao grupo 

controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.4.  Células T Regulatórias (FOXp3+) 

 

Quando realizada a análise referente às células T regulatórias, observou-se uma 

diminuição destas em vias aéreas pequenas dos indivíduos fumantes obstrutivos quando 

comparado aos demais grupos (p < 0,05). Em contrapartida, nos tecidos linfoides houve uma 

padronização inversamente proporcional: foi observado um aumento de Treg no grupo DPOC 

comparado aos demais grupos nos BALTs (p < 0,05). Nos iBALTS, este aumento foi 

observado no grupo FNO, quando comparado aos grupos DPOC e controle (p < 0,05) (figura 

6). 

 

Figura 6. a) Densidade de células T regulatórias em vias aéreas e tecidos linfoides associados aos 

brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: *quando 

comparados aos demais grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

** 

** 
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5.5.  Interleucina-10 

 

Avaliada a densidade de IL-10 nos três grupos estudados, foi observado padrão 

semelhante ao visto anteriormente em células T regulatórias, no que diz respeito às vias aéreas 

pequenas: uma diminuição no grupo DPOC quando comparado aos demais grupos (p < 0,05). 

Entretanto, também foi detectada redução de densidade de IL-10 em vias aéreas grandes no 

mesmo grupo, em comparação aos fumantes não obstrutivos e não fumantes (p < 0,05). Não 

houve diferença estatisticamente significante nessa análise em relação aos tecidos linfoides 

associados (p = 0,694) ou não (p = 0,555) aos brônquios (figura 7). 

 

Figura 7. a) Densidade de células com expressão de IL-10 em vias aéreas e tecidos linfoides 

associados aos brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: 

*quando comparados ao grupo controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.6.  Fator de Transcrição – TGF-β 

 

A análise do fator de transcrição TGF-β seguiu padrão equivalente ao observado na 

densidade de células T regulatórias em vias aéreas. Tanto em vias aéreas pequenas (p < 0,05) 

como nas de maior calibre (p < 0,001), foi observada uma redução na expressão deste fator 

nos indivíduos do grupo DPOC quando comparados aos demais grupos. Não foi observada 

expressão de TGF-β em BALT e iBALT (figura 8).  

 

Figura 8. a) Densidade de células com expressão de TGF-β em vias aéreas e tecidos linfoides 

associados aos brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: 

*quando comparados ao grupo controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.7.  Interleucina-17 

 

Avaliada a densidade de IL-17 em vias aéreas e tecidos linfoides dos sujeitos do 

estudo, pode-se observar um aumento desta concentração em vias aéreas pequenas, quando 

comprado o fator fumo entre os três grupos (p < 0,05); os indivíduos fumantes apresentaram 

maior densidade de IL-17 que os não fumantes. Em contrapartida, em vias aéreas grandes a 

diferença foi observada apenas em relação ao fator obstrução; os valores encontrados em 

indivíduos do grupo DPOC se sobrepuseram aos dos grupos controle e FNO (p < 0,05). 

Quando comparada a densidade nos iBALT, tanto os indivíduos obstrutivos, como os não 

obstrutivos apresentaram aumento em relação ao grupo controle (p < 0,001), com um aumento 

ainda maior para os indivíduos com DPOC (p = 0,023). Não houve diferença estatística 

quando comparados os valores relacionados aos BALT (p = 0,096) (figura 9).  

 

Figura 9. a) Densidade de células com expressão de IL-17 em vias aéreas e tecidos linfoides 

associados aos brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: 

*quando comparados ao grupo controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.8.  Citocina – CCL19 

 

Após a análise da expressão da citocina CCL19 nos tecidos pulmonares estudados, foi 

observado um pequeno aumento nestes valores nos indivíduos do grupo DPOC quando 

realizada a comparação com os demais grupos, mas sem diferença estatística entre as 

marcações realizadas nas vias aéreas pequenas nos grupos estudados (p = 0,998) e nas vias 

aéreas grandes (p = 0,061). Porém quando comparadas as marcações no tecido linfoide, 

observou-se um aumento dessa expressão nos indivíduos fumantes comparados aos não 

fumantes (p = 0,008), com aumento ainda maior nos que desenvolveram a obstrução ao fluxo 

aéreo (p < 0,001). Nos iBALT, foi encontrado aumento significativo nos indivíduos dos 

grupos FNO (p = 0,008) e DPOC (p < 0,001), quando comparados ambos ao grupo controle 

(figura 10). 

 

Figura 10. a) Densidade de células com expressão de CCL19 em vias aéreas e tecidos linfoides 

associados aos brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: 

*quando comparados ao grupo controle.  
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5.9.  Fator de Transcrição – BAFF 

 

A análise dos dados do fator de transcrição BAFF mostrou um padrão semelhante 

tanto em vias aéreas pequenas como nos BALT: houve um aumento significativo quando 

comparado o grupo DPOC aos grupos FNO e controle (p < 0,05). Não foi observada diferença 

estatística para os iBALT (p = 0,108) (figura 11). 

 

Figura 11. a) Densidade de células com expressão de BAFF em vias aéreas e tecidos linfoides 

associados aos brônquios (BALT). Foi observada diferença estatística entre os grupos estudados: 

*quando comparados ao grupo controle, **quando comparados ao grupo FNO.  
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5.10. Correlação entre a carga tabágica e a densidade de marcadores inflamatórios em 

vias aéreas pequenas e vias aéreas grandes 

 

Não houve correlação dos dados em relação à variável carga tabágica para a maioria 

das comparações realizadas via análise estatística, apenas uma pequena correlação negativa 

para os dados tabulados de CD8+ em vias aéreas pequenas e para IL-10 em vias aéreas 

grandes (tabela 4). 

Tabela 4. Correlação entre a carga tabágica e a densidade demarcadores inflamatório in vias 

aéreas pequenas (VAP) e vias aéreas grandes (VAG) 

 VAP VAG 

CD4 
R= 0,0436 

P= 0,813 

R= 0,580 

P= -0,105 

CD8 R= -0,384* 

P= 0,0398 

R= -0,188 

P= 0,335 

CD20 
R=-0,428 

P=0,157 

R=0 

P=0,991 

FOXP3 
R= -0,0515 

P= 0,819 

R= 0,0316 

P= 0,876 

IL10 
R= -0,171 

P= 0,372 

R= -0,398* 

P= 0,0400 

TGF-β 
R= -0,17 

P= 0,365 
R= -0,256 

P= 0,365 

IL17 
R= 0,227 

P= 0,246 

R= 0,300 

P= 0,134 

CCL19 
R=0,541 

P=0,0663 

R=-0,0351 

P=0,904 

BAFF 
R=-0,0868 

P=0,776 

R=-0,333 

P=0,296 
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6. DISCUSSÃO 

 

Nossos resultados demonstraram haver uma diferença entre os diferentes 

compartimentos estudados: vias aéreas grandes, vias aéreas pequenas, BALTs e iBALT, no 

que se refere à quantificação das células inflamatórias e à expressão das citocinas estudadas 

até o momento. Na população estudada, verificamos que a progressão da obstrução em 

indivíduos fumantes estava associada a uma diminuição na regulação do processo 

inflamatório em vias aéreas pequenas, caracterizada por uma diminuição na expressão de 

TGF-β, que, por consequência, pode levar a uma redução na densidade de Treg e expressão de 

IL-10. 

Considerando-se a distribuição da densidade de células T CD4+ e CD8+, foi 

observado o mesmo padrão tanto em pequenas como em grandes vias aéreas nos indivíduos 

fumantes. Embora os fumantes obstrutivos e não-obstrutivos apresentaram aumento destas 

células em relação ao grupo controle, os pacientes com DPOC apresentaram valores mais 

elevados para os linfócitos CD8+ em comparação com o grupo FNO nas pequenas vias aéreas. 

Considerando as vias aéreas de maior calibre, foi observado um aumento em células T CD8+ 

apenas em fumantes obstrutivos. 

Já se encontra bem estabelecida pela literatura a relação do sistema imune inato na 

iniciação e progressão da DPOC em seus estágios iniciais. Hogg e colaboradores (26) 

demonstraram em pacientes com diferentes graus de DPOC submetidos à ressecção pulmonar 

que a progressão da DPOC está fortemente associada ao aumento do processo inflamatório, 

caracterizado pelo espessamento da musculatura lisa, aumento da produção de muco e da 

migração de linfócitos CD4+ e CD8+ nas pequenas vias aéreas destes pacientes. Além disso, 

estes autores atribuem a esta resposta inflamatória persistente, a transição da imunidade inata 

para a adaptativa, com uma associação positiva entre o aumento de células T, porcentagem de 

células contendo tecidos linfoides associados aos brônquios e a progressão da doença. 

O perfil inflamatório em pacientes com DPOC não é exclusividade do tecido 

pulmonar, sendo também inclusos a circulação sistêmica e linfonodos regionais (18,20,53). 

Linfócitos organizados em folículos próximos ao epitélio facilitam a apresentação de 

antígenos, corroborando com a caracterização de um processo inflamatório persistente (26).  

Desta forma, o aumento de células CD8+ e, por consequência, uma diminuição na 

razão CD4/CD8, são esperados em diversos compartimentos pulmonares, sendo considerados 

bons marcadores de diferenciação entre indivíduos que fumam e desenvolvem a obstrução ao 
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fluxo aéreo, dos que fumam e apresentam função pulmonar dentro dos padrões de 

normalidade (54). Battaglia e colaboradores (55), ao estudar o perfil inflamatório de fumantes, 

mostraram valores mais elevados de linfócitos CD8+, neutrófilos, macrófagos e mastócitos 

apenas em pequenas vias aéreas, enquanto em vias aéreas grandes, houve um aumento apenas 

para linfócitos CD4+. 

Saetta e colaboradores (56), ao realizarem comparação entre fumantes obstrutivos e não 

obstrutivos com idade similar e sem diferenças estatísticas entre a carga tabágica assim como 

na casuística de nossa pesquisa, apresentaram evidências de remodelamento no grupo DPOC 

associadas ao perfil inflamatório das pequenas vias aéreas destes pacientes. Observou-se não 

só um aumento de linfócitos T CD8+, como também houve correlação positiva à medida que 

havia piora da limitação ao fluxo aéreo entre esses dois fatores. Paralelamente, 

O’Shaughnessy (19) e colaboradores também demonstraram aumento deste mesmo tipo celular 

em biópsia pulmonar por broncoscopia ao compararem fumantes obstrutivos e não 

obstrutivos. 

É importante destacar que em nosso estudo não houve correlação entre a carga 

tabágica e o aumento da densidade de células T CD4+ e que houve uma fraca correlação 

negativa entre o mesmo fator e a densidade de linfócitos T CD8+. 

A obstrução das pequenas vias aéreas, e seu processo de remodelamento associado à 

reparação tecidual e mau funcionamento do sistema mucociliar, gera um acúmulo de exsudato 

no lúmen das vias aéreas. A colonização e infecção das vias aéreas periféricas associadas à 

resposta imune adaptativa também contribuem para um aumento no número de linfócitos, que 

se organizam em tecidos linfoides associados aos brônquios (26). Tais achados corroboram 

com o nosso estudo, visto que houve um aumento no numero de linfócitos T CD8+ e CD4+ 

em BALT e iBALT de indivíduos portadores de DPOC em comparação aos indivíduos 

fumantes sem obstrução e não fumantes, com predominância destes aumentos em pequenas 

vias aéreas. 

Como já descrito nas páginas introdutórias desta dissertação, células T CD4+ podem 

diferenciar-se em Th17 ou células T reguladoras, a partir da presença de TGF-β (35). Em nosso 

estudo, uma redução na densidade de TGF- β foi observada em pequenas vias aéreas, fato 

correlacionado à obstrução nos fumantes.  

O papel desta citocina na progressão da inflamação permanece como um fator de 

controvérsia na literatura, tanto nos modelos experimentais de enfisema com em humanos. 

Embora a maioria dos estudos relatem um aumento da expressão de TGF-β no epitélio das 
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vias aéreas de pacientes com DPOC, provocando o desenvolvimento da doença das pequenas 

vias aéreas (57,58), a diminuição da expressão de TGF-β1 também foi descrita em macrófagos 

alveolares de pacientes com DPOC, em comparação com fumantes não-obstrutivos e não-

fumantes (59), e nas células epiteliais de indivíduos DPOC (GOLD II), quando comparados aos 

controles (60).  

Além disso, esta citocina foi descrita em alguns estudos como um dos fatores 

indiretos, em conjunto com a secreção de IL-10, responsáveis pela supressão da inflamação 

por células T reguladoras em doenças auto-imunes e crônicas (61,62). 

A maioria dos estudos que descrevem a densidade Treg em fumantes saudáveis ou 

portadores de DPOC o fizeram em plasma ou lavado broncoalveolar (BAL), demonstrando 

um aumento de tais células em pacientes com DPOC em comparação com os não fumantes 

(25,34,63-66), sugerindo que a expressão de FOXP3 é responsável pela supressão de proliferação 

de células Th17. Evidências recentes concordam que as células Treg FOXP3 + também 

podem suprimir a proliferação de células B, macrófagos e células dendríticas, que conduz a 

uma atividade reguladora da inflamação (35). 

Em nosso estudo, entretanto, foi avaliada a densidade de células T regulatórias por 

área de tecido pulmonar e observou-se uma redução na densidade destas células em vias 

aéreas pequenas dos indivíduos do grupo DPOC quando comparados aos grupos FNO e 

controle. 

Corroborando com os achados encontrados em nosso estudo, Chu e colaboradores (36) 

realizaram uma pesquisa em parênquima pulmonar humano e compararam valores de 

expressão de  FOXp3 entre indivíduos fumantes com DPOC, fumantes não obstrutivos e não 

fumantes. Foi encontrada uma redução significativa para o fator obstrução, porém quando foi 

relacionada ao fumo, a densidade apresentou apenas discreta redução. Tal fato demonstra a 

participação do fator FOXp3 na resposta imune adaptativa durante o desenvolvimento da 

inflamação local nos pulmões. 

Quando comparados os subconjuntos de células T reguladoras em amostras de sangue 

de DPOC e fumadores saudáveis, um aumento de células pró-inflamatórias foi observado a 

medida que a doença persistiu, sugerindo que o desequilíbrio do perfil inflamatório 

desempenha um papel importante na progressão da DPOC (66,67).  

A resposta imune celular mediada pelas células T regulatórias na patogênese da 

DPOC, portanto, induz a uma inflamação pulmonar local e não sistêmica, de caráter 

diferenciado entre parênquima pulmonar, tecido linfoide e vias aéreas.  
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Em consonância ao nosso estudo, Isajevs e colaboradores (65) também observaram 

comportamento distinto nos diferentes compartimentos de tecido pulmonar e atribuíram a este 

evento o fato de haver diferença entre epítopos nos dois compartimentos estudados. A 

exposição crônica a fumaça de cigarro induz a secreção de enzimas proteolíticas a partir de 

células do sistema imune inato, o que levará a liberação de fragmentos de elastina em vias 

aéreas e alvéolos, que em indivíduos imunossuceptíveis, pode desencadear uma resposta 

imune mediada por células T e B (24,39). 

Lee e colaboradores (24) foram uns dos primeiros autores que propuseram que uma 

redução nos valores de células T regulatórias estava associada a progressão da DPOC. Foram 

contabilizadas células dispersas ao longo do tecido pulmonar de pacientes enfisematosos, 

comprados a indivíduos controles saudáveis. Neste estudo, também foi observada uma 

redução de expressão nos níveis de RNAm para FOXp3, bem como menor expressão de IL-

10, reforçando a teoria de uma menor resposta regulatória em pacientes portadores de DPOC. 

Em nosso estudo, observamos uma redução de IL-10 em vias aéreas pequenas e nas 

vias aéreas grandes dos indivíduos fumantes obstrutivos, quando comparados aos demais 

grupos. Considerando que a IL-10 é uma interleucina de caráter anti-inflamatório e é 

predominantemente produzida pelas Tregs (25), acreditamos que nesta população que 

estudamos, as Tregs apresentam um papel no controle da resposta imune adaptativa através da 

produção de IL-10.  

Na literatura, alguns estudos já sugerem o papel importante das Tregs via mediação 

por IL-10 no controle desta resposta imunológica em pacientes DPOC. Entretanto, são poucos 

os estudos que correlacionam o papel das células Treg e da produção de IL-10 por estas 

células na regulação da resposta imune adaptativa. Acredita-se que as células Tregs são 

importantes para a regulação da resposta inflamatória na tentativa de suprimir a resposta a 

autoantígenos e sua ausência em outros compartimentos pulmonares não permite que esse 

mecanismo tenha sua função completa, corroborando com a inflamação persistente e 

contribuindo para a perpetuação da doença (25). 

Diferentemente da resposta encontrada nas vias aéreas, nos BALTs e iBALTs, 

observamos um aumento de células Treg e diminuição de IL-10. Possivelmente, isto se deve 

ao fato de haver aumento da produção de TGF-β e BAFF nesses folículos linfoides, o que 

direcionaria a diferenciação de linfócitos T CD4+ para células Treg, não permitindo a 

produção e secreção de IL-10, perpetuando uma resposta imune deficitária próxima as vias 

aéreas, causando a lesão tecidual característica dos pacientes com DPOC. 
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Concomitante a estes resultados, observou-se um aumento significativo da densidade 

de células positivas para IL-17 em pequenas e grandes vias aéreas. No entanto, enquanto em 

pequenas vias aéreas houve uma diferença entre fumantes e não fumantes, a análise de 

grandes vias aéreas mostrou diferenças em indivíduos obstrutivos comparação com o grupo 

não-obstrutivo. 

Há evidências da existência de subtipos de células T CD4 + com potente ação pró-

inflamatória, denominados células Th17, com capacidade de produção de IL-17A e IL-17F 

(49,68). Até o momento, não encontramos estudos que comprovem a presença ou ausência de 

IL-17 no tecido pulmonar de pacientes com DPOC. 

Corroborando com os nossos achados em tecido, Imai e colaboradores (49) 

demonstraram em amostra de plasma de pacientes DPOC, aumento da resposta Th17, bem 

como de resposta Th1, células T CD4+ e T regulatórias, em comparação a indivíduos 

fumantes não obstrutivos e não fumantes, apresentando correlação direta com o aumento dos 

níveis de depleção pulmonar, sendo considerado um importante marcador para a predição da 

presença e severidade da limitação ao fluxo aéreo.  

Em modelo animal, por sua vez, Wang e colaboradores (69) realizaram um estudo com 

camundongos submetidos à exposição crônica à fumaça de cigarro com medidas de citometria 

de fluxo para tecido pulmonar e encontraram um padrão semelhante ao nosso estudo, com 

aumento de resposta Th17, associada à redução de células T regulatórias (FOXp3+), RNAm 

para FOXp3 e IL10, sugerindo um desequilíbrio na relação Th17/Treg, contribuindo à 

neogênese do enfisema.  

Quando realizamos a análise em BALT e iBALT para os mesmos mediadores 

inflamatórios e células, detectamos diferenças entre estes diferentes compartimentos. 

A análise do BALT e iBALT revelou uma resposta oposta em comparação às vias 

aéreas para a densidade Treg. Em BALT, observamos um aumento na densidade de Treg em 

fumantes com DPOC e em iBALT, houve um aumento destas células apenas em fumantes 

não-obstrutivos, enquanto que para a análise da expressão IL-10, não houve diferenças entre 

os grupos. 

Plumb e colaboradores (38), ao estudarem a resposta imune regulatória em folículos 

linfoides de pacientes com DPOC, observaram um aumento na proporção de Treg nesses 

compartimentos em relação a indivíduos fumantes não obstrutivos e não fumantes, não 

havendo diferença estatística quando comparada a densidade desse tipo celular em iBALT. 

Dados semelhantes foram encontrados em nosso estudo.  
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Estudos sugerem que o aumento de células T regulatórias nos folículos linfoides 

ocorre como uma tentativa de supressão da interação entre células dendríticas e células T o 

que acarretará proliferação de células T CD8+ (38,40), e para a supressão da ativação de células 

B correlacionada com aumento da progressão da doença (38). 

Este mesmo padrão é observado em outras patologias. Quando estudados pacientes 

com diagnóstico de artrite reumatoide e doenças inflamatórias de intestino, há maior presença 

de células T regulatórias em folículos linfoides destes pacientes quando comparados a 

indivíduos dos grupos controle (70,71). Seguindo a mesma linha de raciocínio, já foi constatado 

aumento de células com ativação para FOXp3 em tecidos linfoides associados a mucosa 

intestinal em pacientes com HIV/AIDS, atenuando a hiperativação da doença e suprimindo a 

resposta imune aos agentes patógenos (72,73). 

A colonização e infecção das vias aéreas periféricas associadas com a resposta 

imunitária adaptativa também contribuir para o aumento do número de linfócitos, que são 

organizadas em BALT (26). Esses achados corroboram com nosso estudo, uma vez que houve 

um aumento no número de CD8 + e CD4 + no BALT e iBALT de indivíduos com DPOC em 

comparação com fumantes não-obstrutivos e não fumantes. 

Não foi feita nenhuma distinção relativa à quantificação de BALT associada com a 

gravidade da doença, mas existe uma maior quantidade de BALT e iBALT no grupo de 

DPOC em comparação com os demais grupos. 

Como em outros estudos descritos na literatura (51), as amostras de tecido utilizadas em 

nosso estudo foram retiradas das regiões periféricas de tecido pulmonar durante procedimento 

cirúrgico de ressecção pulmonar por tumor de pulmão. Para minimizar os efeitos dos tumores 

carcinogênicos, houve um cuidado em se fazer a coleta de tecido em regiões distantes do 

tumor.  

Considerando os nossos resultados, a progressão obstrução em fumantes foi 

relacionada a uma diminuição na inflamação atividade regulatória nas pequenas vias aéreas, 

mediadas por células T reguladoras, levando a uma menor expressão de IL-10 e aumento da 

produção de IL-17. Além disso, verificou-se que tal atividade regulatória de inflamação 

mostrou diferenças entre BALT e vias aéreas. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Levando em consideração o papel da resposta imune na progressão da DPOC em 

indivíduos fumantes, foi observado um processo inflamatório persistente diretamente 

associado à obstrução ao fluxo aéreo, com aumento de linfócitos T CD4+ e CD8+ tanto em 

vias aéreas como em tecidos linfoides associados aos brônquios, estes se apresentando em 

maior quantidade nos indivíduos fumantes que apresentam obstrução.  

Os resultados apresentados neste grupo amostral sugerem que a obstrução em vias 

aéreas também esteve diretamente relacionada à diminuição da regulação do processo 

inflamatório mediado por células T regulatórias, com consequente diminuição da produção de 

Interleucina 10 e aumento da produção de Interleucina 17. 

Além disso, houve uma diferença na resposta regulatória entre os compartimentos das 

vias aéreas e dos tecidos linfoides (BALT e iBALT), no que se refere à densidade de Treg.  
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 Anexo 1  

Aprovação do comitê de ética 
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