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ARTIGO ORIGINAL

Inflamacao do parénquima pulmonar na asma
e sua relacdao com as vias aéreas*

Pulmonary Parenchyma inflammation in asthma

Simdes SM, Santos MA, Ferbezlians, Garippo AL, Oliveira MS,
Fontes ES, Castro I, Castro FFM, Martins MA,
Saldera PHN, Mauadt, Dolnikoff M

Resumo

A inflamag8o na asma n&o esta limitada as vias aéreas e po-
de comprometer também o parénquima pulmonar periférico,
no entanto, ndo ha estudos na literatura que enfoquem a parti-
cipagdo do parénquima pulmonar na asma.

Objetivo: Caracterizar o infiltrado inflamatério do parénqui-

ma peribronquiolar e distal em vitimas de asma fatal, compa-
rando-o ao de outras regides de vias aéreas e a de tecido pul-
monar de ndo asmaticos.
Fragmentos de tecido pulmonar obtidos de 20 pacientes com
asma fatal e 10 controles, necropsiados no Servigo de verifica-
¢do de Obito da capital - S&o Paulo, foram submetidos a estu-
do de imuno-histoquimica e marcados com anticorpos anti-
-proteina basica principal(eosindfilos), anti-triptase (mastéci-
tos), anti-elastase neutrofilica(neutréfilos) e anti-marcadores
de superficie de linfécitos (CD3, CD$, CD* e CD20). Foram de-
terminadas as densidades celulares no parénquima pulmonar
periférico peribronquiolar e distal e nas dreas interna e externa
das vias aéreas de grande e de pequeno calibre.

Resultados: A densidade de eosindfilos foi significativa-
mente maior nas duas regides do parénquima pulmonar de
asmaticos comparados aos controles, bem como nas vias aé-
reas (p<0,02). Nos pacientes asmaticos a densidade eosinofili-
ca se mostrou menos no parénquima distal em relagdo a da
area interna da via aérea grande apenas (p<0,01). A densida-
de dos mastdcitos foi maior no parénquima peribronquiolar,
bem como na area externa das vias aéreas de grande e de
pequeno calibre de asmaticos comparados aos controles
(p<0.04). Diferengas significativas quanto a densidade de lin-
focitos se restringiram as vias aéreas de asmaticos compara-
das as de controles. Maior densidade de neutréfilos foi obser-
vada apenas no parénquima peribronquiolar de asmaticos
(p=0.029).

Conclusdes: O parénquima pulmonar participa do processo
inflamatério na asma fatal com aumento de células efetoras
(mastocitos, neutrdfilos e eosindfilos). A area externa da via
aérea foi a regido que melhor diferenciou o asmatico do con-
trole e com o maior nimero de diferengas significativas. A in-
flamag&o do parénquima peribronquiolar, associado ao da &rea
externa da via aérea pequena, reforga o papel do pulmé&o distal
na patofisiologia da asma.
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Introducdo
Estudos sugerem que a resposta inflamatéria na asma nédo

esteja limitada as vias aéreas, mas comprometa também o
parénguima pulmonar periférico’®. A participagdo do pa-

Abstract

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 inflamma-
tion in asthma is not restricted to the intrapulmonary airways,
little is known about cell distribution in lung parenchyma and
its relation to the intrapulmonary airways.

Objective: The purpose of this study was caracterize the
cellular content in the lung parenchyma of fatal asthma as
compared to controls and to compare the alveolar tissue infil-
trate in fatal asthma with different regions of large and small
airways.

Methods: Pulmonary tissue fragments were obtained du-
ring autopsy procedure from 20 subjects with fatal asthma and
10 controls 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 pa-
renchyma (pebronchiolar and distal). Eosinophil, neutrophil,
mast cell and lymphocyte content was determined in these
regions.

Results: Eosinophil density was higher in all studied areas
in fatal asthma compared with controls (p<0.02), but, in asth-
matics, it was significanthy decreased in distal parenchyma
only when compared to inner wall of large airways (p<0,01).
Mast cell content was higher in peribronchiolar and in the outer
area of large and small airways of fatal asthma compared with
controls (p<0.04). Lymphocytes showed increased content on-
ly in fatal asthma intrapulmonary airways compared with con-
trols (p<0,05). Increased neutrophil content was observed only
in peribronchiolar parenchyma of fatal asthma (p=0.029).

Conclusions: There is a localized distribution of alveolar in-
flammation at the peribronchiolar region for eosinophils, mast
cells and neutrophils and at distal parenchyma for eosinophils.
The outer wall of airways is the main site of inflammatory
changes in fatal asthma. Our findings provide further evidence
of the importance of the lung periphery in the pathophysiology
of asthma.
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rénquima alveolar na patofisiologia da asma tem sido alvo
de interesse, uma vez que o tecido pulmonar periférico
responde a estimulos broncoconctrictores mesmo na au-
séncia de vias aéreas, com diversos mecanismos sendo
propostos*?®,

*Trabalho agraciado com o Prémio Antdnio Oliveira Lima no 31° Congresso Brasileiro de Alergia e Imunopatologia
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Inflamagdo do parénquima

Infiltrado eosinofilico predominantemente alveolar foi
encontrado em paciente com asma noturna, correlacionan-
do-se & queda da fungdo pulmonar!. Além disso maior ex-
pressdo de IL-5 e aumento significativo no numero de eosi-
noéfilos foi encontrado na parede dos alvéolos de individuos
asméticos comparados a controles®®, Esses estudos foram
realizados com amostras de tecido pulmonar obtidas atra-
vés de bidpsias endobrdnquica e transbrénquica e da res-
secgdo de tecido pulmonar peribréonquico ndo permitindo
analise minuciosa do parénquima pulmonar devido a quan-
tidade de material disponivel. A maior quantidade de mate-
rial obtido através de autdpsia permite o estudo dos dife-
rentes segmentos da arvore brénquica, inclusive do parén-
quima pulmonar periférico.

Considerando que ndo ha na literatura mundial, até o
momento, trabalhos que enfoquem a participagdo do pa-
rénquima pulmonar na asma, o objetivo de nosso estudo
foi caracterizar o infiltrado inflamatério do parénquima pul-
monar peribronquiolar e distal dos individuos que morre-
ram por asma, comparando-o com o contetdo inflamatério
das vias aéreas e com o tecido pulmonar de controles ndo
asmaticos.

Pacientes e métodos

Foram estudados fragmentos de tecido pulmonar obti-
dos de 20 pacientes que morreram por asma, autopsiados
no Servigo de verificagdo de ébito da capital (SVOC) da
FMUSP, de 1996 a 2000. Seis fragmentos de tecido pulmo-
nar de regides proximais e distais dos pulmdes foram cole-
tados no momento da autdpsia. Amostra de tecidos de ou-
tros 6rgdos (figado, bago, rim e miocardio), obtidas como
procedimento de rotina, foram também estudadas.

Critérios de inclusdo: 1. Histéria prévia de asma e morte
por asma; 2. Alteragdes patolégicas compativeis com asma
fatal (hipersecregao e hiperinsulflagdo pulmonar; descama-
gdo do epitélio, espessamento da membrana basal, hiper-
trofia de glandulas submucosas, hipertrofia de musculo li-
so, inflamagdo de mucosa com ou sem eosinéfilos). Foram
excluidos individuos com sinais de qualquer outra doenga
pulmonar nado diagnosticada previamente.

Questiondrio aplicado a familiares por assistentes sociais
foi realizado para obtengdo de informag8es clinicas adicio-
nais sobre tabagismo, tempo de doenga e tratamento de
asma.

Dez pacientes que morreram de causas ndo pulmonares,
sem doengas pulmonares prévias, ndo fumantes, foram
aleatoriamente selecionados como controles. Pulm8es utili-
zados como controles apresentavam exame macroscépico
e microscépico sem alteragdes.

Os fragmentos de tecido foram fixados e emblocados
em parafina. Cortes de 4 pm de espessura foram realiza-
dos para coloragao por Hematoxilina-Eosina (HE) e realiza-
¢do de imuno-histoquimica, utilizando a técnica de imuno-
peroxidase.

Para imuno-histoquimica os cortes foram submetidos a
desparafinizagdo e inibicdo da peroxidase enddgena. A ex-
posi¢gdo dos epitopos dos marcadores celulares foi feita
com pré-tratamento com tripsina a 0,1% ou aquecimento
em panela de pressdo. Solugdo de avidina e timidina foram
aplicadas em todos os cortes para diminuir a interagao
inespecifica, com posterior drenagem da solugdo.

Os tipos celulares estudados foram identificados pelos
anticorpos: Linfécitos T CD3+ (Anti-CD3, Rabbit Anti-Hu-
man T cell CD3 PC3/188 A, DAKO); Linfécito T CD8 + (An-
ti-CD8, Mouse anti-Human CD8, T cell, DAKO); Linfécito T
CD4 + (Anti-CD4, Mouse anti-Human CD4, clone IF6, SE-
RO); Linfécito B (Anti-CD20, Mouse anti-Human CD20 B-
cell, L26, DAKO); Neutréfilos (Anti-elastase neutrofilica,
Mouse anti-Human Neutrophil elastase, DAKO), Eosindfilos
(Anti-Major Basic Protein/MBP, BMK13, Guinea pig anti-Hu-
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man, Accurate Chemical) e Mastécitos (anti-tryptase, Mou-
se anti-Human Mast Cell, DAKO), sendo utilizados confor-
me orientagdo dos fabricantes. As ldaminas de tecidos mar-
cadas foram contra-coradas com hematoxilina. Para a mar-
cagdo do eosinodfilo foi necessdria a utilizagdo de um siste-
ma de amplificacdo de sinal (DAKO® Catalyzed Signal Am-
plification — CSA - System, Peroxidase; Carpinteria, CA,
USA).

Quantificagdo celular

Foram analisados em cada caso, dez campos nas area
de acoplamento alveolar e dez campos ao longo do parén-
quima distal, com aumento de 400X, com técnicas de mor-
fometria. Os acoplamentos alveolares foram definidos com
0s septos alveolares que se estendem radialmente a partir
da parede das pequenas vias aéreas (< 2,0 mm de peri-
metro)’. O parénquima distal foi definido como aquele dis-
tando pelo menos um campo (aumento de 100x) da pare-
de das pequenas vias aéreas. Utilizando-se um reticulo de
100 pontos acoplados a ocular do microscépio, foram com-
putados em cada campo o numero de células inflamatérias
e 0 numero de pontos que incidiam no septo alveolar cor-
respondente ao numero de células por drea de tecido al-
veolar®. Os resultados foram expressos em células por mili-
metro quadrado (cel/mm?), equivalente & densidade celu-
lar.

A quantificagdo do infiltrado inflamatério das vias aéreas
foi realizada com uso de um Sistema de Andlise de Ima-
gens - Software Image-Pro® Plus 4.1 para Windows® (Me-
dia Cybernetics - Silver Spring, MD, USA), instalado em
um microcomputador PC, conectado a uma camera digital
(IvC TK-C1380 Color Video Cadmera, Victor Company of Ja-
pan Limited, Japan), acoplada a microscépio éptico (leica
DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH, Germany).

Diferentes células inflamatérias foram quantificadas em
uma darea de interesse localizada em duas regides especifi-
cas da parede das vias aéreas: 1) area interna, localizada
entre a membrana basal e o limite interno da musculatura
lisa, e 2) drea externa, localizada entre o limite externo da
musculatura lisa da via aérea e a cartilagem, gléandulas ou
alvéolos. Em cada caso, foram medidos em cada area de
interesse dez campos com aumento de 400x em grandes
vias aéreas (perimetro >2 mm) e toda a circunferéncia de
duas vias aéreas pequenas (perimetro £ 2 mm). Os resul-
tados foram expressos em células por milimetro quadrado
(cel/mm?3).

Assim, foram estudadas seis regifes pulmonares em ca-
da paciente: drea interna de vias aéreas de grande calibre
(1IG), area externa de via aérea de grande calibre (EG),
drea interna de via aérea de pequeno calibre (IP), area
externa de via aérea de pequeno calibre (EP), parénquima
peribronquiolar (PBq) e parénquima distal (PD).

Andlise Estatistica

Comparag0es das densidades, celulares entre asmaticos
e controles foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney.
Entre as diversas regiSes foram feitas por “andlise de va-
ridncia para medidas repetidas de Friedmanb” com “pés-
-teste de Dunnett” e correlagdo de Spearman. Os resulta-
dos foram expressos em medianas e limites superiores e
inferiores.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos pa-
ra todas as analises estatisticas.

Resultados

Caracterizagdo dos Pacientes

A idade dos pacientes asmaticos variou de 15 a 67 anos
(mediana de 39 anos) e onze eram do sexo feminino. Cinco
pacientes tinham histéria de tabagismo. A maioria tinha
asma de longa duragdo ou de inicio da inféncia. Apenas
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quatro pacientes usavam corticosterdides: dois recebiam
corticosterdides orais nas crises, um dos quais utilizava
também medicagdo inalatéria (Beclometasona) regular-
mente; os outros dois pacientes usavam Beclometasona
diariamente, sendo um deles usudrio continuo de corticos-
terdide oral associado agonistas B2 nas crises eram a unica
droga utilizada por todos pacientes, sem excegdo. Em dez
pacientes, familiares referiram uso associado de aminofi-
lina.

A idade dos pacientes controles variou de 20 a 74 anos
(mediana de 50 anos), sendo oito de sexo feminino. As
causas de 6bito foram: acidente vascular cerebral, choque
hipovolémico, infarto agudo do miocardio, valvulopatia mi-
tral e causa indeterminada.

Ndo houve diferenga significativa quanto a idade entre
0s pacientes asmaticos e controles (p=0,005).

Inflamagdo do parénquima

Densidade Inflamatdria

Eosindfilos

A densidade de eosindfilos foi significativamente maior
em todas as regides do parénquima pulmonar e das aéreas
de asmaticos comparados as dos (p<0,02) (figura 1A). A
figura 2 mostra o infiltrado eosinofilico no parénquima dis-
tal no asmatico e no controle.

A densidade eosinofilica na asma fatal nas duas regides
do parénguima se mostrou menos do que a das vias aé-
reas, porém somente encontramos diferenga significativa
entre a drea interna da via aérea grande e o parénquima
distal (p<0,01). Ndo foram observadas diferengas significa-
tivas na densidade de eosindfilos entre vias aéreas centrais
e periféricas.

Nado foram observadas diferengas significativas entre as
diversas regides estudadas nos controles.

Figura 1 —Densidade celular nos compartimentos pulmonares em asmaticos e controles
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Figura 2 - Corte histolégico do parénquima distal com infiltrado eosinofilico (seta) de paciente asmatico (A) e controle (B). Imuno-histoqui-

mica marcada com anti-proteina basica principal.
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Neutrofilos

De todas as regifes estudadas, somente o parénquima
peribronquiolar dos asmaticos mostrou aumento significa-
tivo da densidade de neutréfilos em relagdo aos controles
(p=0,029) (figura 1B). As duas regides de parénquima
pulmonar exibiram densidade significativamente maior de
neutréfilos quando comparadas as vias aéreas grandes e
drea interna de vias aéreas pequenas (p<0,05). Este re-
sultado foi observado tanto em asmadticos como nos con-
troles, sendo que nos controles a diferenga ocorreu entre
as duas regides do parénquima e a area externa de vias
aéreas grandes.

Mastocitos

A densidade de mastécitos foi significativamente maior
no parénquima peribronbquiolar (p=0,017) e nas areas ex-
ternas de grandes e pequenas vias aéreas dos asmaticos
comparados aos controles (p=0,036 e p=0,014 respectiva-
mente) (figura 1C). A &drea externa da via aérea pequena
dos casos de asma fatal foi a regido mais rica em mastéci-
tos, sendo a densidade celular significativamente maior
guando comparada a drea externa de grandes vias aéreas
(p<0,01) e as duas regides do parénquima pulmonar peri-
férico (p<0,001). Observou-se também numero significati-
vamente menor de mastécitos no parénquima distal
(p<0,01) de asmaticos em relagdo as quatro regifes das
vias aéreas. De forma semelhante aos asmaticos, a menor
densidade de mastécitos nos controles foi observada no
parénquima distal, sendo significativamente menor quando
comparada a drea interna de via aérea de grande calibre e
as duas regiGes da via aérea pequena (p<0,01).

Linfécitos

Ndo houve diferengas significativas quanto a densidade
de linfécitos no parénquima pulmonar de asmaticos com-
parados a controles. A comparagdo entre 0s grupos mos-
trou maior quantidade de células CD3+ e CD20+ nas areas
interna e externa das vias aéreas grandes (p<0,02) e na
drea externa da via aérea pequena dos asmaticos (p <
0,009). Somente a drea externa das vias aéreas grandes e
pequenas revelou maior densidade de linfocitos T CD4+ na
asma fatal quando comparado aos controles (p=0,045 e
p=0,01 respectivamente).Ndo houve diferenga significativa
entre os grupos na densidade de linfécitos T CD8+.

Comparando-se a densidade de linfécitos nas duas re-
gides do parénquima com as diferentes camadas das vias
aéreas nos individuos asmaticos, observamos diferengas na

densidade de linfécitos apenas no parénquima distal. Nota-
mos diminuigdo significativa da densidade de linfécitos
CD4+(p<0,01) e CD20+(p<0,01) no parénquima distal em
relagdo a area externa das vias aéreas grandes e peque-
nas. A densidade de linfécitos CD3+ no parénquima distal
foi menor quando comparada as duas regifes das vias
aéreas grandes e a area externa da via aérea pequena
(p<0,001). Observou-se ainda menor densidade de linfé-
citos CD8+ no parénquima distal comparado a area exter-
na da via aérea pequena (p<0,05).

Pacientes controles ndo apresentaram diferengas signi-
ficativas na densidade de linfécitos nas diferentes regides
estudadas, exceto na densidade de linfécito T CD4+, que
mostrou diminuigdo significativa no parénquima distal
guando comparado a drea externa das vias aéreas grandes
(p<0,01).

Correlagcoes

Nos pacientes com asma fatal, ndo foram observadas
correlagdes significativas entre vias aéreas e parénquima
pulmonar. Ndo se observaram correlagdes significativas
entre os diferentes tipos celulares estudados.

Andlise de tecidos extra-pulmonares

Andlise de cortes representativos de figado, bago, rim e
miocdrdio corados por hematoxilina-eosina (HE) ndo mos-
trou alteragdes microscépicas importantes ou presenga de
infiltrado eosinofilico em asmaticos ou em controles.

Discussao

Os principais achados desse estudo foram: 1) aumento
significativo de eosinéfilos em todo o parénquima pulmonar
dos asmaticos; 2) maior densidade de mastécitos, neutréfi-
los e eosinéfilos em parénquima peribronquiolar nos paci-
entes asmaticos e 3) a presenga de infiltrado linfécitos res-
trito as vias aéreas na asma fatal.

O eosindfilo foi a Unica célula encontrada em maior den-
sidade tanto no parénquima peribronquiolar como no distal
dos asmaticos comparados aos controles. Esse achado é
compativel com relatos prévios!®, Esses estudos, entretan-
to, ndo definiram regifes especificas de parénquima pul-
monar analisado, impossibilitando a comparagdo precisa
com nossos resultados.

O papel dos eosinéfilos no parénquima pulmonar na as-
ma ndo estd esclarecido.
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Estudos in vitro mostram que fatias de tecido pulmonar
periférico de animais e de humanos respondem a substan-
cias broncoconstrictoras liberadas pelo eosinéfilos pode-
riam, assim, estar envolvidas em uma resposta alveolar.

A andlise de outros tecidos (rim, miocardio, bago e fi-
gado) ndo mostrou presenga significativa de eosinofilos,
descartando a hipétese de que a presenga dessas células
no parénquima pulmonar fosse apenas o reflexo da eosi-
nofilia sangiinea. Esse achado sugere que o infiltrado
eosinofilico observado no parénquima seja resultante de
uma mecanismo de enderegamento para o tecido pulmo-
nar.

Considerando-se apenas os pacientes asmaticos, o pa-
rénquima distal mostrou a menor densidade de eosindfilos,
sendo que a diferenga se revelou apenas quando for com-
parado a drea interna das grandes vias aéreas. Diferengas
em relagdo ao tipo de irrigagdo sanglinea e ao grau de
exposicdo antigénica entre esses compartimentos podem
contribuir para o padrdo inflamatoério observado em cada
regido.

Nado foram evidenciadas correlagdes significantes entre o
infiltrado eosinofilico das vias aéreas e do parénquima pul-
monar, 0 que sugere que a analise das aéreas de pacientes
asmaticos ndo permite prever o estado inflamatério na pe-
riferia do pulmdo. Assim, o estudo da inflamagdo de com-
partimentos pulmonares periféricos na asma necessita de
procedimentos que permitam a obtengdo direta de frag-
mentos correspondentes a vias aéreas pequenas e tecido
alveolar.

Ao contrario dos eosinéfilos, nos pacientes estudados
linfécitos se restringiram as vias aéreas. E possivel que
linfécitos residentes no parénquima pulmonar possam es-
tar ativados liberando citocinas, como IL-5, capazes de fa-
vorecer a vinda de eosinéfilos para esse compartimento
pulmonar®,

O nosso estudo mostrou aumento de mastécitos, eosi-
néfilos e neutréfilos no parénquima peribronquiolar dos
asmaticos. A presenga dessas células nas dreas de acopla-
mento dos septos alveolares com as vias aéreas periféri-
cas, poderia ter repercussdes clinicas e funcionais. Enzimas
liberadas como triptase, quimase, elastase, metaloprotei-
nases, colagenases, bem como radicais livres de oxigénio
poderiam danificar septos alveolares comprometendo o
acoplamento das vias aéreas mais distais ao parénquima
pulmonar e conseqlientemente aumentando a resisténcia
dessas vias aéreas. A ruptura de septos alveolares peri-
bronquiolares na asma fatal foi documentado recentemente
por Mauad et al'!,

A densidade de neutréfilos foi significativamente maior
no parénquima pulmonar periférico comparado as vias aé-
reas, assim como a densidade de mastdcitos foi menor no
parénquima distal em relagdo as vias aéreas tanto em as-
maticos como em controles. Esses achados poderiam resul-
tar da marginagdo de neutréfilos no leito vascular pulmo-
nar em decorréncia do 6bito e do padrdo normal de distri-
buigdo mastocitéria no organismo*2,

Além da inflamagdo do parénquima pulmonar, esse es-
tudo mostrou que a area externa das vias aéreas grandes
e pequenas foi a regido que melhor diferenciou asmaticos
de controles, mostrando o maior numero de diferencgas
significativas entre os dois grupos (mastécitos, eosindfilos
e linfécitos CD3+, CD4+ e CD20+). Essas diferengas foram
mais acentuadas nas vias aéreas pequenas que apresenta-
ram diferengas mais significativas do que nas vias aéreas
grandes. Haley et al'® analisaram pulm®&es obtidos por au-
topsia de asmaticos e de individuos com fibrose cistica,
concluindo que, nos asmaticos, a densidade do infiltrado
celular nas vias aéreas pequenas era maior na area exter-
na do que na area interna.

Considerando seu potencial de determinar alteragdes
funcionais, a inflamagdo do pulmado distal-termo utilizado
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para definir a regido compreendida entre vias aéreas me-
nores que 2 mm de didmetro e todo o parénquima pulmo-
nar periférico'* - aponta para a necessidade de que esse
compartimento pulmonar seja alvo de tratamento antiin-
flamatério. Corticosterdides inalatérios, atualmente utili-
zados como terapia de escolha para o controle da asma®’ e
tradicionalmente administrado por meio de aerossois, se
depositam predominantemente em vias aéreas centrais
devido ao tamanho da particula inalada®®. Estudos t&m
mostrado que propelente alternativo (hidrofluoroalcano,
HFA) combinado ao corticosteréide reduz o tamanho da
particula permitindo que maior percentagem da droga se
deposite nas vias aéreas de pequeno calibre.

Conclusao

Esse estudo demonstrou o comprometimento do parén-
quima pulmonar periférico que, combinado ao das vias aé-
reas periféricas, caracteriza a inflamagdo do pulmdo distal
acometendo pacientes asmaticos que foram a ébito duran-
te a exacerbagdo da doenga. A importancia desses achados
se reflete na terapéutica antiinflamatéria inalatéria atual-
mente instituida para pacientes asmaticos que ndo possui
potencial de alcance periférico. Tornar o pulmdo distal um
alvo de tratamento antiinflamatério pode contribuir para
melhor controle da doenga.
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