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REZUMAT

Scopul acestui studiu a fost de a analiza gradul inflamatiei neutrofilice la nivelul mucoasei bronsice la pacientii diagnosticati cu astm

bronsic.

Material si metodi: Au fost examinati un numar de 21 pacienti cu astm de diferite grade de severitate (conform GINA). Fragmentele

de mucoasa bronsici au fost obtinute prin fibrobronhoscopie si au fost prelucrate pentru examinarea morfologici in vederea imunomar-

cajului cu anticorpi anti-elastaza.

Rezultate: A fost gisit un numir semnificativ mai mare de neutrofile la examinarea microscopica la pacientii cu astm sever fata de pacientii

cu forme usoare de astm sau fati de martor (r=0,79, p<<0,01).

Concluzii: Rezultatele acestui studiu sugereazi ca neutrofilele pot fi considerate un marker specific pacientilor cu astm bronsic sever.

Cuvinte cheie: astm bronsic, inflamatie, neutrofile.

ABSTRACT

Neutrophilic inflammation - indicative of asthma severity

Our main aim in this study was to investigate the number of neutrophils at the bronchial mucosae level in patients diagnosed with

bronchial asthma.

Matherial and methods: We examined a number of 21 patients with different level of severity of asthma (according to GINA). Fragments

of bronchial mucosae were obtained through fiberbronchoscopy, prepared for histological examination for performing the immune staining

with anti-elastase antibodies.

Results: We found significantly higher number of neutrophils at microscopic examination in the patients with severe asthma than in

healthy subjects or mild asthma subjects (r=0.79, p<0.01).

Conclusion: The results of this study suggest that neutrophils can be considered a specific lesion in patients with severe bronchial asthma.

Key words: bronchial asthma, inflammation, neutrophils.

Introducere

Astmul bronsic este o boali inflamatorie cronici care se
caracterizeaza din punct de vedere microscopic prin prezenta
de leziuni localizate la nivelul epiteliului bronsic (precum
hiperplazia celulelor caliciforme), ingrosarea membranei baza-
le si, nu in ultimul rdnd, de leziuni la nivelul laminei proprial2.
Dintre acestea din urma, prezenta in cantitate variabild a unui
infiltrat inflamator polimorfla nivelul mucoasei bronsice este
poate cea mai constanti modificare, aceasta fiind notata
indiferent de severitatea bolii23. Daca eozinofilelor si lim-
focitelor T4, ca si celule principale de la nivelul infiltratului
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inflamator, li s-a acordat constant o atentie deosebiti, ele con-
stituind obiectul de studiu a numeroaselor cercetari in pro-
blematica asmului bronsic, in ultimul timp de un interes crescut
se bucura neutrofilele, atit prin prisma cuantificarii prezentei
acestora, cit si prin elucidarea aspectelor prin care acestea con-
tribuie la desfasurarea mecanismelor fiziopatologice din boala
astmatica*®.

Obiectivul principal este acela de a aprecia semicantitativ
numairul de neutrofile la nivelul infiltratului inflamator din
lamina propria prin examen imunohistochimic la pacientii cu
astm bronsic in stadii diferite de severitate.
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Material si metodi

A fost examinat un lot format din 21 de pacienti cu astm
bronsic ce au fost dispensarizati prin Ambulatoriul Spitalului
Clinic de Pneumologie Iasi in perioada ianuarie 2007 — august
2008. La includerea in studiu s-a pastrat clasificarea bolna-
vilor conform ghidului GINA 2002 (astm intermitent, usor per-
sistent, moderat persistent si sever persistent), fiind echivalenta
treptelor de tratament actuale pentru mentinerea controlu-
lui boliib. Toti pacientii se aflau sub tratament corticosteroid
inhalator cu/fara alte medicatii, in doze corespunzitoare
treptei de tratament.

Criteriile de includere in lotul examinat au fost urmi-
toarele:

* pacienti nefumatori;

* diagnosticarea pacientului cu astm bronsic anterior efec-
tudrii fibrobronhoscopiei (prin anamneza, obstructie
bronsici cu reversibilitate semnificativa la bronhodilata-
toare inhalatorii);
pacienti care si nu prezinte o altd patologie pulmonara
asociati;

chestionar de control al astmului bronsic ACT > 20;

capacitatea pacientului de a efectua corect o spirome-
trie, care sa indeplineasca criteriile de acceptabilitate si
de reproductibilitate;

acceptul bolnavului de a efectua un examen fibrobron-
hoscopic cu biopsie bronsica.

Criteriile de excludere au fost urmitoarele:

* lipsa acceptului pacientului de a realiza un examen fibro-

bronhoscopic;

¢ contraindicatiile relative de efectuare a fibrobronho-

scopiei (varsta de peste 75 ani, diateze hemoragice, insu-
ficienta hepatica sau renala avansatd, VEMS < 25% din
prezis sau sub 1 I/sec, bolnavi in stadii terminale, infarct
miocardic recent sau tulburiari de ritm grave).

Pacientii au fost supusi initial unui examen clinic, ulterior
fiind efectuate examenul radiologic pulmonar, testele de
explorare functionald pulmonara (spirometria) pentru eva-
luarea statusului functional si pentru actualizarea incadrarii
in treptele de severitate, si completarea de citre fiecare pacient
a chestionarului privind controlul astmului (ACT - Asthma
Control Test).

Recoltarea fragmentelor de mucoasa bronsica pe cale fibro-
bronhoscopica s-a realizat de la nivelul pintenilor lobarei medii
sau bronhiei lobare inferioare drepte.

Dupa fixare in formol si includere la parafina a fost reali-
zatd colorarea prin metoda uzuald hematoxilind-eozind (H.E.).
Inainte de interpretarea leziunilor s-a apreciat calitatea biop-
siilor (pe preparatele colorate cu H.E.), acestea fiind necesar
sa corespunda unor exigente care sunt universal folosite in
aceste situatii, anume:

e calitatea fixarii si colorarii;

* probele recoltate si aiba o arie conjunctiva subepiteliala

de minim 3 mm;

* absenta pe lame a aspectelor de faramitare a structuri-

lor tisulare secundar tehnicii de recoltare;

* absenta zonelor de cartilagiu hialin, a mucusului sau a

hemoragiilor extinse.

Toate aceste aspecte au fost luate in considerare inainte
de a eticheta ca ,apt examinarii anatomopatologice®, pentru
toate biopsiile recoltate.
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Pentru a se evita o recoltare insuficienta, au fost extrase
5-7 fragmente tisulare de la fiecare pacient astmatic.

Examenul imunohistochimic a fost realizat cu anticorpi
anti-elastazd neutrofilica (Clone NP52, cod nr. U 7040), prin
metoda avidini-biotina-peroxidazas. Evidentierea reactiei anti-
gen-anticorp s-a efectuat cu ajutorul unui substrat cromogen
de tip 3,3--diaminobenzidinid (DAB). Aprecierea rezultatelor
s-a facut atat prin metoda semicantitativa, cat si in raport cu
imunomarcajul realizat pe fragmente de mucoasa bronsica
normala (2 martori), pentru a se aprecia calitatea reactiei.
Evaluarea intensititii reactiilor a fost realizati de citre 1 exami-
nator, pe cAmpuri microscopice la marirea x 400, aprecierea
rezultatelor realizindu-se pe o scala de la 0-3 (0 sau absente
— reactie negativa, 1 sau foarte rare — sub 5 celule enolaza-po-
zitive, 2 sau rare intre 5-10 celule enolaza — pozitive si 3 sau
frecvente — peste 10 celule enolaza pozitive).

Studiul microscopic a fost facut cu ajutorul microscopu-
lui Eclipse E600 Nikon, iar imaginile cu ajutorul camerei
DN100, programul Lucia Net.

Prelucrarea statistica a fost efectuata cu ajutorul progra-
mului specializat SPSS, varianta 17.

Pentru testarea gradului de asociere (corelatie) s-au uti-
lizat teste specifice de corelatie atit pentru variabile cantita-
tive cat si pentru variabile calitative. Din aceasta categorie s-au
folosit testele: Pearson, CHI — patrat (x2), Spearman®.

Rezultate

in urma evaluirii microscopice a calitatii biopsiilor
bronsice recoltate, pentru fiecare pacient inclus in lotul exami-
nat s-a obtinut minim un fragment bioptic corespunzitor.

Pacientii din lotul studiat, in urma rezultatelor examenu-
lui clinic si a efectudrii spirometriei, au fost incadrati in
urmaitoarele trepte de severitate a bolii conform clasificarii
GINA: 4 cazuri de astm bronsic intermitent, 6 cazuri de astm
bronsic usor persistent, 8 cazuri de astm bronsic moderat per-
sistent, 3 cazuri de astm bronsic sever persistent.

Datele clinice si parametrii functionali ai pacientilor exami-
nati sunt prezentate in tabelul I.

Examinarea preparatelor microscopice colorate prin
metoda uzuald cu H.E. a evidentiat prezenta unui infiltrat
inflamator, in cantitate variabili la nivelul mucoasei bronsice
si in concordanti cu treapta de deveritate (fig. 1, 2). La intreg
lotul studiat infiltratul inflamator din lamina propria a fost,
din punct de vedere calitativ, unul de tip polimorf (fig. 3).
Astfel, la nivelul siu s-au remarcat numeroase limfocite, dar
si plasmocite, eozinofile si polimorfonucleare neutrofile.

Pentru evaluarea mai exacta a prezentei neutrofilelor in
mucoasa bronsica la pacientii cu astm s-a realizat examenul
imunohistochimic cu anticorpi anti-elastazd neutrofilica.
Acesta a relevat urmitoarele aspecte:

* la martori nu au fost notate celule elastaza-pozitive in

lamina propria (fig. 4);

* la 50% dintre pacientii cu astm bronsic intermitent s-au
observat foarte rare neutrofile, acestea fiind ,,dispersa-
te“ in cadrul infiltratului inflamator la nivelul mucoa-
sei bronsice si localizate constant imediat sub epiteliul
de suprafata (fig. 5);

* numairul celulelor elastaza-pozitive a avut o tendinta de
usoari crestere la pacientii cu astm bronsic usor persis-
tent (fig. 6) si moderat persistent, acestea insa fiind cel
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Tabelul 1.
Caracteristici generale si parametrii functionali ai pacientilor inclusi in lot
Pacienti cu astm Valori medii . .
bronsic (n = 21) +DS/n min Mediana max P (95%CI)
Varsta medie (ani) 44,1 16,1 22 42 70
Raportul barbati/femei 10/11
Mediul de provenienta
(urban/rural) 17/4
Durata medie
.. 16,7 = 9,8 1.0 20.0 30.0 0.26792
a astmului (ani)
VEMS (L/sec) 3.1+0.8 2.1 3.0 4.5
VEMS (% din ideal) 79.3%+20.3% 45.0% 79.8% 116.0%

Noti: Valorile sunt prezentate ca medie + deviatia standard; VEMS = volumul expirator maxim pe secundi;

mai adesea grupate in ,,mici arii de neutrofile“ in zona data aceasta evident ,concentrate” in mici grupuri celu-
superficiald a mucoasei bronsice; lare localizate in partea interni a mucoasei (fig. 7). In
* cel mai mare numir de neutrofile in tesutul conjunctiv zona externid a mucoasei bronsice, in compozitia infil-
al mucoasei bronsice a fost remarcat la pacientii cu forme tratului inflamator la pacientii evaluati in cadrul lotu-
severe de boali. Celulele elastaza-pozitive au apirut de lui nu s-a constatat prezenta de neutrofile.
Figura 1. Figura 2.
Inflamatie usoara in lamina propria — astm bronsic usor Inflamatie importanti in lamina propria — astm bronsic

persistent, H.E. x 100 moderat persistent, H.E. x 100

Figura. 3.

Infiltrat inflamator polimorf in lamina propria — astm

bronsic sever, H.E. x 400
il i
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Figura 4.

Reactie negativa — martor, reactie IHC cu

Ac anti-elastazi neutrofilici x 100
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Figura 5.
Foarte rare neutrofile in lamina propria — astm bronsic
intermitent, reactie IHC cu Ac anti-elastazi neutrofilici x 200

Figura 6.

Rare neutrofile in lamina propria — astm bronsic

usor persistent, reactie IHC cu Ac
anti-elastazi neutrofilici x 200

Figura 7.
Grup de neutrofile in lamina propria — astm bronsic
sever persistent, reactie IHC cu Ac
anti-elastazi neutrofilici x 400

Distributia nivelului expresiei elastazei neutrofilice in raport cu severitatea bolii astmatice este prezentata in tabelul II.

Tabel I1.

Distributia cazurilor in functie de intensitatea inflamatiei neutrofilice vs. gradul de severitate al astmului bronsic

o

Intensitatea inflamatiei . Usor Moderat Sever

neutrofilice Intermitent persistent persistent persistent
Absente 2 1 0 0
Foarte rare (+) 2 3 2 0
Rare (++) 0 2 6 0
Frecvente (+++) 0 0 0 3
Total 4 6 8 3
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Analiza statisticd realizata a evidentiat o asociere semni-
ficativa (r=0.79, p<0.01) intre inflamatia neutrofilica si gradul
de severitate al astmului bronsic, un nivel important al infla-
matiei neutrofilice regisindu-se in cazurile cu astm bronsic
sever persistent (tabelul III).

Aceste rezultate sunt sustinute atit de prezenta unei
corelatii inverse semnificative intre VEMS si nivelul inflamatiei
neutrofilice (r=-0.81, p<0.01) (tabelul IV), cit si de aspectul
dreptei de regresie (figura 8).

Ca urmare, conform rezultatelor se poate afirma faptul
ci inflamatia neutrofilica este un ,marker lezional“ caracte-
ristic formelor severe de boala.

11 Pneumologie 1.2010:Pneumologie 2.2009 3/29/10 10:27 AM %ge 17

Pneumologia vol. 59, nr. 1, 2010

Discutii

Recunoscut in mod clasic ca si leziune prezenta obligato-
riu la pacientii cu astm bronsic, infiltratul inflamator de la
nivelul mucoasei bronsice a reprezentat obiectul de studiu a
numeroase cercetiri. Acestea au vizat stabilirea nivelului sau
cantitativ in raport cu forma de gravitate a bolii astmatice, a
compozitiei celulare a acestuia si, mai recent, obiectivarea
citokinelor produse de citre acestea si rolul lor in lantul
fiziopatologic al boliil®.

in ciuda tratamentului steroidian aplicat cronic la pacientii
cu forme sever persistente de boala, s-a constatat ca intensitatea
infiltratului inflamator se mentine la un nivel important. De data

Tabel II1.
Parametrii estimati in testarea asocierii intensititii inflamatiei neutrofilice vs. gradul de severitate al astmului bronsic

Chi-pitrat x2 df P 95% interval de incredere
Pearson Chi-pitrat — 2 30.72917 df=9 0.00033
M-LChi-square 2'7.49340 df=9 0.00116
Coeficient de corelatie
(Spearman Rank R) 0.7981536 0.00001

Tabel IV.

Rezultatul testului de corelatie a intensititii inflamatiei neutrofilice vs. VEMS

Intensitate inflamatiei neutrofilice vs. r-coeficient de corelatie
VEMS (%) (95% interval de confidenti) P
Testul Spearman Rank R -0.8127 0.000
Figura 8.

Dreapta de regresie in corelatia nivelului intensititii inflamatiei neutrofilice vs. VEMS

Scatterplot: VEMS% vs. Elastaza PMN
Elastaza PMN = 4.4681-3.713 * VEMS%

(Casewise MD deletion)

Correlation: r= -0.8127
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mai recentd in atentia cercetitorilor au intrat si neutrofilele din
cadrul profilului inflamator de la nivelul mucoasei bronsice,
unele studii ardtand ci neutrofilele sunt prezente in cantititi mai
mari in ciile aeriene ale pacientilor cu astm sever decit la
pacientii cu astm usor sau la subiectii de control!l.

Eozinofilele, ca si celule asociate bolilor alergice, prezente
la nivelul laminei propria, nu explica totalitatea fenomenului
inflamator observat in astm. De aceea tot mai mult se crede ci
neutrofilele din structura infiltratului inflamator bronsic sunt
la randul lor mai intii concentrate la nivelul corionului si apoi
activate la acest nivel. Secundar activirii lor se elibereazi o serie
de mediatori care pot promova si prelungi simptomele caracte-
ristice bolii astmatice. De aceea se sugereaza tot mai mult astizi
ideea ca neutrofilele joaca un loc central in procesul inflama-
tor de la nivelul peretelui bronsic alituri de eozinofile si lim-
focite!213. Mai mult, conform rezultatelor prezentate de citre
Shaw DE si colab. in urma unui studiu efectuat pe sputa indusa
la un numar de 1197 de pacienti astmatici, inflamatia cu neutro-
file joacd un rol important in progresia si persistenta obstructiei
bronsice!. Ins3, mecanismele de interactiune dintre eozinofile
(celule constant prezente in structura infiltratului inflamator)
si neutrofile sunt inca putin cunoscute!®. Conform rezultatelor
unui studiu recent, proteazele neutrofilice determina activarea
eozinofilelor, care la randul lor produc superoxid, citokine proin-
flamatorii si factori chemotactici pentru neutrofile si de aceea,
probabil apare agregarea acestora in mucoasa bronsica la pa-
cientii cu forme sever persistente de astm!6. Din punct de vedere
al inflamatiei eozinofilice, Wenzel si colab pe un lot de 44 pacienti
cu astm sever la care au efectuat biopsii endobronsice, au remar-
cat existenta a doud subtipuri inflamatorii distincte in functie
de prezenta sau absenta eozinofilelor, inflamatia neutrofilica find
insemnati si fira diferente intre cele doud subtipuri!”.

Acest fenomen de concentrare a neutrofilelor in mucoasa
bronsica a fost remarcat si in studiul propriu la pacientii cu
forme sever persistente de boald, in urma analizei microsco-
pice a fragmentelor tisulare marcate cu anticorpi anti-elastaza.
Analiza statistici realizatd a evidentiat o asociere semnifica-
tivd (r=0.79, p<0.01, 95%CI) intre inflamatia neutrofilici si
gradul de severitate al astmului bronsic, un nivel important
al inflamatiei neutrofilice regasindu-se in cazurile cu astm
bronsic sever persistent.

Practic, prezenta unui numéar mai mare de neutrofile in
mucoasa bronsicd in unele cazuri de astm bronsic sever este
elementul ce este astizi cert stabilit. Acest fapt are loc chiar
sub tratament corticosteroidian in doze mari!8. De altfel,
Wenzel si colab subliniazi persistenta inflamatiei la astmaticii
severi in ciuda tratamentului cu doze mari de glucocorticoizi,
ca o consecinti fie a severitatii bolii, fie a tratamentului sau
fie a unor factori inci nedefiniti!.

Mai mult, s-a observat in vitro faptul ca in mod paradoxal
corticosteroizii determina cresterea supravietuirii neutro-
filelor prin reducerea apoptozei lor si, ca urmare, corticosteroizii
ar putea exacerba activitatea neutrofilelor in vivo*. Corticos-
teroizii si citokinele ar putea suprima apoptoza neutrofilelor
prin reglarea sintezei de leucotriene B4 endogenai. Astfel, blo-
carea specifica a sintezei sau a receptorilor pentru leucotriena
B4 ar determina inducerea apoptozei neutrofilelor!8.
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Concluzii

Desi clasica, infiltrarea mucoasei bronsice cu o gama varia-
td de celule raméne in actualitate, mai ales prin prisma stu-
diului interactiunilor intercelulare si, mai nou, prin studiul
apoptozei acestora si, nu in ultimul rind, prin stabilirea
efectelor diferitelor medicamente folosite in schemele terapeu-
tice. Prezenta neutrofilelor in numir mare la nivelul infiltra-
tului inflamator bronsic reprezinti un marker de severitate a
bolii astmatice.
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