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RESUMO

Os eosindfilos (Eos) participam como células
efectoras em muitas doencas inflamatorias e
imunolégicas dos pulmao. Trabalhos recentes
demonstram também o papel da producao local de
citoquinas na sobrevivéncia e activa¢ao dos Eos no
pulmio. Com o objectivo de estudar a activagio
eosindfilica nestas doencas medimos, em amostras
de lavagem broncoalveolar (LBA), os niveis de
Proteina Catiénica do Eos (ECP), por RIA, e a
expressao nos Eos da sua forma excretada (EG2) e
do Receptor 3 do Complemento (CD11b), por
imunocitoquimica (APAAP). Seleccioniamos 16
casos de alveolites eosinofilicas (+ 4% das células do
LBA), a partir de 235 amostras consecutivas, em
doentes com patologia do intersticio pulmonar.
A Fibrose Puimonar Idiopatica foi o diagndstico
mais frequente (7/16) e as contagens mais elevadas
de Eos encontraram-se em dois Sindromes
Pulmonares Eosinofilicos (SPE). A ECP
correlacionou-se significativamente, e de forma
positiva com o niimero de Eos da LBA, bem como
com a percentagem de Eos activados (EG2+ ou
CD11b+) devido aos seus niveis elevados nos 2 SPE
da nossa série. Além disso a percentagem de Eos
EG2+ e CD11b+, mas nao a ECP, correlacionou-
-se com os niveis de IgG da LBA. Apesar de neste
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grupo de doengas do intersticio pulmonar haver
uma correlacio negativa entre a percentagem de
Eos da LBA e a Pa0O, em repouso, nio encontramos
qualquer correlacao entre as provas funcionais
respiratorias e a ECP, a expressao EG2 ou CD11b.
Concluimos que a activacao eosinofilica é um dado
frequente nas doencas inflamatérias do intersticio
queseacompanham do seurecrutamento ao pulméo,
onde a presenca de eosinéfilos que exprimem EG2
ou CD11bse correlaciona com o grau deinflamacio
intersticial.

PALAVRAS-CHAVE: eosinoéfilo, activacio
celular, ECP, imunocitoquimica, doenca pulmonar
intersticial.

ABSTRACT

Eosinophils (Eos) are prominent cells in many
inflammatory and immunologic lung diseases.
Recent work underlines the role of local cytokine
production in Eos survival and activation within the
lung. To study Eos activation in inflammatory lung
diseases we measured Eos Cationic Protein (ECP)
levels (RIA) and the expression of both its secreted
Jorm (EG2) and complement receptor 3 (CDI11b)
by immunocytochemistry (APAAP), in broncho-
alveolar lavage (BAL) samples. We selected 16 cases
of eosinophilic alveolitis (+ 4% of BAL cells) from
235 consecutive samples obtained for suspected
interstitial lung disease. Idiopathic Pulmonary
Fibrosis was the most frequent diagnosis (7/16) and
the highest Eos counts were found in two Pulmonary
Eosinophilic Syndromes (PES). ECP was
significantly and positively correlated with both
BAL Eos counts and with the relative numbers of
activated eosinophils (EG2+/CDi1b+), due to the
two PES of our series. Moreover activated eosino-
phils, but not ECP, were positively correlated with

9



IgG levels. Although in this group of interstitial
lung diseases there was a negative correlation between
BAL Eos cuonts (%) and resting PaO,, no correla-
tion was seen between pulmonary function data and
ECP, EG2, or CD11b expression. In conclusion,
eosinophil activation is a prominent feature in the
eosinophilic alveolitis of some intersticial lung
diseases, where EG2 and CD11b expression in BAL
eosinophils seems to be related to interstitial lung
inflammation.

KEY-WORDS: eosinophils, cellular activation,
ECP,immunocytochemistry,interstitial lung diseases.

INTRODUCAO

Desde a sua descrig@o por Paul Erlich, nos finais
do séc. XIX, o eosinéfilo € considerado uma das
células mais caracteristicas da resposta inflamatéria
que acompanha as doengas alérgicas e parasitdrias,
situagdes que tém servido de base para a caracterizagao
da sua actividade citotéxica e pré-inflamatéria. 3
A actividade biolégica do eosinéfilo depende
essencialmente do seu conteido em mediadores
especificos * - aprotefna basica major (MBP), a proteina
catiénica (ECP), a neurotoxina derivada do eosinéfilo
(EDN) e uma peroxidase (EPO) - todos eles
potencialmente lesivos para o tecido pulmonar. *°

Osmecanismos de activagdo do eosindéfilo témsido
essencialemente estudados nas doencas alérgicas *57
e, frequentemente, a partir de células do sangue
periférico. ** No entando, o destino e funcionamento
dos eosindfilos, ap6s a sua migragao tecidular, é menos
conhecido. #

Este trabalho foirealizado com objectivode estudar
sinais de activagio eosinofilica em células obtidas por
lavagem broncoalveolar (LBA), em diversas situagdes
inflamat6rias que se acompanham do seu recrutamento
preferencial ao pulmao. *# A lavagem broncoalveolar
tem sido largamente usada na avalia¢do da infiltragio
inflamatéria do intersticio pulmonar onde,
habitualmente, estas células ndo constituem, mais
de 1% do total. 22

Assim, de 235 doentes estudados por suspeita de
doenca pulmonar intersticial, selecionamos 16 casos
com valores de eosin6filos superiores ou iguais a 4%
na LBA, valor que ultrapassa os limites de confianga
de 95% da populag@o normal em séries de referéncia
publicadas. 22 Para além da contagem total e
diferencial das células inflamatérias da LBA, medi-
mos os niveis de IgG e Albumina, como marcadores
da inflamag@o intersticial * e também de ECP, uma
das proteinas da matriz dos granulos dos eosin6-
filos # e cuja presenca em liquidos biol6gicos tem
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sido correlacionada com a activagdo local destas
células, 12

Estuddmos também, por imunocitoquimica, a
expressdo de dois antigénios de activagdo eosinofilica:
a forma excretada de ECP, pela reactividade com o
anticorpo (atc) monoclonal EG2 % e o Receptor 3 do
Complemento - CR3, pela reactividade com o atc
monoclonal para a sua cadeia alfa - CD11b *°. O atc
EG2 néo reage com eosin6filos normais mas apenas
com células activadas "in vitro" ou "in vivo",
reconhecendo uma sequéncia comum nas formas
excretadasde ECPe EDN.*3' O CD11b,umamolécula
da familia das protefnas de ades@o leucocitdria, tem
uma baixa expressio em eosinéfilos normais
aumentando em células hipodensas e activadas ** e est4
envolvida nos mecanismos de citotoxidade e de adesdo
endotelial dos eosindfilos activados. 3% 32

Os resultados permitiram-nos verificar que a
activagdo eosinofilica é um dado frequente nas doengas
inflamatdrias do intersticio que se acompanham do seu
recrutamento ao pulmdo, onde a presenga de eosin6filos
que exprimem EG2 ou CD11b se correlaciona com o
grau de inflamag@o intersticial. Sugerimos, também,
um papel do macr6fago alveolar na capta¢io de ECP
excretada no intersticio pulmonar.

DOENTES E METODOS

DOENTES:

Neste estudo incluimos 16 doentes, selecionados
de um total de 235 casos estudados por suspeita de
patologia pulmonar intersticial e dado apresentarem
um nimero de eosinéfilos superior a 4% das células
recuperadas na LBA (Quadro 1). Seis doentes eram do
sexo feminimo e 10 do sexo masculino, com um média
de idades de 42+16 anos e apenas 4 eram fumadores
(doentesn.?2,8, 11 e 12). O tempo médio de evolugio
da doencga foi de 3,4 anos, tendo 5 doentes risco

_ ocupacional.

Todos os doentes foram enviados ao Sector de
Broncologia do Departamento de Pneumologia do
Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia ou ao
Laborat6rio de Endoscopia do Servigo de Pneumologia
do Hospital de S. Jodo, apds avaliagio clinica que
inclui telerradiografia pulmonar, exame funcional
respiratorio e os exames complementares de diagn6stico
relevantes. Na alturada LBA, realizada na perspectiva
de complementar o diagnéstico, nenhum doente estava
com terapéutica imunomoduladora. Os dados da
avaliagdo clinicae complementar de diagnéstico destes
doentes estdo descritos em promenor em publicagdo
anterior. ¥ Resumidamente, todos apresentavam
alteragbes no Rx do térax e 11 (69%) alteragOes nas
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provas funcionais respiratdrias, todos com defeito
restrictivo; 10 dos 14 doentes (71%) estudados com
difusio de Co tinham-na diminuida e 60% (9 em 15)
hipoxemia em repouso.

Em 7 doentes foi feito o diagnéstico de Fibrose
Pulmonar Idiopética (FPI) por apresentarem um quadro
caracterizado por hist6ria clinica compativel, sindrome
ventilatério restrictivo, infiltrados intersticiais difusos
no Rx, na auséncia de risco ocupacional e com uma
bi6psia pulmonar demonstrado fibrose e/ou LBA
traduzindo alveolite inflamatéria. Se o quadro anterior
estivesse associado a algum risco ocupacional era
considerado, para efeitos de diagndstico, como Fibrose
Pulmonar Difusa (em4 doentes) dada aimpossibilidade
de uma caracterizagio etiopatogénica mais precisa
pelos dados disponiveis. Os diagndsticos de Sarcoi-
dose (1 doente), Pneumonite de Hipersensibili-
dade (2 doentes) e Sindrome Pulmonar Eosinofilico
(2 doentes) foram baseados nos critérios habituais. ¥

QUADRO 1 ;
Dados clfnicos e da Lavagem Broncoalveolar dos doentes
estudados
Total de
Doente n.t | Idade/sexo | Disgnostico(ny | TIPOdeabveclite | % Eocindflios Dol
1 4M FP1 N+E 15,6 10,6
2 40M FP1 L+E 4.8 . 14,6
3 10/F FP1 L+N+E 7.4 6,1
4 44/F FP1 L+N+E 12,6 3.6
s 72/F FP1 N+E 10,6 4.8
6 68/M FP1 L+N+E 12,2 9.5
7 46/F FP1 L+N+E 6,4 32
8 49M FPD E 42 2,4
9 54M FPD N+E 53 0,4
10 36/F FPD N+E 64 e
11 55M FPD L+E 22,5 9.0
12 28M Sarcoidose L+E 4,7 2,2
13 33M PH L+N+E 4.4 5.0
14 3T PH L+E 5 6,8
15 60/F SPE E 86,9 138,2
16 15M SPE E 76.2 238,5

(1) FPI - Fibrose Pulmonar Ildiopdtica; FDP - Fibrose Pulmonar Difusa;
PH - Pneumonite de Hipersensibilidade; SPE - Sindrome Pulmonar Eosinofilico
(2) N - Alveolite neutrofilica (> 5% de neutrdfilos), L - alveolite linfocitica
(> 15% de linfécitos), E - eosinofilica (> 4% de eosindfilos)

LAVAGEM BRONCOALVEOLAR:

A LBA, bem como o seu processamento, foi
realizada segundo as recomenda¢des do European
Society of Pneumology Task Group on BAL !,
utilizando 4 x 50 ml de soro fisiolégico tamponado
a 37° C, num dos subsegmentos do lobo médio ou
lingula. O liquido recuperado foi mantido a 4° C
e transportado de imediato ao laboratério.
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CELULAS NA LBA:

Apo6s chegada ao laboratorio, as 3 dltimas amostras
recuperadas foram misturadas de imediato e avaliada
a sua celularidade total, em cAmara de Newbauer,
e viabilidade pela exclusdo do azul de tripano.
A contagem diferencial foi realizada em preparagdes
de citocentrifuga, centrifugando 50 pl da amostra,
contando por microscopia 6ptica € com grande
ampliagdo 500 leucéeitos, em laminas coradas pelo
Wright-Giemsa.

PROTEINAS DA LBA:

Uma amostra da LBA foi centrifugada para
recupera¢do do sobrenadante e este congelado em
partesiguaisa-20° C, até arealizag@o dos doseamentos.
A IgG e Albumina foram doseadas em amostras nio
concentradas por imunonefelometria cinética **, usando
o nefelémetro QM 300, imunossoros e¢ amostras
padrdo da Kallestad Diagnostics com um limite de
doseamento de 1,1 mg/100 ml para a IgG e de 4,2 mg/
/100 ml para a Albumina. Os limites de confianga de
95% em séries publicadas sdo inferiores a 2,2 mg/
/100 ml para a IgG e inferiores a 9,1 mg/100 ml para a
Albumina. * Em 14 casos, foi possivel medir a ECPem
amostras ndo concentradas por um método
radioimunol6gico ** (ECP Ria Pharmacia) seguindo
instrugdes do fabricante. Resumidamente, a ECP da
amostra compete com ECP marcada radioactivamente
para um atc monoclonal anti-ECP; os complexos atg-
-atc assim formados sdo precipitados por dois atc
policlonais, um dos quais ligado a Sepharose. A
radioactividade no precipitado é inversamente
proporcional a quantidade de ECP na amostra, sendo o
limite inferior de doseamento de 2 pg/l. Os valores
normais de referéncia publicados para este método sao
< 16 pg/ml no soro * e < 5 ug/ml na LBA. 2

IMUNOCITOQUIMICA:

A expressdo de antigénios de superficie nas células
da LBA foi estudada em preparagdes de citocentrifuga
previamente congeladas, pelo método da fosfatase
alcalina anti-fosfatase alcalina APAAP *, usando os
anticorpos monoclonais EG2 (Pharmacia)e anti-CD11b
(Dako) em dilui¢bes apropriadas. Como controlo
utilizaram-se também esfregacos de sangue de um
doente com Sindrome Hipereosinofilico Idiop4tico,
onde 65% dos eosindfilos marcaram com o anticorpo
EG2 e 95% com o anti-CD11b.

CELULAS DA LBA:

Os dados da LBA mostraram um aumento da
celularidade totalem 11 casos, apresentando 9 doentes
uma recuperagdo do volume total instilado inferior a
50%. Os 2 casos de SPE (n.% 14 e 15) apresentaram
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as eosinofilias mais significativas (86,9 e 76,2%).
Na maioria dos doentes (14 em 16) verificou-se, para
além da existéncia de uma alveolite eosinofilica, um
aumento concomitante de linf6citos e/ou neutréfilos
(Quadro1). A eosinofilia periférica (> 500/mm?) estava
presente em apenas 3 doentes, simultaneamente 0s
casos com maior eosinofilia da LBA (casos 2, 15, 16).

Excluindo os 2 SPE (de evolugdo clinica mais
rdpidae com marcadaeosinofiliada LBA), verificdmos
que os doentes com FPI apresentaram valores relativos
de eosinofilia significativamente mais elevados do que
os restantes doentes (média geométrica FPI = 12,9 +
+2,2 versus 6,1 + 1,8%, p = 0,04, Mann Whitney test)
e que havia uma correlagio significativa entre a
percentagem de eosin6filos e o grau de hipoxemia em
repouso (r=-0,68,p=0,02, Spearmanrank correlation).

PROTEINAS DA LBA:

A maior parte dos doentes (10/14; 71%)
apresentaram niveis aumentados de IgG na LBA
concomitantemente com aumentos da albumina
(Quadro 2) com uma correlagio significativa entre as
duas proteinas (r = 0,89, p = 0,001).

QUADRO 2

Proteinas no liquido de Lavagem Broncoalveolar e
marcadores de activigdo eosinofilica

Cason* | Diagnodteo | LsG | ALB | BCP [ BG2+ | CDUlb+ | MacBG2+ | Bos%
I mo(ulolulws | u M| I8
) mole|wle o wl kG
3 m |ululaly | u o u
| m o lsim nlm|a o
i | mimlelslul oy n o
1 | m lulululaln | g
t | m i ulalplu HoLo
{ I m [(uilelaluwl oy |y
LI m el |uiwln 8|
B | w W lulalnlu 5 | U
8l m imlwslalal u L lu
L\ ialn iy nlyp wo| s
B @ e inlniwly 0w
e R T
1 ol s e u |
(EPH) GO 1Oy 6O @ | @ i 10

1gG, Alb (mg/100 ml); ECP (ug/l); EG2+,CD11b, MacEG2+ e Eos
em % de células do LBA.

12

Um aumento da ECP (> 5 ng/ml) estava presente
em 57% dos doentes. Os seus niveis correlacionaram-
-se directamente com o nimero relativo de eosin6filos
na LBA (ECP/Eos % r = 0,60, p = 0,03), quando se
incluiu os dois SPE, 0s casos que apresentaram valores
mais elevados destes dois pardmetros (Quadro 2 e 3).
Narestante patologia do intersticio pulmonar os niveis
de ECPforam mais elevados na FPI (média geométrica
6,6 £ 2,1 pg/L versus 2,4 + 3,4 pg/L).

Figura 1 - Imunocitoquimica do caso n.? 15. A reactividade com o
anticorpo monoclonal EG2 (a Direita) é demonstrada pela coloragao
vermelha dada pelo substrato, comparativamente com o de um esfregaco
controle (a Esquerda) sem adi¢do desse anticorpo (APAAP, x50).

Figura 2 - Expressao do CD11b nos eosindfilos no caso n.? 15, no sangue
(A) e na LBA (B) (APAAP, x200). E evidente a maior intensidade de
marcagdo nos eosindfilos pulmonares.
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IMUNOCITOQUIMICA:

A utilizagio dos anticorpos monoclonais EG2 e
anti-CD11b permitiu verificar sinais de activagao
celular numa percentagem importante dos eosinéfilos
recuperados na LBA: 71 + 18% (52 a 100%) EG2+ ¢
28 +27% (4 a 37%) CD11b+ (Fig. 1 e 2). O nimero
relativo de eosinéfilos EG2+ na LBA - 8,4 + 1,3%
(média geométrica e erro padrio da média) foi
significativamente maior que os CD11b+-2,3+1,5%
(p=0,026, Mann Whitney test) e estava particularmente
elevado nos SPE (Quadro 3) e nas FPI (10,0 + 2,0%
versus 4,0 + 2,2% nas outras patologias do intersticio,
p = 0,05). Apesar de percentualmente mais baixa que
a EG2, aexpress@io de CD11b nos eosinéfilos da LBA
foi caracteristicamente mais intensa do que nos
circulantes (Fig. 2). O seu nimero relativo na LBA
correlacionou-se com o de eosinéfilos EG2+ (r=0,61,
p = 0,03, Sperman rank correlation).

Comparando a expressdo destes marcadores de
activagdo eosinofilica com as proteinas da LBA
verificamos que, quando se incluia os dois SPE, se
correlacionaram significativamente com os niveis de
ECP (EG2r= 0,63, p =0,02) e com os niveis de 1gG
(EG2/1gGr=0,57,p=0,04; CD11b/IgGr=0,64,p =
=0,02).

O anticorpo monoclonal EG2 marcou também
alguns macré6fagos alveolares (Fig. 3), praticamente
emtodos os casos estudados (Quadro 2). A suapresenga
correlacionou-se significativamente com a eosinofilia

T A

Figura 3 - Reactividade do anticorpo monoclonal EG2 com eosindfilos e
macrdfagos alveolares ( |) na LBA do caso n.? 15. (A) Presenga de intensa
eosinofilia e extensa hemorragia alveolar, contendo alguns macrdfagos
pigmento hemossidérico (APAAP x50). (B) A marcagao EG?2 estd presente
nos eosindfilos e também no citoplasma de alguns macrdfagos
alveolares (*) (x200).
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da LBA (eosindfilos % r = 0,65, p = 0,02) com a
expressdao percentual de EG2 nos eosinéfilos
pulmonares (r=0,70, p=0,01) e com os niveis de ECP
na LBA (r = 0,58, p = 0,04).

Apesar da correlagdo negativa entre a percentagem
de eosindfilos na LBA e a PaO, em repouso que
referimos, nao encontramos qualquer outra correlagdo
significativa entre os marcadores de activagdo
eosinofilica e os dados da avaliagao funcional
respiratoria.

DISCUSSAO

Neste estudo, em que investigamos a activagao de
eosinéfilos pulmonares obtidos pela LBA em doengas
do intersticio, podemos concluir que:

1) a presenga de eosindfilos activados, i.e. que
exprimem as formas excretadas da ECP/EDN (EG2+)
ou CR3 (CD11b+), ¢ um dado frequente nas alveolites
eosinofilicas (EG2+ 52 a 100% e CD11b+ 4 a 37%);

2) a ECP, um dos mediadores citot6xicos pré-
-formados nos granulos dos eosinéfilos, encontra-se
muitas vezes em concentra¢des elevadas na LBA das
patologias que se acompanham de alveolite eosinofilica,
correlacionando-se os seus niveis com o nimerorelativo
de eosindfilos activados;

3) nas eosinofilias que acompanham as alveolites
mistas de algumas doengas do intersticio pulmonar, a
presenga de eosindfilos activados correlaciona-se
significativamente com as concentragdes de IgG no
LBA, traduzindo possivelmente a sua relagdo com o
grau de inflamagdo intersticial;

* 4) a forma excretada da ECP/EDN, estudada pela
reactividade por imunocitoquimica com o anticorpo
EG2, parece estar também presente nalguns macréfagos
alveolares, sobretudo nos casos de maior eosinofilia e
naqueles com maior expressdao deste antigénio nos
eosinéfilos pulmonares. Assim, sugerimos que estas
células poderdo estar envolvidas na capt¢do de ECP
excretada no intersticio e/ou espago alveolar,
possivelmente através da sua interac¢do com alfa2-
-macroglobulina * e dos receptores macrofagicos para
os complexos alfa2-macroglobulina-proteinase. *

No nosso estudo a Fibrose Pulmonar Idiop4tica foi
a entidade mais representada e os Sindromes
Pulmonares Eosinofilicos a patologia com eosinofilia
mais significativa (Quadro 1), o que estd de acordo
com outras séries publicadas. > 23 3. %

No nosso grupo de doentes com eosinofilias mais
moderadas (casos I a 14) o nimero relativo de
eosinofilos correlacionou-se com a gravidade da
hipoxemia o0 que, possivelmente, representa a sua
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reconhecida patogenicidade nestas patologias. 2224041
Neste estudo, a exclusdo dos SPE, o subgrupo com
FPI foi o que evidenciou maior activagio eosinofilica
naLBA (% Eos, % eos EG2+e concentra¢des de ECP),
0 que esté de acordo com dados clinicos obtidos pelo
seguimento de doentes com FPI, que tém demons-
trado que a eosinofilia se associa a pior evolugio e 2
. necessidade de terapéutica com ciclofosfamida. *-#

Estd hojeemdia bem estabelecido que os eosin6filos
sdo células potencialmente agressoras do parénquima
pulmonar, 446 respondendo a um grupo de estimulos
quimiotaticos que podem ser gerados no pulmio -
- PAF, leucotrieno B4, C5a e factores quimiotéticos
dos mastdcitos. %+’ Dados recentes apontam, também,
para um contolo da sua diferenciag¢ao e activagao por
citoquinas, como a IL5S e GM-CSF produzidos por
linfécitos T 324750 e outra células do parénquima
pulmonar, %3

Algumas observagdes do nosso estudo reforgam
também a hip6tese de uma interac¢io entre linf6citos
e eosindfilos activados na inflamagdo do intersticio
pulmonar. Assim, nas formas mais habituais de alveolite
eosinofilica por nés observadas - eosinofilias moderadas
acompanhando alveolites mistas - foi frequente a
presenga simultanea de linfocitose da LBA (9 dos
primeiros 14 casos, Quadro 1), sobretudo nos doentes
com menor tempo de evolug@o. Também, a correlagao
directa entre eosindfilos activados e niveis de IgG da
LBA sugerem que essa activag@o «in vivo» se rela-
ciona com o grau de inflamago intersticial.

Apoiando a existéncia de uma activagio «in vivo»
destas células nas doengas do intersticio com alveolite
eosinofilica, encontramos no liquido da LBA niveis
elevados de ECP em 57% dos casos e uma correlagdo
significativa dos seus niveis com o nimero relativo de
eosindfilos EG2+ ou CDI11b+. A ECP, um dos
principais mediadores citot6xicos dos eosindfilos, é
uma das proteinas catiénicas pré-formadas nos seus
granulos, ** » com semelhangas bioquimicas,
antigénicas e funcionais com a EDN, ambas
possivelmente membros da «superfamilia» génica das
RNases. & 2 2.5 A sua excre¢do parece ocorrer
selectivamente apOs estimulos fagociticos e via
receptores para o complemento 5 e para a IgG na
membrana celular do eosindfilo. *® A sua presenga em
liquidos biol6gicos ! 1*1517 ¢ nos tecidos 3! tem sido
relacionada com a activagao «in vivo» destas células.

O facto de nio encontrarmos qualquer correlagio
entre 0s niveis de ECP na LBA e os parametros de
deteriora¢do funcional respirat6ria, j4 descrita por
outros autores na FPI, ' pensamos poder ser atribuida
aheterogeneidade da populagio por nés estudada, com
um nimero mais limitado desta patologia.

14

As correlagdes encontradas entre os marcadores de
activa¢do - EG2/CD11b - e destes com os niveis de IgG
e de ECPna LBA, sugerem que as intera¢des descritas
«in vitro» entre os receptores celulares para o
complemento, a citoxicidade mediada pela IgG e a
excregdo selectiva de ECP * 3% podem também estar
envolvidas na patogenia de algumas doengas
pulmonares intersticiais.

O estudo por imunocitoquimica de antigénios
preferencialmente expressos em eosin6filos activa-
dos, ***-! permitiu-nos confirmar que a sua migragao
para o intersticio pulmonar e espago alveolar se
acompanha de activagdo celular e excre¢ido de
mediadores citotoxicos dos seus granulos (Fig. 1 e 2,
Quadro 2). O anticorpo EG2 n3oreage com eosin6filos
circulantes normais, reconhecendo uma estrutura
antigénica comum 2 ECP e EDN nas suas formas
excretadas apOs activagdo celular «in vivo» ou
«in vitro», 3.5

Excepto num caso de suberose com intensa
linfocitose (n.? 13, Quadro 1), a reactividade dos
eosinofilos com o anticorpo EG2 foi sempre maior que
ado anti-CD11b (Quadro 3), mas com uma correlagio
significativa entre a percentagem de células positivas
comcadaum dos marcadores, 0 que nos parece suportar
ahipdtese de que arelagio selectiva entre a estimulagio
via CR3 e aexcregio de ECP nos eosin6filos > possa
também existir «in vivo». O CD11b, a cadeia alfa do
receptor 3 do complemento (CR3), é uma proteina de
adesdo celular, ** cuja expressdo nos eosin6filos é
heterogénea*(Fig. 2) e que aumenta significativamente
apos estimulagdo «in vivo» ou «in vitro»,*3%32estando
particularmente envolvido na adesdo leucocitéria e
endotelial de eosindfilos activados nomeadamente pelo
PAF e interleucina 5 e na potenciagdo da sua
citotoxidade. 32385

No nosso estudo, nos casos em que foi efectuada
simultaneamente a marca¢cdo CD11b no sangue
periférico com a da LBA, esta, apesar de hetero-
génea, foi sempre mais intensa nos eosin6filos do
pulmio (Fig. 2).

A reactividade inesperada de alguns macr6fagos
alveolares com o anticorpo monoclonal anti-EG2, que
nos parece ser uma observagdo original, podera
eventualmente representar uma reacgao inespecifica
ou de mera localizagdo extracelular da proteina que
identifica. *°° No entanto, apesar de frequentemente
aparecer em célular adjacentes a eosinofilos positivos
e por vezes surgir alguma reactividade extracelular,
a marcagao surge também em macréfagos isolados e
associada aos seus vacuolos e granulos intracitoplas-
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maticos (Fig. 3) Estalocalizagio selectivae a correlag@o
significativa com a eosinolifia e a expressao de EG2
nos eosinofilos da LBA, sugerem-nos um papel destas
células na eventual captagio e metabolismo da ECP.
Também, a descri¢do de uma reactividade marcada
com este anticorpo nos granulomas de dois doentes
com Sindrome de Churg-Strauss, *' favorece a
verdadeira especificidade desta marcagio, ji que € o

caso da nossa série (Quadro 3, Fig. 3) em que-

encontramos uma maior positividade dos macréfagos
alveolares.

O mecanismo de eliminagio «in vivo» da ECP ndo
estdo estabelecido ** mas a sua ligagdo 2 alfa2-
-macroglobulina sugere a possibilidade da sua captagao
celular. O facto dos macré6fagos alveolares produzi-
rem alfa2-macroglobulina ® e de poderem captar
complexos proteinase-alfa2-macroglobulina*- torna
esta hip6tese particularmente atraente. Por outro lado,
foi j4 anteriormente descrito um aumento dos niveis de
alfa2-macroglobulina do LLBA nas doengas
pulmonares intersiticiais em actividade, *> % o que
reforga a ideia que a produgio local de alfa2-
-macroglobulina pelo macréfago alveolar poderd
contribuir para a actividade moduladora destas
células em relagdo 2 agressdo pulmonar por varios
estimulos * % e, nomeadamente, pela ECP.

Em conclus?o, este estudo parece-nos confirmar a
hipétese colocada de que nalgumas doengas pulmonares
intersticiais o recrutamento de eosinéfilos ao pulmao
acompanha-se da sua activagdo local, mesmo na
auséncia de um mecanismo mediado pela IgE,
envolvendo possivelmente uma agressao tecidular pela
excre¢do da sua Protefna Cati6nica. A medigdo desta
no liquido de Lavagem Broncoalveolar relaciona-se
bem como a expressao de marcadores de actividade no
eosindfilo, sugerindo que os seus niveis poderdo dar
alguma informagio clinica sobre a intensidade da
agressao pulmonar pelos eosindfilos. Por outro lado, 0
desenvolvimento recente de firmacos com uma
importante acgio inibitéria sobre os eosinéfilos *
permite perspectivar, no futuro, uma intervengao
terapéutica mais selectiva nas doengas que, de uma
forma aguda ou crénica, envolvem O seu recrutamento
e activag¢io no intersticio pulmonar.
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