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Resumo 

 A doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC) é uma doença comum evitável e 

tratável, caracterizada por dificuldades respiratórias persistentes, geralmente progressiva e 

associada a respostas inflamatórias crónicas nas vias respiratórias e pulmões devido a 

partículas ou gases nocivos, sendo uma das suas principais causas o fumo de tabaco. A DPOC é 

agravada pelas exacerbações e comorbilidades. A organização mundial da saúde previu que 

por volta de 2030 se tornará na terceira principal causa de morte. Consequentemente, é 

muito importante compreender o seu funcionamento e as alterações que provoca nos 

doentes.  

Sabe-se atualmente que a resposta inflamatória pulmonar em doentes com DPOC 

provoca alterações nas populações linfocitárias, podendo, contribuir para o agravamento da 

doença. Assim, o principal objetivo deste trabalho foi determinar populações linfocitárias em 

leucócitos isolados de amostras de sangue periférico de doentes com DPOC recorrendo à 

citometria de fluxo.  

 A população de estudo foi constituída por oito dadores de sangue saudáveis, os quais 

constituem o grupo de controlo, e por oito doentes com DPOC. Após serem marcadas com 

anticorpos específicos, as populações linfocitárias foram quantificadas por citometria de 

fluxo.  

Os principais resultados obtidos foram o aumento de linfócitos T CD8+highCD28- no 

sangue periférico de doentes com DPOC quando comparados com o grupo de controlo. Por 

outro lado, os níveis de linfócitos B (CD19+) estavam bastante diminuídos no sangue periférico 

de doentes com DPOC, quando comparados com as pessoas saudáveis. Estes resultados 

experimentais foram discutidos no contexto de uma pesquisa bibliográfica na base de dados 

PubMed sobre populações linfocitárias em doentes com DPOC. 

   

Palavras-chave 

DPOC; linfócitos T; linfócitos B; linfócitos NK e NKT. 
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Abstract 

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a preventable and treatable common 

disease characterized by persistent difficulty in breathing, often progressive and associated 

with chronic inflammatory responses in the airways and lungs due to noxious particles or 

gases in particular due to tobacco smoke. COPD is aggravated by exacerbations and 

comorbidities. The World Health Organization has predicted that by 2030 it will become the 

third leading cause of death. Therefore it is very important to understand its functioning and 

the changes caused in patients.  

It is now known that the pulmonary inflammatory response in patients with COPD 

causes changes in lymphocyte populations, which may contribute to the worsening of the 

disease. Thus, the main objective of this study was to determinate lymphocyte populations in 

isolated leukocytes from peripheral blood samples of patients with COPD, using the flow 

cytometry. 

The study population included eight healthy blood donors who are part of the control 

group, and eight patients with COPD. After being labelled with specific antibodies, the 

lymphocyte populations were quantified by flow cytometry. The main results obtained were 

an increase on number of CD8+highCD28-T cells in patients with COPD compared to the 

control group. On the other hand the number of B lymphocytes (CD19+) cells was very 

diminished in patients with COPD when compared with healthy people. These experimental 

results were discussed under the scope of PubMed Database bibliographic research on 

lymphocyte population on CPOD patients. 

 

 

Keywords 

 

COPD; T lymphocytes; B lymphocytes; NK and NKT lymphocytes. 
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Capítulo 1 

 

Introdução 

1.1 Doença pulmonar obstrutiva crónica: características, 

relevância e implicações na saúde 

A doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC) é uma doença comum evitável e 

tratável, sendo caracterizada por uma limitação respiratória persistente que é geralmente 

progressiva e associada a uma resposta inflamatória crónica nas vias respiratórias e pulmões 

devido a partículas ou gases nocivos (1, 2). As exacerbaçõesa e comorbilidadesb, contribuem 

para a gravidade global de cada doente (2, 3). A DPOC afeta mundialmente mais de 200 

milhões de pessoas e, segundo a organização mundial de saúde, é a quarta principal causa de 

morte. O principal fator de risco ambiental é o fumo do tabaco havendo 20% dos fumadores a 

desenvolver DPOC (4).  

Prevê-se que esta doença tornar-se-á num dos principais desafios da saúde nas 

próximas décadas. Estudos de prevalência sugerem que até um quarto dos adultos com 40 

anos, ou mais, possuem uma leve obstrução das vias respiratórias. A organização mundial da 

saúde prevê que por volta de 2030 se tornará na terceira principal causa de morte (5). A 

inalação de fumo de tabaco e de outras partículas nocivas, como fumo de combustíveis de 

biomassa, causam inflamação pulmonar. Esta resposta inflamatória crónica pode induzir 

destruição dos tecidos do parênquima (resultando em enfisema) e pode perturbar os 

mecanismos de reparação e de defesa normais (resultando em fibrose das pequenas vias 

respiratórias). Estas alterações patológicas levam ao aprisionamento de ar e a limitações 

progressivas do fluxo respiratório, e por sua vez à falta de ar e outros sintomas característicos 

da DPOC.  

A limitação crónica do fluxo respiratório, característica da DPOC, pode ser causada 

por bronquiolite obstrutiva e/ou pela destruição do parênquima pulmonar (enfisema), sendo 

que as contribuições relativas destas duas patologias variam de pessoa para pessoa (6). A 

bronquite crónica (BC) é uma entidade clínica e epidemiológica, definida como a presença de 

tosse e expetoração durante pelo menos 3 meses em cada um de dois anos consecutivos. A 

tosse crónica e produção de expetoração são sintomas de hipersecreção de muco nas vias 

respiratórias proximais (7). A bronquite crónica é considerada uma das principais 

                                                           
a Eventos agudos caracterizados pelo agravamento dos sintomas respiratórios do doente que estão para 
além das variações normais do dia-a-dia e levam a uma alteração da medicação [2]. 
 
b Doenças que geralmente não alteram o tratamento da DPOC e são tratadas como se o doente não 
tivesse DPOC; estas coexistem com a DPOC e podem ter um impacto significativo no prognóstico [2]. 
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manifestações da DPOC, mas a sua prevalência é muito variável. Em estudos de base 

populacional foi encontrada menor prevalência (14-30%) (8), sendo esta maior em estudos 

clínicos (27.3-74.1%) (9). Segundo certos estudos, a BC pode ser uma desordem pulmonar 

independente, que pode ou não estar associada com a DPOC. Contudo a BC não é uma 

manifestação inconsequente em doentes com DPOC e está associada com maior risco de 

mortalidade (10), exacerbações frequentes, incluindo aquelas que requerem hospitalização, 

sintomas respiratórios mais graves, limitação de atividade física, pior estado geral de saúde 

(8) e maior progressão da doença (7). Alguns dados mostram que a exposição ocupacional a 

poeiras do ar, gases e vapores está consistentemente associada à bronquite crónica e a uma 

maior capacidade de difusão pulmonar. Isto sugere que a exposição ocupacional em doentes 

com DPOC produz bronquite em vez de enfisema (11). Os enfisemas são uma manifestação 

histopatológica da DPOC (12) e são definidos anatomicamente pelo permanente alargamento 

destrutivo dos espaços respiratórios distais aos bronquíolos terminais, sem fibrose óbvia (13). 

Estes provocam uma diminuição do recolhimento elástico levando, consequentemente, à 

diminuição da permeabilidade das pequenas vias respiratórias durante a expiração, causando 

uma limitação no fluxo respiratório, que não é totalmente reversível, e a um aumento do 

volume residual pulmonar (12).  

Apesar da DPOC ser primariamente uma doença dos pulmões, existe atualmente uma 

constatação de que muitas das manifestações da doença ocorrem fora do pulmão, tais como 

caquexia, disfunção muscular esquelética (DME), depressão e osteoporose (14). Todas estas 

manifestações potenciam a morbidez da DPOC, levando ao aumento de hospitalização e 

custos de saúde (3). 

Apesar dos conhecimentos que existem sobre a DPOC, ela permanece com 

mortalidade crescente, provavelmente porque não se procura o diagnóstico precoce e a 

prevenção como foi feito noutras doenças (doença arterial coronária, cancro e enfartes). 

Sendo, assim, torna-se necessário o desenvolvimento de novas formas para diagnosticar 

antecipadamente esta doença, uma vez que a DPOC é evitável na sua fase inicial (15).   

A prevalência, a morbilidade e a mortalidade da DPOC variam entre países e entre 

diferentes grupos nesses mesmos países. Sendo resultado de uma exposição crónica, muitas 

vezes a prevalência da DPOC está diretamente relacionada com os hábitos tabágicos, ou em 

certos países com simples facto de andar na rua, exposição no trabalho, e estar sujeito a 

poluição em espaços fechados (esta última resultante da queima de madeira e outros 

combustíveis de biomassas), sendo estes considerados os principais fatores de risco (2). A 

prevalência da DPOC (no estadio 1) é sensivelmente maior em fumadores e ex-fumadores, 

com mais de 40 anos em comparação com aqueles com menos de 40 anos, do que em não 

fumadores e é maior em homens do que em mulheres (6). Medidas de morbilidade incluem 

tradicionalmente consultas médicas, visitas ao departamento de emergência e 

hospitalizações. A morbilidade por DPOC aumenta com a idade (16, 17) e pode ser afetada 
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por outras condições crónicas de comorbilidades (por exemplo, doença cardiovascular, ou 

diabetes mellitus), que são frequentes em doentes com DPOC e podem ter impacto sobre o 

estado de saúde do doente, bem como interferir com a gestão de DPOC.  

O baixo reconhecimento e subdiagnóstico da DPOC ainda afetam a precisão dos dados 

de mortalidade (18) com a DPOC a ser, frequentemente, listada como uma causa contribuinte 

para a morte ou sendo completamente omitida na certidão de óbito (19). Como 

anteriormente referido, prevê-se um aumento da mortalidade da DPOC, sendo este 

impulsionado principalmente pela expansão da epidemia do tabagismo, redução da 

mortalidade por outras causas comuns de morte e envelhecimento da população mundial. 

Apesar das campanhas contra o tabagismo, a prevalência da doença e as taxas de mortalidade 

por DPOC continuará a aumentar, também devido a outro aspeto importante: a falta de 

conhecimento que muitos doentes têm sobre a doença (18). 

1.2 Diferença entre DPOC e asma 

Tanto a DPOC como a asma são doenças respiratórias obstrutivas crónicas que 

envolvem inflamação nas vias respiratórias e podem ser difíceis de distinguir (13, 20). 

Doentes assintomáticos com risco de DPOC, principalmente fumadores, nem sempre são 

testados a nível da deterioração da função pulmonar pelos seus médicos de cuidados 

primários, e desse modo, aos doentes com sintomas de DPOC pode ser diagnosticada asma 

(15).  

A asma é uma doença inflamatória crónica das vias respiratórias na qual participam 

diferentes tipos de células. A inflamação crónica está associada a hiperresponsividade das 

vias respiratórias, que levam a episódios recorrentes de pieira, falta de ar, aperto no peito e 

tosse, particularmente à noite ou no início da manhã. Estes episódios são normalmente 

associados com ampla, mas variável, obstrução ao fluxo respiratório no pulmão, que muitas 

vezes é reversível espontaneamente ou com tratamento (20). Ao contrário da asma, a 

limitação respiratória da DPOC não é completamente reversível, e é normalmente 

progressiva, mas os sintomas podem ser difíceis de distinguir dos asmáticos, principalmente 

quando estão em causa os asmáticos idosos e fumadores (21, 22). Outro problema, é que a 

asma e a DPOC podem envolver tipos de células inflamatórias recrutadas comuns, diferindo 

apenas na sua localização no pulmão (23). Contudo observou-se que os doentes com asma 

possuem mais sensibilidade alérgica, maior eosinofilia no sangue periférico, lavagem 

broncoalveolar  e escarro, níveis mais elevados de imunoglobulinas IgE sérica, maiores 

aumentos no volume expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1) após tratamento com 

corticosteroides e menor histórico de consumo de tabaco, quando comparados aos doentes 

com DPOC (22, 24).  
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1.3 Fisiopatologia da DPOC: estadiamentos GOLD e efeitos 

sistémicos de doentes com DPOC 

As alterações patológicas nos pulmões levam a alterações fisiológicas características 

da doença, incluindo a hipersecreção de muco, disfunção ciliar, limitação do fluxo 

respiratório, hiperdilatação pulmonar, anomalias nas trocas gasosas e hipertensão pulmonar. 

Geralmente desenvolvem-se, por esta ordem, com a evolução da doença. A hipersecreção do 

muco e a disfunção ciliar levam à tosse crónica e à produção de expetoração. Estes sintomas 

podem estar presentes durante muitos anos antes de outros sintomas ou anomalias fisiológicas 

se desenvolverem. A limitação do fluxo respiratório, medida através da espirometria, é a 

mudança fisiológica característica da DPOC e a chave para o diagnóstico da doença. É causada 

principalmente por obstrução fixa das vias respiratórias e pelo consequente aumento na 

resistência das vias respiratórias. A destruição das conexões alveolares, que inibem a 

capacidade das pequenas vias respiratórias manter a permeabilidade, desempenha um papel 

menor (25). A gravidade da DPOC é determinada pelo grau de limitação do fluxo respiratório, 

e a progressão da doença é avaliada por um declínio no VEF1 (26).  

Tabela 1 - Classificação espirométrica da doença pulmonar obstrutiva crónica baseada no VEF1 após 
broncodilatador. 

Categoria Gravidade VEF1 Sintomas 

GOLD 1* Suave 
VEF1/CFV < 0,70 

VEF1 ≥ 80% do previsto 

Tosse crónica 
Produção de expetoração (pode 

ou não estar presente) 

GOLD 2** Moderada 
VEF1/CFV < 0,70 

50% ≤ VEF1 < 80% do previsto 

Falta de ar 
Tosse 

Produção de expetoração 

GOLD 3 Severa 
VEF1/CFV < 0,70 

30% ≤ VEF1 < 50% do previsto 

Maior falta de ar 
Menor capacidade de exercício 

físico  
Fadiga 

Exacerbações repetidas  

GOLD 4 Muito Severa 
VEF1/CFV < 0,70 

VEF1 < 30% do previsto 
Sintomas severos 

A limitação do fluxo respiratório, determinado pela espirometria é dividida em quatro categorias (GOLD 
1, leve; GOLD 2, moderada; GOLD 3, grave e GOLD 4, muito grave) usando o VEF1 pós-broncodilatador. 
A razão fixa VEF1/ capacidade vital forçada (CVF) menor que 0,70 é também usada para definir a 
espirometria. *Doentes ainda não desconfiam que a sua função pulmonar está anormal. **Doentes 
começam a procurar ajuda médica. Modificado de (6). 

 

Uma maneira de classificar o estado da DPOC é um método baseado na população 

usando a classificação espirométrica da iniciativa global para a doença pulmonar obstrutiva 

crónica ou GOLD (do inglês Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease), em que as 

categorias GOLD 3 ou GOLD 4 indicam grande risco (Tabela 1). A Tabela 1 mostra a 

classificação da gravidade da limitação do fluxo respiratório na DPOC. Os pontos de mudança 

específicos de espirometria são usados para fins de simplicidade. A espirometria deve ser 

realizada após a administração de uma dose adequada de um broncodilatador inalado de 
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curta ação para minimizar a variabilidade (2). A espirometria é a medida mais reprodutível e 

objetiva para a limitação do fluxo respiratório disponível. Contudo ela por si só não pode ser 

usada de forma confiável, pois apesar da sua boa sensibilidade, possui uma fraca 

especificidade como único teste de diagnóstico. 

Além da severidade da limitação respiratória, na avaliação da DPOC, deve-se também 

considerar outros aspetos da doença, como é o caso do nível atual de sintomas do doente, o 

risco de exacerbações e a presença de comorbilidades (2). 

Estudos confirmam que a DPOC com exacerbações frequentes são vistas como um 

fenótipo distinto que acontece nas fases moderadas e graves da doença e que a incidência de 

exacerbações frequentes aumenta com o aumento da gravidade da doença constituindo, 

assim, um determinante muito importante na classificação da DPOC. Esta descoberta apoia a 

hipótese de que os doentes que estão mais sujeitos a exacerbações frequentes, alguns dos 

quais têm a doença mais branda, têm um fenótipo de suscetibilidade distinto que é 

relativamente estável ao longo do tempo e pode ser identificado com base na lembrança de 

eventos previamente tratados do doente (27). 

Recentemente, além das patologias pulmonares típicas da DPOC (isto é, bronquite 

crónica e enfisema), têm sido descritos vários efeitos que ocorrem noutros sistemas do 

organismo, como anteriormente referido, chamados de efeitos sistémicos da DPOC. Estes 

efeitos são clinicamente relevantes, pois podem modificar e ajudar na classificação e 

tratamento da doença (28). Em particular, dentro destes efeitos, cabe referir a DME, perda 

de peso e osteoporose. Vários estudos têm mostrado claramente que a DME contribui, 

frequente e significativamente para limitações das capacidades físicas e na qualidade de vida 

destes doentes. A identificação da DME como um grande efeito sistémico da DPOC tem 

aumentado o interesse na fisiologia do músculo-esquelético na DPOC de forma muito 

significativa e tem claramente contribuído para uma melhor definição do papel do exercício 

físico (29, 30) e dos programas de reabilitação na gestão clínica desses doentes (31, 32). A 

DME na DPOC tem assim duas consequências óbvias: 1º) contribui significativamente para a 

perda de peso, um fator de prognóstico negativo nesses doentes (33), 2º) é uma das principais 

causas que limita o exercício (30), tendo um impacto profundo na qualidade de vida. Outros 

estudos demonstraram que a perda de peso (associada com perda de massa muscular), outro 

efeito sistémico da DPOC, é um fator de prognóstico negativo, Porém ao contrário das 

mudanças no VEF1, a perda de peso, em doentes com DPOC, é reversível com terapia 

adequada, e quando isso acontece o prognóstico melhora (33).  

A identificação da perda de peso e da DME como efeitos sistémicos da DPOC chamou a 

atenção para a importância do suporte nutricional, muitas vezes combinados com programas 

de exercícios, para a melhoria da qualidade de vida e prognóstico desses doentes, podendo 

ser visto como outro meio, complementar, na ajuda da classificação da doença (29, 34). Com 

base na importância da função muscular, na conhecida morbilidade e na qualidade de vida, os 

tratamentos devem ser baseados em caracterizações adequadas dos doentes. Estas 
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caracterizações precisam incluir, pelo menos, as avaliações da função do músculo-esquelético 

e respiratório da massa muscular (34).  

A osteoporose, definida como a degradação da microarquitectura do osso devido à 

diminuição da densidade mineral óssea (35), pode ter múltiplas causas, isoladamente ou 

combinadas, incluindo uma má nutrição, sedentarismo e tabagismo (36). Uma vez que a 

maioria deles já são considerados potenciais fatores patogénicos da DME na DPOC, podem, 

teoricamente, também contribuir para a osteoporose, e, neste contexto, a osteoporose 

excessiva em relação à idade também pode ser considerada um efeito sistémico da DPOC 

(37). 

Concluindo, a doença pulmonar obstrutiva crónica tem uma componente sistémica 

importante e a avaliação clínica da DPOC deve ter em consideração os componentes 

sistémicos da doença. O tratamento destes efeitos extrapulmonares parece ser importante na 

gestão clínica da doença. Uma melhor compreensão dos efeitos sistémicos da DPOC pode 

permitir novas estratégias terapêuticas que possam resultar num melhor estado de saúde e 

prognóstico para esses doentes (28). 

1.4 Tratamentos farmacológicos da DPOC: 

broncodilatadores versus anti-inflamatórios 

Existem várias classes de medicamentos para o tratamento das exacerbações da 

DPOC. Os broncodilatadores inalatórios são os principais agentes farmacológicos que 

melhoram os sintomas, diminuem as exacerbações, melhoram a capacidade física e a 

qualidade de vida dos doentes com DPOC (38). Broncodilatadores inalatórios podem ser, por 

exemplo, os β2-agonistas, em que a sua principal ação é relaxar as vias respiratórias do 

músculo liso, estimulando recetores β2-adrenérgicos (39), ou antagonistas do recetor 

colinérgico que funcionam competindo com a acetilcolina, inibindo a sua ação na zona de 

recetores do pulmão e, indiretamente, a contração do músculo liso das vias respiratórias (40). 

O primeiro pode ser de ação curta (por exemplo, salbutamol), ou de ação longa (por exemplo, 

fumarato de formoterol e xinafoato de salmeterol). Do mesmo modo, os antagonistas dos 

recetores colinérgicos podem ser de curta duração (por exemplo, brometo de ipratrópio) ou 

de longa duração (por exemplo, brometo de tiotrópio). Doentes com limitação respiratória 

leve podem ser tratados com um único broncodilatador seja salbutamol ou ipratrópio; ambos 

os fármacos são eficazes para aliviar sintomas e melhorar a respiração. Contudo a combinação 

de broncodilatadores de curta duração, agonistas do recetor β2-adrenérgico com antagonistas 

do recetor colinérgico, mostrou ter uma maior broncodilatação do que cada fármaco usado 

sozinho (39, 41). Assim como combinar agonistas do recetor β2-adrenérgico de longa duração 

com antagonistas do recetor colinérgico de curta duração mostrou melhorar a obstrução das 

vias respiratórias (42). 
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O facto de a DPOC estar associada com inflamação crónica, levou ao uso de anti-

inflamatórios esteroides, como por exemplo corticosteroides. Corticoides inalatórios, como a 

fluticasona ou budesonida têm sido usados para encurtar o tempo de recuperação, melhorar a 

função pulmonar, hipoxemia arterial, dimimuir o tempo de internação hospitalar (2, 43), 

melhorar os sintomas, a qualidade de vida e para reduzir a frequência de exacerbações em 

doentes com DPOC com VEF1 <50% (44). Porém os corticosteroides inalados possuem efeitos 

adversos como a candidíase oral, rouquidão da voz e contusões na pele. O tratamento a longo 

prazo com corticosteroides inalados tem demonstrado estar associada a um risco aumentado 

de pneumonia (45). Os corticosteroides orais não são recomendados como monoterapia de 

longo prazo em doentes com DPOC e têm numerosos efeitos secundários, se administrados 

dessa forma.  

Os antibióticos também costumam ser usados nas exacerbações quando os doentes 

têm sinais clínicos de infeção bacteriana, tais como um aumento de pus na expetoração (46). 

A duração recomendada de antibioticoterapia é geralmente 5-10 dias. A escolha do 

antibiótico deve basear-se no padrão local de resistência bacteriana (2).  

A avaliação da DPOC é feita considerando, separadamente, os sintomas atuais do 

doente, a severidade da anormalidade espirométrica, o risco de exacerbações e a presença 

de comorbilidades. Os guias GOLD recomendam o questionário do Conselho Médico Britânico 

Modificado ou mMRC (do inglês Modified British Medical Research Council), em que um nível 

alto de sintomas é indicado por um grau maior que dois ou no caso do Teste de Avaliação da 

DPOC ou CAT (do inglês COPD Assessment Test) um resultado maior que dez, este último com 

uma cobertura mais ampla no impacto da DPOC sobre a vida diária e bem-estar do doente. 

(47). A avaliação de espirometria é necessária para classificar a gravidade da limitação do 

fluxo respiratório. A melhor previsão para ter exacerbações frequentes (2 ou mais 

exacerbações por ano) é a história de eventos tratados anteriormente, que neste caso 

indicam maior risco (48). A avaliação de comorbilidades é essencial na DPOC, uma vez que 

estas podem influenciar a mortalidade e hospitalizações (49). Combinando estas avaliações da 

DPOC surgem quatro grupos de doentes com DPOC (Tabela 2) (2). O grupo A (baixo risco, 

menos sintomas): GOLD 1 ou 2 (limitação respiratória leve ou moderada) e/ou 0-1 

exacerbações por ano e grau de mMRC 0-1 ou resultado CAT <10; o grupo B (baixo risco, mais 

sintomas): GOLD 1 ou 2 (limitação respiratória leve ou moderada) e/ou 0-1 exacerbações por 

ano e grau de mMRC ≥ 2 ou resultado CAT ≥10; o grupo C (alto risco, menos sintomas): GOLD 3 

ou 4 (limitação respiratória severa ou muito severa) e/ou ≥2 exacerbações por ano e grau de 

mMRC 0-1 ou resultado CAT <10; o grupo D (alto risco, mais sintomas): GOLD 3 ou 4 (limitação 

respiratória severa ou muito severa) e/ou ≥ 2 exacerbações por ano e grau de mMRC ≥ 2 ou 

resultado CAT ≥ 10 (49).  

Um modelo proposto para a gestão farmacológica inicial de DPOC de acordo com a 

avaliação dos sintomas individualizados e risco de exacerbações é apresentado na Tabela 2. 

Para os doentes do grupo A, que possuem poucos sintomas e um baixo risco de exacerbações, 
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é recomendado o uso de um broncodilatador de curta duração ( β2-agonistas ou 

anticolinérgicos) como primeira escolha com base nos seus efeitos sobre a função pulmonar e 

falta de ar. Como segunda opção pode-se usar uma combinação de broncodilatadores de curta 

duração ou a introdução de um broncodilatador de longa duração (2, 49). Contudo as 

evidências são um pouco fracas, pois existem poucos estudos sobre a combinação de 

broncodilatadores, e a maioria dos ensaios de terapia com broncodilatadores de longa 

duração foram realizados em doentes com limitações respiratórias mais graves (50). A 

teofilina, um broncodilatador oral fraco, é um inibidor de fosfodiesterase não seletivo que 

pode ser uma escolha alternativa. Este fármaco possui propriedades anti-inflamatórias. 

Contudo, possui efeitos adversos como dor de cabeça, náuseas e insónia (51). A escolha entre 

β2-agonistas, anticolinérgicos, teofilina, ou terapia combinada depende da disponibilidade 

desses medicamentos e resposta do doente (52). 

Os doentes do grupo B possuem sintomas mais significativos, mas continuam com um 

baixo risco de exacerbações. Os broncodilatadores de longa duração são superiores 

comparativamente ao de curta duração sendo, portanto, recomendados (sejam β2-agonistas 

ou anticolinérgicos) (50). Não há evidências para recomendar uma classe de 

broncodilatadores de longa duração sobre outra para o tratamento inicial. Em cada doente, a 

escolha tem de depender da perceção do alívio dos sintomas do doente. Para doentes com 

falta de ar grave, uma segunda opção é a combinação, por exemplo, de broncodilatadores de 

longa duração anticolinérgicos com β2-agonistas (49, 53). Os doentes que são tratados com a 

combinação de broncodilatadores de longa duração devem ser cuidadosamente seguidos e os 

efeitos desse tratamento devem ser avaliados. Apenas foram relatados estudos, desta opção, 

a curto prazo. Escolhas alternativas incluem ainda broncodilatadores de curta duração ou 

teofilina (2). 

Doentes do grupo C têm poucos sintomas mas um alto risco de exacerbações. Como 

primeira opção, um anticolinérgico de longa duração, ou uma combinação de corticosteroides 

com β2-agonistas de longa duração são recomendados (44, 50, 54, 55). O uso de 

broncodilatadores de longa duração anticolinérgicos com β2-agonistas reduz o risco de 

exacerbações e, apesar de não haver estudos a longo prazo, este princípio de tratamento 

combinado aparenta ser bom. Um inibidor de fosfodiesterase-4, como o roflumilaste, pode 

também ser adicionado ao tratamento caso o doente tenha bronquite crónica (56). 

 

 



Populações linfocitárias na doença DPOC | Luís Costa  

 

9 

 

Tabela 2 - Tratamento farmacológico inicial da DPOC.  

Grupo 
Estadio 
GOLD 

Sintomas 
(mMRC/CAT) 

Exacerbações 
(por ano) 

Primeira 
escolha 

recomendada 
 

Escolha 
Alternativa 

Outro 
tratamento 

possível 

A 1-2 0-1/<10 0-1 ACD ou BCD 
ACD ou BLD 
ou ACD e 

BCD 
Teofilina 

B 1-2 ≥2/≥10 0-1 ALD ou BLD ALD e BLD 
ACD e/ou BCD 
e/ou teofilina 

C 3-4 0-1/<10 
≥2 (≥ 1 

hospitalização) 
Inalação de CT 
e BLD ou ALD 

ALD e BLD 
IF4 e/ou BCD 

e/ou ACD e/ou 
teofilina 

D 3-4 ≥2/≥10 
≥2 (≥ 1 

hospitalização) 
Inalação de CT 
e BLD ou ALD 

Inalação de 
CT, BLD e 

ALD ou 
inalação de 
CT, BLD e 

IF4 ou ALD e 
BLD ou ALD 

e IF4 

Carbocisteína 
e/ou BCD e/ou 

ACD e/ou 
teofilina 

A escolha dentro de cada classe depende da disponibilidade de medicamentos e da resposta do doente. 
ACD= Anticolinérgicos de curta duração; BCD= β2-agonistas de curta duração; ALD= Anticolinérgicos de 
longa duração; BLD= β2-agonistas de longa duração; CT= Corticosteroides; IF4= Inibidor de 
fosfodiesterase-4. Modificado de (2). 

 

Por fim, os doentes do grupo D possuem muitos sintomas e um grande risco de 

exacerbações. O modo de terapia pode ser igual aos doentes do grupo C (β2-agonistas e 

anticolinérgicos de ação prolongada) uma vez que a redução do risco de exacerbações é 

importante. Estes doentes podem ser tratados com uma combinação fixa de corticosteroides 

inalatórios e β2-agonistas de ação prolongada ou anticolinérgicos de longa duração (49). As 

combinações são recomendadas para estes doentes. Essas combinações de fármacos podem 

ser corticosteroides por inalação e anticolinérgicos de longa ação ou corticosteroides por 

inalação mais β2-agonistas de longa ação e anticolinérgicos de ação prolongada (57). Também 

é possível acrescentar um inibidor de fosfodiesterase-4 para o tratamento, desde que o 

doente tenha bronquite crónica. Um inibidor da fosfodiesterase-4 é eficaz quando adicionado 

a broncodilatadores de longa ação. Exemplos de combinações são corticosteroides por 

inalação com β2-agonistas de longa ação e inibidores de fosfodiesterase-4, ou anticolinérgicos 

de longa ação com inibidores fosfodiesterase-4 (56). Escolhas alternativas incluem 

broncodilatadores de curta ação e teofilina ou carbocisteína (58)  
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1.5 Sistema imunológico e a DPOC: componente inata 

versus adaptativa 

Atualmente é aceite que uma resposta inflamatória excessiva ou inadequada nos 

pulmões, devido uma variedade de gases ou partículas nocivas inaladas, (principalmente fumo 

de tabaco) é um mecanismo chave na patogenicidade da DPOC. Vários estudos têm mostrado 

que a resposta inflamatória pulmonar é caracterizada por um aumento no número de 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos T, com predominância de CD8+, por concentrações 

aumentadas de molélucas e citocinas pró-inflamatórias, tais como o leucotrieno B4, a 

interleucina-8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), entre outros (28, 59). Apesar 

de ser menos frequente, podem ser detetadas alterações inflamatórias semelhantes na 

circulação sistémica destes doentes, incluindo evidências de stress oxidativo, a presença de 

células inflamatórias ativadas e aumento dos níveis plasmáticos de citocinas pró-inflamatórias 

(28). 

O sistema imunológico inato é composto por células mieloides tais como granulócitos, 

monócitos, macrófagos e por células linfoides tais como as linfócitos NK (do inglês Natural 

Killer). A resposta imunológica inata é dependente de recetores invariantes que reconhecem 

padrões conservados encontrados em moléculas associadas a agentes patogénicos ou a 

compostos endógenos, indicativos de danos celulares ou tecidulares (60). As células do 

sistema imunológico inato proporcionam uma resposta inicial à infeção, e/ou a danos nos 

tecidos. O sistema imunitário adaptativo inclui linfócitos que se desenvolvem no timo, 

conhecidas como linfócitos T, ou na medula óssea, denominados linfócitos B. Estes linfócitos 

adaptativos expressam recetores celulares na sua superfície codificados por loci de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) que se submetem a recombinações somáticas durante o 

desenvolvimento destas células para criar uma grande diversidade de especificidades para 

antigénios (61). O sistema imunológico adaptativo é responsável pela memória imunológica e 

concentra-se na resposta imunitária a agentes patogénicos específicos. No contexto da DPOC, 

o sistema imunológico adaptativo e inato cooperam para constituir uma resposta equilibrada 

aos desafios infeciosos e para reparar o tecido danificado (Figura 1) (62). 
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Figura 1 - Células imunológicas inatas e adaptativas na patogénese e no curso da doença pulmonar 
obstrutiva crónica. O fumo do tabaco ativa as células epiteliais e células do sistema imunológico inato, 
como macrófagos, neutrófilos e linfócitos NK. As células dendríticas ativadas orquestram respostas 
imunológicas adaptativas incluindo linfócitos citotóxicos T CD8+, linfócitos T auxiliares CD4+, e as 
respostas de linfócitos B, que conduzem ao desenvolvimento de nódulos linfáticos na inflamação 
crónica. Adaptada de (4). 

1.5.1 Células do sistema imunológico inato e a DPOC 

O sistema imunológico inato é a primeira linha de defesa contra infeções microbianas. 

Vários fatores humorais e celulares (neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, linfócitos 

natural killer, monócitos e mastócitos) que participam na imunidade inata estão presentes 

em locais do nosso organismo que estão em contacto com o meio exterior, sendo uma das 

suas funções controlar a entrada potencial de agentes patogénicos (59). O sistema 

imunológico inato do pulmão é composto por cinco componentes principais: a barreira 

epitelial das vias respiratórias, macrófagos alveolares, células dendríticas, neutrófilos e 

linfócitos NK (Figura 2) (4, 63). 

O epitélio das vias respiratórias, uma camada pseudoestratificada de células epiteliais 

que revestem o trato respiratório, é a população inicial de células que interage com os 

contaminantes ambientais inalados, incluindo os componentes do fumo do tabaco, agentes 

patogénicos respiratórios e diversas substâncias tóxicas presentes no ar. O fumo do tabaco 

provoca mudanças dramáticas na arquitetura epitelial das vias respiratórias, levando à 

diminuição do número de células ciliadas e ao aumento da produção de muco o que está 

relacionado com a obstrução do fluxo respiratório nos doentes com DPOC (64). Além disso, o 

fumo do tabaco altera a capacidade das células das vias respiratórias na geração de defesas 

antimicrobianas eficazes através da supressão da ativação do fator nuclear (NF)-kB, um fator 

de transcrição crítico para várias respostas imunológicos inatas (65). 
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Os macrófagos alveolares (MA) residem na superfície externa ou luminal do epitélio 

respiratório estando diretamente expostos ao ambiente externo. Sendo os representantes 

pulmonares do sistema mononuclear fagocitário, os MA são responsáveis por um amplo 

conjunto de funções de defesa do hospedeiro, incluindo o reconhecimento e a fagocitose de 

agentes patogénicos e células em apoptose. Os números de MA são significativamente maiores 

nos pulmões dos fumadores, incluindo aqueles com DPOC, onde os MA se acumulam nas áreas 

de destruição enfisematosa, e existe uma correlação entre o número de MA, a obstrução das 

vias respiratórias e a gravidade da DPOC (66). Um mecanismo importante de supressão na 

função imunológica inata dos MA nos doentes com DPOC é a diminuição da capacidade de se 

defenderem contra o stress oxidativo induzido pelo fumo (67). 

 

Figura 2 - Papel do sistema imunológico inato na patogénese da DPOC. Vários fatores ambientais e 
endógenos determinam o estado do sistema imunológico inato do pulmão, a qual inclui a barreira 
epitelial das vias respiratórias compostas por diferentes populações de células epiteliais (ciliadas, Clara, 
basais, produtoras de muco) ligadas umas às outras por meio de junções apicais e também por células 
de defesa de origem hematopoiéticas tais como macrófagos alveolares, células dendríticas, neutrófilos e 
linfócitos NK. A exposição crónica ao fumo de tabaco e de outros fatores ambientais prejudiciais, bem 
como processos endógenos do pulmão, tais como o envelhecimento e as alterações patológicas 
associadas com doenças anteriores podem suprimir o potencial de defesa do hospedeiro nos mecanismos 
do sistema imunológico pulmonar, aumentando a suscetibilidade a infeções respiratórias que causam 
inflamações secundárias e, assim, contribuir para a destruição do tecido pulmonar e declínio progressivo 
da função pulmonar em doentes com DPOC. Além disso, a inflamação e o dano dos tecidos associada à 
DPOC suprime ainda mais os mecanismos do sistema imunológico pulmonar. Adaptada de (63). 

As células dendríticas (CD) são uma população especializada de células mononucleares 

responsáveis pelo reconhecimento e captação de agentes patogénicos. As CD das vias 

respiratórias residem ao lado de células epiteliais e estendem-se por saliências 

citoplasmáticas para interagir com antigénios luminais e outros sinais ambientais. As CD 

migram para os tecidos linfoides locais, como os nódulos linfáticos regionais ou agregados 

linfoides das mucosas, para apresentarem os antigénios processados aos linfócitos T, iniciando 

a resposta imunológica adaptativa contra agentes patogénicos (63). Um aumento no número 

de CD que expressam a langerina, um marcador de CD imaturas, foi encontrado nas pequenas 

vias respiratórias de doentes com DPOC (68). O número de CD maduras, definido pela 

expressão do marcador de maturação CD83, está significativamente reduzido nas pequenas 
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vias respiratórias e alvéolos dos fumadores com DPOC (63). A exposição ao fumo do tabaco 

diminuiu a frequência e o estado das CD maduras no pulmão e reduziu a ativação e a 

capacidade das CD para estimular os linfócitos T e iniciar respostas imunológicas antivirais em 

estudos animais (69). 

Em contraste com os MA e as CD, os neutrófilos são células do sistema imunológico 

inato presentes no tecido pulmonar em pequenas quantidades e em condições de estado 

estacionário. Todavia, rapidamente migram para os locais de infeção ou lesão, como resposta 

a um conjunto distinto de quimioatrativos pró-inflamatórios libertados pelas células epiteliais 

e MA. Uma vez no parênquima pulmonar, os neutrófilos fagocitam bactérias, restos celulares 

e libertam fatores antimicrobianos e oxidantes altamente reativos que inativam agentes 

patogénicos. No entanto, estes mediadores também podem danificar o tecido do hospedeiro, 

caso a resposta inflamatória, mediada por neutrófilos, não seja controlada adequadamente. 

Na DPOC, a resposta mediada por neutrófilos é bastante dirigida contra o próprio tecido do 

pulmão. Assim, o aumento do número de neutrófilos observado em doentes com DPOC não é 

acompanhado pela eficaz eliminação de bactérias, contribuindo ao invés para a obstrução das 

vias respiratórias e enfisema. Os componentes do fumo do tabaco podem inibir o processo 

oxidativo e as capacidades fagocíticas dos neutrófilos (70, 71). 

Por fim, os linfócitos NK são células da componente inata do sistema imunológico que 

detetam células infetadas por vírus, transformadas ou stressadas, independentemente do 

antigénio. Os linfócitos NK secretam uma variedade de citocinas, incluindo interferão- γ (IFN-

γ), TNF-α, e IL-12 necessárias para a ativação de outras células imunitárias, ajudando a 

destruir as células infetadas e transformadas por vírus através da secreção de perforina e 

outros fatores citotóxicos. Os fumadores apresentam uma atividade de linfócitos NK 

diminuída, e há evidências recentes de que a exposição de linfócitos NK humanas ao fumo do 

tabaco inibe a produção de IFN-γ e de TNF-α, a expressão da perforina e a atividade 

citotóxica dessas células (72). Apesar dos números e função dos linfócitos NK no pulmão de 

fumadores saudáveis e com DPOC serem controversos, foi observada uma atividade de NK 

reduzida em linfócitos do sangue em indivíduos com DPOC (73). 

Uma imunidade inata deficiente nos pulmões de fumadores provavelmente contribui 

para o aumento da frequência de infeções bacterianas e virais, uma causa comum de 

exacerbações da DPOC, e facilita a inflamação secundária causada por agentes patogénicos 

respiratórios (74). As infeções virais do pulmão suprimem ainda mais o sistema imune inato do 

pulmão através da degradação de proteínas antimicrobianas e anti-inflamatórias, tais como 

inibidores de leucoprotease secretor (inibidor de serina protease dos neutrófilos expresso em 

muitas superfícies mucosas, como a do pulmão (75)) e a lactoferrina, que conduz a uma 

infeção bacteriana secundária (76). Assim, as inflamações crónicas na DPOC são iniciadas e 

mantidas por relações complexas das células pulmonares com agentes patogénicos 

respiratórios, resultando numa ampla repressão dos mecanismos da imunidade inata no 
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pulmão. Além disso, a desorganização da barreira juncional nas vias respiratórias de 

fumadores com DPOC resulta num aumento da permeabilidade do epitélio das vias aéreas 

(77), podendo permitir que os produtos microbianos ou componentes do fumo do cigarro se 

difundam através da camada epitelial e ativem as células inflamatórias da mucosa nas vias 

respiratórias. 

1.5.2 Células do sistema imunológico adaptativo e a DPOC 

Os efetores celulares do sistema imunológico adaptativo são os linfócitos (linfócitos T 

e B), e as características distintivas deste sistema incluem especificidade antigénica, 

expansões clonais de linfócitos ativados por antigénios, e a geração de memória imunológica 

(78). Uma melhor compreensão destes processos imunológicos adaptativos na DPOC pode 

talvez levar a interdições mais eficazes da doença, incluindo a eliminação ou erradicação de 

antigénio(s) associados com a inflamação, a indução de tolerância ao(s) antigénio(s), a 

manipulações de mecanismos imunorreguladores, ou talvez as depleções alvo de 

subpopulações de linfócitos específicas associadas à doença (79). Antigénios derivados do 

fumo do tabaco, agentes bacterianos ou virais, produtos de degradação da matriz 

extracelular, e, possivelmente, auto-antigénios do tecido pulmonar podem provocar respostas 

imunológicas adaptativas nos pulmões de doentes com DPOC, com a participação de linfócitos 

T citotóxicos CD8+, linfócitos T auxiliares CD4+, e as respostas dos linfócitos B com produção 

de anticorpos. 

A maior parte dos estudos usando doentes aparentam indicar que os linfócitos T CD8+ 

apresentam um papel particularmente importante no desenvolvimento e progressão da DPOC 

(80, 81). A maioria dos investigadores relataram que os linfócitos T CD8+ na DPOC secretam 

um perfil de citocinas predominantemente do tipo Th1, que inclui o aumento da produção de 

IFN-γ, proteína induzida pelo interferão (IP-10) e de monócitos induzidos por IFN-γ. Por sua 

vez, estes mediadores podem causar a destruição dos tecidos através do aumento da 

expressão de metaloproteinases na matriz, da produção de macrófagos e outros efetores 

imunológicos (82). O número de linfócitos T CD8+ aumenta substancialmente em estadios de 

limitação respiratória e enfisema (83). Estes, quando ativados, libertam enzimas proteolíticas 

como perforinas e granzimas, que causam morte celular das células epiteliais por apoptose ou 

necrose (80, 84). Embora a função dos linfócitos T CD8+ se encontre em destaque nos estudos 

da DPOC, os linfócitos T CD4+ possuem contribuições potenciais no processo da doença que 

também parecem ser substanciais. Ainda que tipicamente menos frequentes do que linfócitos 

T CD8+, os linfócitos T CD4+ intraparenquimais também estão presentes em números 

anormalmente aumentados dentro dos pulmões com enfisema (81). 

Os linfócitos T CD4+ são, em grande parte responsáveis, por orquestrar processos 

imunológicos pela libertação de citocinas ativadoras, e são importantes, se não críticos, na 

focagem e amplificação de respostas inflamatórias de outros agentes celulares imunológicos 

(79). O número de linfócitos T CD4+ é maior nas vias respiratórias e pulmões de fumadores 
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com DPOC. Há dois subtipos de linfócitos T CD4+ que se acumulam nos pulmões de doentes 

com DPOC estável, os linfócitos Th1 e Th17 (23, 85, 86). Os linfócitos Th1 segregam mais IFN-

γ, enquanto que os linfócitos Th17 regulam a inflamação do tecido através da produção de IL-

17A e IL-17F (87, 88).  

As ações dos linfócitos T CD4+ são essenciais para o pleno desenvolvimento da 

citotoxicidade adaptativa imunológica por ativação inicial (reduzindo os limiares de ativação) 

e para promover a sobrevivência a longo prazo dos linfócitos T CD8+. A ajuda facultativa 

fornecida pelos linfócitos T CD4+ também é importante para a ativação e diferenciação de 

linfócitos B na produção de anticorpos. Esta "ajuda" é especialmente crítica para induzir 

linfócitos B a comutarem o isotipo de IgM para IgG com afinidade de ligação mais potente, 

particularmente contra antigénios proteicos (79).  

Apesar de emergirem novas evidências sobre os linfócitos B foliculares, o seu papel 

patogénico na DPOC ainda é controverso; podem ser benéficas se protegerem contra a 

colonização e infeção microbiana, ou prejudicial se forem dirigidas contra antigénios do 

tecido pulmonar (59). A DPOC tem também sido considerada como uma doença autoimune, 

com base na presença de folículos linfocitários de linfócitos B em doentes com DPOC 

avançada e na deteção de vários auto-anticorpos no soro de doentes com DPOC (89, 90). 

A acumulação destas evidências indica que as respostas inflamatórias e imunológicas 

crónicas desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento e progressão da DPOC. 

Vários mediadores moleculares e celulares das respostas imunológicas inatas e adaptativas 

são considerados como alvos terapêuticos. Porém, muita pesquisa tem que ser feita antes de 

surgirem novos medicamentos para DPOC. 
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Capítulo 2 

 

Objetivos 

1. Sumariar os dados científicos relativos a populações linfocitárias T, B e NK em 
doentes com DPOC publicados em artigos originais durante os últimos 5 anos. 
 

2. Determinar as populações linfocitárias em amostras de sangue periférico de 
doentes com DPOC e em controlos saudáveis, por citometria de fluxo. 
 

3. Avaliar a relação entre populações linfocitárias e estadios da doença (graus II, 
III e IV) 
 

4. Comparar e discutir os resultados experimentais com os dados publicados. 
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Capítulo 3 

 

Materiais e métodos 

3.1 População de estudo  

Os indivíduos estudados foram subdivididos em dois grupos: grupo de controlo e grupo 

de doentes com DPOC. Oito dadores de sangue saudáveis (3 femininos e 4 masculinos; idade 

média±SEM, 35±3 anos) foram usados como controlo. As amostras (buffy coats) foram 

recolhidas no Instituto Português do Sangue e da Transplantação em Coimbra, tendo sido, 

posteriormente enviadas para o Centro Hospitalar da Cova da Beira da Covilhã. Foram 

também usadas amostras de oito doentes com DPOC (Todos do género masculino; idade 

média±SEM, 65±3 anos). Todos eles estavam medicados com broncodilatadores e 

corticosteroides inalados (fluticasona ou budesonina) e nenhum dos doentes tomou 

corticosteroides orais. Neste caso as amostras consistiam em sangue periférico 

(aproximadamente 5mL recolhido num tubo com anticoagulante). Estes doentes foram 

submetidos a um formulário de registo de dados, com a caracterização demográfica, dados 

clínicos, função pulmonar e um hemograma. Os doentes estudados não tiveram exacerbações 

recentes (menos de 4 semanas), não se encontravam a tomar imunomoduladores ou 

imunossupressores orais e não tinham história de asma, doenças autoimunes ou outras 

doenças relevantes do pulmão (por exemplo, neoplasia pulmonar, défice de α1-anti-tripsina), 

tuberculose ou outra infeção atual (critérios de exclusão). Em relação aos voluntários 

saudáveis apenas se teve acesso à idade e género. Todos os dadores de sangue permanecem 

anónimos, tendo sido apenas registados os dados dos doentes com DPOC que se encontram na 

Tabela 6. Todos os indivíduos deram o consentimento informado e o estudo foi aprovado pela 

comissão de ética do Centro Hospitalar da Cova da Beira.  

3.2 Isolamento de leucócitos totais e análise por citometria 

de fluxo 

O isolamento de leucócitos totais foi efetuado através da lise dos eritrócitos. Assim, 

estes foram primeiramente lisados com solução de lise (10mM Trizma Base, 150mM NH4Cl, pH 

7.2) pré-aquecida, durante 10 minutos a 37ºC. Depois as células foram lavadas duas vezes 

com PBS 1X. A marcação foi realizada a 4ºC durante 30 minutos em solução de marcação 

(PBS, 0.2% albumina de soro bovino (BSA), 0.1% NaN3) em placas de 96 poços com 0.5x106 

células/poço. Os anticorpos usados para marcação foram o anticorpo anti-humano CD3 

conjugado-PE, anticorpo anti-humano CD3 conjugado-APC, anticorpo anti-humano CD4 

conjugado-PE, anticorpo anti-humano CD8 conjugado-PE, anticorpo anti-humano CD8 
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conjugado-PE/Dy647, anticorpo anti-humano CD19 conjugado-FITC (Immunotools, Friesoythe, 

Germany), anticorpo anti-humano CD56 conjugado-Alexa488 (BD Biosciences) e anti-humano 

CD28 conjugado-PE/Cy5 (BioLegend, London, United Kingdom) (Tabela 3). Na marcação de 

células usaram-se diferentes combinações de anticorpos: CD3-PE/CD8-PEDy647, CD3-

APC/CD4-PE, CD8-PE/CD28-PECy5, CD4-PE/CD28-PECy5 e CD56-Alexa488/CD3-PE. Na 

marcação de linfócitos B foi efetuada marcação simples, usando apenas um anticorpo (anti-

humano CD19-FITC). No controlo negativo não foi adicionado qualquer anticorpo. 

Posteriormente centrifugaram-se as células a 1100 rpm com a solução PBS, 0.2% BSA, 0.1% 

NaN3 três vezes, e uma quarta vez com PBS 1X para lavar as células. Para finalizar as células 

foram transferidas para tubos de FACS, contendo 500µl de solução PBS 1X para serem 

adquiridas no citometro de fluxo e analisadas com o programa Cell Quest Pro (FACSCalibur, 

BD Biosciences). Para cada amostra, foram adquiridos entre 10.000 a 20.000 linfócitos viáveis 

usando as características de dispersão frontal versus lateral de luz (FSC, do inglês Forward 

SCatter versus SSC, do inglês Side SCatter, respetivamente). 

 

Tabela 3 – Anticorpos usados na marcação das células para citometria de fluxo 

Anticorpo Clone Marca Diluição 

Anti-humano CD3-PE UCHT-1 Immunotools 1:10 

Anti-humano CD3-APC UCHT-1 Immunotools 1:10 

Anti-humano CD4-PE MEM-241 Immunotools 1:10 

Anti-humano CD8-PE MEM-31 Immunotools 1:10 

Anti-humano CD8-PE/Dy647 MEM-31 Immunotools 1:20 

Anti-humano CD19-FITC LT19 Immunotools 1:10 

Anti-humano CD56-Alexa488 B159 BD Biosciences 1:10 

Anti-humano CD28-PE/Cy5 CD28.2 BioLegend 1:10 

 

 

3.3 Análise estatística  

   Toda a análise estatística foi efetuada usando o GraphPad Prism 5 (San Diego, 

California). 

  Os resultados foram expressos como média ±SEM. O teste T Student, não emparelhado 

foi usado para comparar os dados entre os dois grupos, enquanto o test T Student 

emparelhado foi usado para comparar os valores entre as populações linfocitárias do 

hemograma e da citometria de fluxo. Para valores de p menores que 0,05 foi considerado uma 

diferença estatisticamente significante.  
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3.4 Revisão da Literatura 

Para a elaboração da revisão bibliográfica foi realizada uma pesquisa sobre 

populações linfocitárias na base de dados PubMed no período de 2009 a 2014, na espécie 

humana. Foram usadas como palavras chave “COPD” and “T Cells”, “COPD” and “CD4+ T 

cells”, “COPD” and “CD8+ T cells”, “COPD” and “CD28+ T cells”, “COPD” and “B cells” e 

“COPD” and “NK cells”. O tipo de artigos foi “Journal Type”, a categoria do jornal foi 

“MEDLINE” e o campo de pesquisa “Title & Abstract” com acesso disponível, cujo contexto 

era diretamente relacionado com o tema deste trabalho. Ainda foram usados alguns artigos 

fora do período de tempo referido, por serem relevantes. Após concluída a pesquisa sobre as 

populações linfocitárias isoladas de amostras de sangue periférico de doentes com DPOC, 

foram publicados aproximadamente 35 artigos. Foram selecionados 12 artigos na elaboração 

desta revisão (Tabela 4). Os restantes artigos foram descartados por não possuírem 

informação relevante para esta revisão ou por apresentarem resultados semelhantes aos 

artigos selecionados.   
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Capítulo 4 

 

Resultados 

 

4.1 Pesquisa Bibliográfica 

 Todos os resultados da pesquisa bibliográfica estão sumariados na Tabela 4. 

4.1.1 Linfócitos T CD4+ e CD8+ 

Foram analisados 5 artigos recentes para a recolha de informação sobre as populações 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ em indivíduos com DPOC (91,95). No estudo de Gupta et al (91) 

mostrou-se que doentes com DPOC apresentam uma diminuição, estatisticamente 

significativa, no número de linfócitos T CD4+ no sangue periférico, quando comparados com 

os controlos. Contudo, relativamente aos linfócitos T CD8+ apesar de se verificar um ligeiro 

decréscimo em número, este não foi estatisticamente significante quando comparado com os 

controlos. É de notar, que no grupo dos doentes se verificou uma grande variabilidade no 

número de linfócitos T CD8+ presentes no sangue periférico, sendo que no grupo de controlo 

os resultados foram muito mais homogéneos.  

Sabe-se que um desequilíbrio entre linfócitos T CD8+ citotóxicos e linfócitos T CD4+ 

auxiliares pode contribuir para o processo inflamatório anormal das vias respiratórias em 

doentes com DPOC (83). Anomalias na função dos linfócitos T podem provocar infeções 

crónicas levando à inflamação, o que pode resultar na libertação local de enzimas 

proteolíticas. Caso o hospedeiro não seja capaz de neutralizar estas proteases, podem surgir 

complicações graves e progressão de doenças respiratórias. O estudo de Gupta et al descreve 

alterações no equilíbrio de populações linfocitárias no sangue periférico de doentes com 

DPOC, alterações que poderão contribuir para o desenvolvimento da DPOC (91). Parte destes 

resultados são suportados ainda por outros estudos, como em Tang et al (92), onde os 

resultados mostraram que o sangue periférico de doentes com DPOC apresentava um número 

de linfócitos T CD4+ significativamente menor, quando comparado com o de pessoas 

saudáveis não fumadoras. Porém, os linfócitos T CD8+ não revelaram qualquer diferença entre 

os grupos em estudo. 

Outro estudo interessante é o de Di Stefano et al (93) onde observaram a quantidade 

de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ na mucosa bronquial de doentes com DPOC severa e 

moderada. Verificou-se que comparado aos grupos de DPOC moderada e fumadores saudáveis, 

o número de linfócitos T CD8+ era significativamente menor no grupo de DPOC severa 
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(durante o mês de estudo nenhum sujeito recebeu glicocorticosteroides ou antibióticos). O 

facto de os doentes com dificuldades respiratórias, apresentarem um número reduzido de 

linfócitos T CD8+ na mucosa bronquial poderá justificar em parte, uma maior incidência de 

infeções e o aumento de exacerbações no grupo de doentes com DPOC severa. Assim, 

mudanças no número de células presentes na mucosa bronquial podem estar relacionadas com 

o estado da doença.  

Para finalizar Paats et al (94) analisaram a relação entre as populações linfocitárias T 

CD4+ e CD8+ em doentes com DPOC, e as inflamações sistémicas na doença da DPOC. No 

estudo de Paats et al não foram detetadas diferenças significativas nos linfócitos T CD8+ ou 

CD4+ no sangue periférico de doentes com DPOC e os controlos. Porém, verificaram que 

proporções de linfócitos T CD8+ que expressam IFN-γ (CD8+IFN-γ+) e linfócitos T CD8+ que 

expressam TNF-α (CD8+TNF-α+) estavam significativamente aumentadas no sangue periférico 

de doentes com DPOC quando comparados com os controlos. Por outro lado, os linfócitos T 

CD4+ que expressam IFN-γ (CD4+IFN-γ+) e os linfócitos T CD4+ que expressam TNF-α 

(CD4+TNF-α+) não estavam aumentados. Verificaram, ainda, que ambos os linfócitos T 

CD8+TNF-α+ e CD8+IFN-γ+ se encontram, significativamente, em menor proporção no sangue 

periférico de doentes no estado GOLD IV do que em doentes no estado II. Isto não quer dizer 

que doentes com baixo número de linfócitos T CD8+IFN-γ+ e CD8+TNF-α+ possuam maior 

suscetibilidade para progredir para o estado GOLD IV, apenas mostram a importância de 

analisar compartimentos periféricos no contexto da heterogeneidade da DPOC, uma vez que 

estes resultados suportam a possibilidade da inflamação sistémica estar presente em doentes 

com DPOC. O TNF-α é uma citocina inflamatória que aumenta a quimiotaxia e a migração de 

neutrófilos induzindo a expressão da quimiocina IL-8, que é essencial para o recrutamento de 

neutrófilos. O TNF-α pode ter um papel importante na compreensão da inflamação sistémica 

da DPOC. O estudo de Hodge et al (95) é consistente com o de Paats et al (94) no sentido em 

que comparados com controlos saudáveis, os linfócitos T CD8+IFN-γ+ e CD8+TNF-α+ estão 

aumentados no sangue periférico de doentes com DPOC. Assim a marcação (targeting) 

sistémica terapêutica de TNF-α e IFN-γ produzidos por linfócitos T CD8+ pode, talvez, 

melhorar a morbidade em doentes com DPOC, sendo necessário realizar testes para confirmar 

esta conclusão. Estes resultados ainda suportam a hipótese de existirem inflamações 

sistémicas em doentes com DPOC. Neste mesmo estudo de Hodge et al, contrariamente ao 

estudo de Gupta et al (91), verificou-se um aumento significativo no número de linfócitos T 

CD8+ presentes no sangue periférico de doentes com DPOC quando comparado com o dos 

controlos.  

4.1.2 Linfócitos T CD4+CD28- e CD8+CD28- 

Tanto os linfócitos T CD4+CD28- como os linfócitos T CD8+CD28- têm sido relacionados 

com a patogénese de várias doenças autoimunes (96, 97). Um estudo recente de 

Hoetzenecker et al (98) mostrou que o sangue periférico de doentes com DPOC apresenta 
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números aumentados de linfócitos T CD4+CD28- comparativamente aos controlos. Contudo, as 

contagens de linfócitos T CD4+CD28- eram significativamente mais elevadas no tecido do 

pulmão do que na circulação de doentes com DPOC. Em indivíduos saudáveis estas eram 

residuais, tanto no sangue periférico como nos pulmões. Esta observação leva a crer que os 

linfócitos T CD4+CD28-, presentes nos pulmões, podem estar diretamente envolvidos na 

patogénese da DPOC (98). Os linfócitos T CD4+CD28- libertam grandes quantidades de IFN-γ, 

um potente estimulador de macrófagos, que conduz à secreção de metaloproteinases da 

matriz extracelular e à destruição dos tecidos (99, 100). Além disso, os linfócitos T CD4+CD28- 

contêm perforinas e granzima B intracelular, fornecendo-lhes a capacidade de lisar células 

alvo (101). Assim, linfócitos T CD4+CD28- podem contribuir diretamente para a perda de 

parênquima pulmonar através de mecanismos de indução de apoptose no epitélio respiratório 

(102). O aumento de linfócitos T CD4+CD28- pode ser atribuido parcialmente a um aumento 

de Bcl-2, que torna os linfócitos T CD4+CD28-  resistentes à apoptose (103). O estudo de 

Lambers et al (104) é consistente com o de Hoetzenecker et al. No estudo de Lambers et al 

observou-se que comparativamente aos controlos saudáveis, o sangue periférico de doentes 

com DPOC apresentava níveis aumentados de linfócitos T CD4+CD28-. Adicionalmente, 

também se verificou que doentes no estado GOLD III-IV apresentam maiores níveis de 

linfócitos T CD4+CD28- no sangue periférico do que pessoas saudáveis fumadoras ou não 

fumadoras. Doentes no estado GOLD I-II apresentaram, significativamente, maiores níveis de 

linfócitos T CD4+CD28- do que os controlos saudáveis fumadores.  

Lambers et al  compararam os linfócitos T CD4+CD28- com os linfócitos T CD4+CD28+, 

verificando que os primeiros possuem maior prevalência de perforina e granzima B 

intracelular e ainda descobriram que que os linfócitos T CD4+CD28- expressam recetores de 

linfócitos NK como CD94 e CD158 podendo partilhar várias caracteristicas com as células NK. 

Isto pode tornar possível a combinação de propriedades funcionais do sistema imunológico 

inato e adaptativo em doentes com DPOC. 

Num outro estudo de Hodge et al (105) os autores mostraram que linfócitos T 

CD8+CD28- estão aumentados significativamente no sangue periférico, tanto em doentes 

fumadores com DPOC, como em ex-fumadores com DPOC comparativamente com os 

controlos, não existindo uma diferença significativa entre os controlos e os fumadores 

saudáveis, apesar de se observar um ligeiro aumento nos fumadores saudáveis. Entre os 

doentes com DPOC também não foram encontradas diferenças significativas. Em relação aos 

linfócitos CD4+CD28- não houve mudanças significativas entre os grupos. Os linfócitos T 

CD8+CD28-, tais como os linfócitos T CD4+CD28-, estão funcionalmente ativos e produzem 

grandes níveis da citocina proinflamatória IFN-γ e mediadores citotóxicos granzima B e 

perforina, que segundo Hodge et al, podem desempenhar um papel nas respostas 

inflamatórias ou na componente autoimune desta doença. Além disso, Hodge et al também 

mostraram que os linfócitos T CD8+CD28- expressam significativamente mais IFN-γ, granzima 
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e perforina que os linfócitos T CD8+CD28+. Fenómeno que pode ser explicado pelo aumento 

da expressão de moléculas coestimuladoras alternativas como OX40, CTL4 e 4-1BB, que 

estimulam mais eficientemente os linfócitos T CD8+CD28- do que os linfócitos T CD8+CD28+ 

(105). 

4.1.3 Linfócitos NK (CD3-CD56+) e linfócitos NKT (CD3+CD56+) 

Recentemente os linfócitos NK e NKT têm ganho uma maior atenção pelos 

investigadores. Eles fazem parte da primeira linha de defesa contra infeções no sistema 

imunológico inato, tendo a habilidade para destruir diretamente células alvo e para interagir 

com as células apresentadoras de antigénios, tão bem como os linfócitos T (92). Quando 

ativados, os linfócitos NK destroem diretamente as células alvo através da libertação de 

grânulos citolíticos, que formam poros na membrana das células, o que contribui para 

combater agentes patogénicos intracelulares (106). Os linfócitos NKT constituem uma 

população linfocitária menor e exibem característica de linfócitos T e linfócitos NK podendo 

modular a resposta inata e adaptativa de outros linfócitos; linfócitos T, B, NK e células 

dendríticas. Depois de estimulados produzem rapidamente grandes quantidades de citocinas 

para combater agentes patogénicos intracelulares (107).  

No estudo de Urbanowicz et al (108) mostraram uma diminuição significativa de 

linfócitos CD3-CD56+ no sangue periférico de doentes com DPOC quando comparados a 

pessoas saudáveis, o mesmo também se verificou quando comparados com pessoas saudáveis 

fumadoras. No estudo de Urbanowicz et al ainda se verificou que a atividade citotóxica de 

ambos os linfócitos NK e NKT estava significativamente diminuída em doentes com DPOC 

quando comparados com fumadores e pessoas saudáveis. Além disso, quando comparados com 

pessoas saudáveis, os linfócitos NK e NKT do grupo dos fumadores apresentavam-se 

significativamente menos citotóxicos. Uma das explicações para o facto desses linfócitos NK e 

NKT estarem reduzidos no sangue periférico de doentes com DPOC pode ser o recrutamento 

destes linfócitos para o pulmão.  

Contrariamente ao estudo de Urbanowicz et al (108), um estudo recente de Tang et 

al (92) mostrou que o sangue periférico de doentes com DPOC apresenta, significativamente, 

níveis aumentados de linfócitos CD3-CD56+ e linfócitos CD3+CD56+ comparativamente com 

pessoas não fumadoras saudáveis. Neste estudo, também se verificou que a frequência de 

secreção de IFN-γ pelos linfócitos NK e NKT era significativamente menor em doentes com 

DPOC, comparativamente com pessoas saudáveis não fumadoras. Estes dados indicam que os 

linfócitos NK e NKT estão debilitados o que pode explicar a maior propensão a infeções pelos 

doentes com DPOC. Adicionalmente, partindo do princípio que as funções dos linfócitos NK e 

NKT estão debilitadas devido a recetores de ativação e inibição, também se estudou a 

expressão dos recetores inibitórios CD158a e CD158b (109). O CD158b é um recetor KIR 

específico para o antigénio HLA-C (110) sendo capaz de recrutar e ativar fosfatases SHP-1 e 

SHP-2 para a transdução de sinais inibitórios (111, 112). O CD158a é parecido estrutural e 
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funcionalmente. Assim sendo, em doentes com DPOC, quando comparados com controlos 

saudáveis não fumadores, foi verificada a existência de uma maior expressão dos recetores 

CD158a e CD158b em linfócitos NK. Nos linfócitos NKT foi apenas observada uma maior 

expressão do recetor inibitório CD158b. Estes resultados suportam a hipótese de que os 

linfócitos NK e NKT estão comprometidos devido ao aumento dos recetores inibitórios CD158a 

e CD158b. O que levou à conclusão de que linfócitos NK e NKT que expressam recetores 

inibitórios podem participar na patogénese da DPOC. 

Num outro estudo, Wang et al (113) verificaram que os linfócitos CD3-CD56+ estão 

mais ativados no sangue periférico (por medição realizada através da expressão de CD69 e 

CD25) em ex-fumadores com DPOC, em fumadores com DPOC e em fumadores saudáveis, mas 

não em não fumadores saudáveis. Relativamente aos linfócitos CD3+CD56+, estes 

encontravam-se mais ativados no sangue periférico de fumadores saudáveis e em fumadores 

com DPOC, do que quando comparados com pessoas saudáveis não fumadoras. Além disso, 

também se verificou que existe uma correlação positiva significativa entre o número de 

cigarros que são fumados por dia e o nível de ativação dos linfócitos NK. No sangue periférico, 

os fumadores com ou sem DPOC apresentam uma maior proporção de linfócitos NK ativados 

comparativamente com os não fumadores e ex-fumadores com DPOC. Estes dados, indicam 

que, os níveis de ativação celular no sangue periférico estão mais relacionadas com o hábito 

de fumar do que com a doença. Assim sendo, os resultados indicam que fumar afeta a 

ativação celular sistémica dos linfócitos NK e NKT. Estes linfócitos NK desempenham papéis 

chave nas respostas inflamatórias e na ativação destas, o que pode levar à produção de 

citocinas e quimiocinas inflamatórias, tais como TNF-α e IL-8, que podem induzir 

características patológicas na DPOC e danos nos tecidos do pulmão (114).   

Wang et al avaliaram ainda a expressão do CD158e1 em fumadores com ou sem DPOC 

e em não fumadores saudáveis, como um possível mecanismo para as diferenças de ativação 

no sangue periférico. Os níveis de expressão do recetor inibidor CD158e1, quando comparados 

com não fumadores saudáveis, eram menores no sangue periférico de fumadores com ou sem 

DPOC. Isto sugere que a baixa expressão de recetores inibidores KIR pode estar associada com 

a ativação dos linfócitos NK e NKT. Apesar disso, além de recetores inibidores, essas células 

possuem também recetores ativadores (115). Posto isto, também foi comparada a expressão 

do recetor de ativação NKG2D no sangue periférico de todos os grupos, porém não foram 

encontradas alterações significativas (altamente expresso em todos os grupos). 

No entanto, no mesmo estudo, Wang et al mostraram que a proporção de linfócitos 

NK e NKT ativadas na expetoração induzida de fumadores e ex-fumadores com DPOC é 

significativamente maior do em pessoas não fumadoras e fumadoras saudáveis. Assim, foi 

proposto que estas células ativadas na DPOC podem migrar do sangue periférico para o 

pulmão. Tendo em conta o observado acima, foi concluído que a ativação de linfócitos NK 
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dentro das vias respiratórias dos doentes com DPOC pode desempenhar um papel na 

patogénese da DPOC (113). 

4.1.4 Linfócitos B (CD19+) 

Os linfócitos B também têm sido amplamente estudados, uma vez que são 

encontrados nos pulmões de doentes com DPOC, sugerindo que existam respostas imunes 

humorais aos antigénios pulmonares (116). Apesar de Tang et al (92) não terem detetado 

diferenças significativas nos linfócitos B presentes no sangue periférico de doentes com DPOC 

e em pessoas saudáveis, Brandsma et al (117) verificaram que doentes com DPOC possuem 

uma menor percentagem de linfócitos B no sangue periférico, quando comparados com 

pessoas saudáveis. Este facto pode dever-se ao aumento do recrutamento de linfócitos B do 

sangue periférico para o pulmão, justificado, talvez, pela presença aumentada de antigénios 

neste tecido. Esta possível presença aumentada de linfócitos B já foi observada 

experimentalmente, em tecidos de pulmão de doentes com DPOC (118). Além disso, 

analisando os grupos com base no seu estado atual em relação ao tabagismo, verificou-se que 

ex-fumadores com DPOC apresentam menores percentagens de linfócitos B no sangue 

periférico do que os fumadores saudáveis, ex-fumadores e não fumadores. 

Interessantemente, os ex-fumadores com DPOC apresentaram uma tendência de diminuição 

na percentagem de linfócitos B quando comparados com os doentes fumadores com DPOC, 

embora ainda sem significância.  

Neste mesmo estudo, de Brandsma et al (117) verificou-se que existe uma maior 

quantidade de linfócitos B de memória em fumadores (com DPOC ou saudáveis) do que em ex-

fumadores ou pessoas que nunca fumaram. A influência da quantidade de linfócitos B de 

memória na patogénese da DPOC é discutível, sendo que esta resposta imunológica específica 

está, de certa forma, presente em todos os fumadores com histórico considerável de consumo 

e não é o único fator que leva a patogénese da DPOC. Contudo, acredita-se que a maior 

quantidade de linfócitos B verificada em fumadores, pode estar envolvida na resposta 

inflamatória crónica da DPOC. Então, uma das possíveis formas para começar a combater esta 

doença será parar de fumar.  

Por último, também foi detetado um aumento significativo de linfócitos B de memória 

que apresentam comutação de classe (de isotipo) no sangue periférico de fumadores 

saudáveis quando comparados com ex-fumadores e pessoas que nunca fumaram (117). Estes 

linfócitos B são linfócitos maduros que trocam o seu recetor de membrana primário (IgM) por 

IgG, IgA ou IgE em resposta ao reconhecimento contínuo de antigénios. Esta alteração, sugere 

uma resposta imunológica crónica específica ao antigénio causada, particularmente, pelo 

fumo de tabaco. Recentemente, Brandsma et al (119) conseguiram distinguir o aumento dos 

níveis destes linfócitos B no sangue periférico em doentes com DPOC fumadores e em pessoas 

saudáveis fumadoras. Nos fumadores saudáveis, os linfócitos B trocam para isotipo IgA (típico 

de respostas imunológicas na mucosa). Contudo quando está presente a DPOC, os linfócitos 
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trocam maioritariamente para o isotipo IgG. Esta alteração, pode refletir uma resposta 

autoimune específica contra neoantigénios induzidos pelo tabaco, ou uma resposta 

imunológica específica contra agentes patogénicos microbianos (120). 

 Todos os resultados atrás mencionados indicaram que existem alterações nas funções 

imunológicas de doentes com DPOC, o que pode explicar a tendência destes doentes serem 

mais suscetíveis as infeções do que pessoas saudáveis, e estão sumariados na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Resultados da pesquisa bibliográfica. 

 
Comparação de populações linfocitárias no sangue periférico de diferentes grupos. SSE= Sem 

significância estatística; /= Comparativamente; ↑= Aumento; ↓= Diminuição. PSF= Pessoas saudáveis 
fumadoras; PSNF= Pessoas saudáveis não fumadoras; F =fumadores; EF= Ex-fumadores. *Dados relativos 
à mucosa bronquial de doentes com DPOC. 

  

Autores Ano Resultados Referências 

Di Stefano et al 2001 
↓ Linfócitos T CD8+*  

(DPOC severa / DPOC moderada e fumadores saudáveis) 
(93) 

Hodge et al 2007 
↑ Linfócitos T CD8+IFN-γ+ e Linfócitos T CD8+TNF-α+ 

↑ Linfócitos T CD8+ 
(DPOC / Controlos) 

(95) 

Gupta et al 2007 
↓ Linfócitos T CD4+ 

 Linfócitos T CD8+ (SSE) 
(DPOC / Controlos) 

(91) 

Lambers et al 2009 

↑ Linfócitos T CD4+CD28- 
(DPOC / Controlos) 

 
↑ Linfócitos T CD4+CD28- 

(DPOC GOLD III-IV / PSF e PSNF) 
 

↑ Linfócitos T CD4+CD28- 
(DPOC GOLD I-II / PSF) 

(104) 

Brandsma et al 2009 

↓ Linfócitos B  
(DPOC / Controlos) 

 
↓  Linfócitos B 

(EF DPOC / PSF, EF, PSNF e F DPOC) 
 

↑ Linfócitos B de memória 
(F DPOC e PFS / EF PSNF) 

(117) 

Urbanowicz et 
al 

2009 

↓ Linfócitos CD3-CD56+ 
(DPOC /PSNF) 

 
↓ Linfócitos CD3+CD56+ 

(DPOC /PSNF e PSF) 

(108) 

Hodge et al 2011 
Linfócitos T CD4+CD28- (SSE) 
↑ Linfócitos T CD8+CD28- 

(DPOC / Controlos) 
(105) 

Brandsma et al 2012 
↑ Linfócitos B com comutação de isotipos  

(PFS / EF e PSNF) 
(119) 

Paats et al 2012 

 Linfócitos T CD4+ e Linfócitos T CD8+ (SSE) 
↑ Linfócitos T CD8+IFN-γ+ e Linfócitos T CD8+TNF-α+ 

Linfócitos T CD4+IFN-γ+ e Linfócitos T CD4+TNF-α+ (SSE) 
(DPOC / Controlos) 

 
↓ Linfócitos T CD8+IFN-γ+ e Linfócitos T CD8+TNF-α+ 

(DPOC GOLD IV / DPOC GOLD II) 

(94) 

Tang et al 2013 

↓ Linfócitos T CD4+ 
Linfócitos T CD8+ e  Linfócitos B (SSE) 

↑ Linfócitos  CD3-CD56+ e Linfócitos  CD3+CD56+ 
↓ Linfócitos T CD3+ 
Linfócitos B (SSE) 

(DPOC/PSNF) 

(92) 

Wang et al 2013 

↑ Linfócitos  CD3-CD56+ ativados  
(EF DPOC, F DPOC e PSF / PSNF) 

 
↑ Linfócitos  CD3+CD56+ ativados 

(F DPOC e PFS / PSNF) 

(113) 

Hoetzenecker 
et al 

2013 

↑Linfócitos CD4+CD28- 
(DPOC / Controlos) 

↑Linfócitos CD4+CD28- 
(Tecido de pulmão / Circulação) 

(98) 
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4.2 Caracterização clínica dos doentes estudados com 

DPOC 

Na Tabela 5 podem ver-se os diferentes dados dos doentes com DPOC. Nela podemos 

verificar que os doentes estudados são todos do sexo masculino e quatro continuam a fumar. 

Dois dos doentes com DPOC tiveram três exacerbações nos últimos 12 meses pelo que 

necessitaram tomar antibióticos para infeções respiratórias. Adicionalmente, todos os doentes 

estavam medicados com broncodilatadores e anti-inflamatórios inalados. Três doentes 

encontram-se no estadio GOLD II, um no estadio Gold III e quatro no estadio GOLD IV. 

Tabela 5 – Registo de dados dos doentes com DPOC voluntários para o estudo.  

Doentes 1 2 3 4* 5 6** 7* 8*** 

Género M M M M M M M M 

Idade (anos) 67 57 78 78 61 68 63 63 

Hábitos Tabágicos F EF EF EF F F EF F 

Unidades Maço-Ano 30 64 84 0,8 38 45 36 50 

Nº de episódios de exacerbações nos últimos 12 

meses 
3 3 0 0 0 0 0 0 

Antibióticos para IR S S N N N N N N 

Internamento hospitalar por IR 

(nº episódios) 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Broncodilatadores S S S S S S S S 

Anti-inflamatórios (CI) S S S S S S S S 

Gravidade de dispneia (mMRC) 1 4 4 0 1 1 2 3 

Gravidade dispneia (CAT) 10 27 23 13 17 20 14 22 

FEV1 (% valor predicto) 47,7 19 28,30 60,8 73,6 70,4 22,1 29,6 

Estadio GOLD 3 4 4 2 2 2 4 4 

M= masculino; S= sim; N= não; F= fumador; EF= Ex-fumador; IR= Infeção respiratória; CI= 

Corticosteroides inalados; S= sim. *Doente com hipertensão arterial. **Doente com diabetes mellitus tipo 

2 e hipertensão arterial. ***Doente teve acidente vascular cerebral. Dados cedidos pelo Centro 

Hospitalar Cova da Beira 

Na Tabela 6 encontram-se os dados do hemograma dos doentes com DPOC e alguns 

resultados por análise de citometria de fluxo (linfócitos, monócitos e granulócitos). Todos os 

indivíduos, à exceção dos doentes 4 e 6, tinham a população de linfócitos diminuída quando 

comparada com os valores de referência (dados do hemograma). A percentagem de linfócitos 

e de monócitos quantificada por citometria de fluxo estava estatisticamente diminuída 

quando comparada com os valores do hemograma (p=0.002 e p=0.018, respetivamente). Por 

outro lado, verificou-se que a percentagem dos granulócitos estava aumentada nos dados 
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obtidos por citometria, apesar de este aumento não ter atingido significância estatística 

(p=0.060).  

Tabela 6 - Hemograma dos doentes voluntários com DPOC estudados.  

VCM= Volume Corpuscular Médio; HCM= Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM= Concentração de 
Hemoglobina Corpuscular Média; CF= Citometria de fluxo. Dados cedidos pelo Centro Hospitalar Cova da 
Beira. *Significância estatística para valores de p<0,05.  

  

Doentes 1 2 3 4 5 6 7 8 Média±SEM 
Valores de 
Referência  

Leucócitos 
(x103/µL) 

6,1 7,8 8,1 7,8 7,4 7,8 6,4 8,8 7,5±0,3 4,0 – 10,0 

Linfócitos 
(%)  

Dados CF (%) 

23,1  
 

19,5 

20,1 
 

8,2 

17,6 
 

15,2 

25,3 
 

19,6 

17,0 
 

8,0 

25,6 
 

19,6 

19,9 
 

16,7 

19,5 
 

16,4 

21,0±1,2 
* 

15,4±1,7 

25,0 – 40,0% 
 
 

Monócitos 
(%) 

Dados CF (%) 

10,3 
 

8,5 

5,4 
 

2,1 

5,7 
 

6,8 

8,3 
 

7,1 

9,2 
 

4,3 

6,8 
 

6,5 

11,6 
 

7,0 

10,3 
 

5,2 

8,5±0,8 
* 

6,0±0,7 

2,0 – 8,0% 
 
 

Granulócitos 
(%) 

Dados CF (%) 

66,6 
 

72,0 

74,5 
 

89,7 

76,7 
 

77,9 

66,4 
 

73,2 

73,8 
 

87,7 

67,1 
 

73,9 

68,5 
 

71,6 

70,2 
 

63,0 

70,5±1,4 
 

76,1±3,1 

55,0 -80,0% 
 
 

Plaquetas 
(x103/µL) 

159 202 238 194 191 214 130 239 191,5±11,8 140 - 440 

Eritrócitos 
(x106/µL) 

6,99 5,14 5,40 - 4,51 5,09 4,08 5,22 5,2±0,3 4,31 - 6,40 

Hemoglobina 
(g/dL) 

16,0 16,0 17,4 13,1 16,6 16,3 13,9 16,2 15,69±0,5 13,6 - 18,0 

Hematócrito 
(%) 

48,7 47,8 52,1 40,2 48,6 49,2 41,1 50,8 47,31±1,5 39,8 - 52,0 

VCM (fL) 69,7 93,1 96,4 94,4 107,8 96,7 100,7 97,2 94,5±3,9 80,0 - 97,0 

HCM 
(pg) 

22,8 31,1 32,1 29,5 41,1 32,1 34,0 31,0 31,7±1,8 26,0 - 34,0  

CHCM 
(g/dL) 

32,8 33,4 33,3 32,6 50,8 33,2 33,8 31,8 35,2±2,2 32,0 - 36,0 
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4.3 Análise de populações linfocitárias em doentes com 

DPOC 

A população de interesse, linfocitária (R1), bem como a população de monócitos (R2) 

e de granulócitos (R3) podem ser identificadas claramente num gráfico de pontos FSC versus 

SSC. O FSC dá informação sobre o tamanho / forma celular, enquanto o SSC permite obter 

informação sobre a granulosidade / complexidade celular. O estudo combinado destas 

características permite a identificação de diferentes populações de leucócitos (121).  

Desenharam-se regiões, para os controlos e doentes, que continham os linfócitos, 

monócitos e granulócitos, como se pode ver na Figura 3. Posteriormente selecionou-se a 

região 1 (R1), que corresponde à população linfocitária, para se poder analisar e quantificar 

os linfócitos T, NK e B para os controlos e doentes.  

Além dos detetores de dispersão da luz (FSC e SSC), o citómetro de fluxo possui filtros 

dicroicos, que funcionam como espelhos que refletem um determinado comprimento de onda 

da fluorescência emitida pelo fluorocromo, e detetores de fluorescência ou PMT (do inglês 

Photo Multiplier Tubes), com diferentes intensidades de fluorescência (FL), que captam a 

emissão de fluorescência refletida. Isto permite que as diferentes cores de diferentes 

fluorocromos (como por exemplo PE, FITC, APC) sejam separadas por filtros óticos e enviados 

para os detetores PMT, que convertem a fluorescência num sinal eletrónico que será 

digitalizado para gerar parâmetros de FL. O citómetro usado (FACSCalibur) está equipado com 

um laser de 15mW e outro de 9 mW de potência que emitem luz a dois comprimentos de 

ondas; 488 e 635 nm, respetivamente, o que permitiu analisar quatro parâmetros de 

fluorescência diferentes em simultâneo (FL1, FL2, FL3 e FL4) (121). 

Dependendo dos anticorpos usados para a identificação de cada linfócito, foram 

utilizados diferentes detetores. Assim, para analisar o controlo negativo, os linfócitos 

CD3+CD56-, CD3-CD56+ e ainda os linfócitos CD19+ foram usados gráficos de pontos FL1–FL2. 

Para analisar os linfócitos T CD3+CD8+, CD8+CD28+, CD8+CD28-, CD4+CD28+ e CD4+CD28 

usaram-se gráficos de pontos FL2-FL3. Gráficos de pontos FL2-FL4 foram usados para a análise 

de linfócitos T CD3+CD4+ como se poder ver na Figura 4. 

 

Figura 3 – Exemplo de um caso de aquisição de um gráfico de pontos em dispersão frontal (FSC) – 
lateral (SSC) de luz por citometria de fluxo. R1 – Representa a população de linfócitos. R2 – Representa 
a população de monócitos. R3 – representa a população de granulócitos. FSC – Dispersão frontal (do 
inglês Forward SCatter). SSC – Dispersão lateral (do inglês Side SCatter). 
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Figura 4 – Exemplos de aquisição de diferentes populações linfocitárias por citometria de fluxo. (A) – 
Negativo. (B) – Linfócitos T CD8+ (CD3+CD8+). (C) - Linfócitos T CD4+ (CD3+CD4+). (D) - Linfócitos T 
CD8highCD28+ e CD8highCD28-. (E) - Linfócitos T CD4+CD28+ e CD4+CD28-. (F) - Linfócitos NK (CD3-
CD56+) e linfócitos NKT (CD3+CD56+). G - Linfócitos B (CD19+). Os círculos representam as zonas 
analisadas. 
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Tabela 7 - Média dos níveis das populações estudadas, classificadas por grupos.  

Populações Controlos (n=8) Doentes (n=8) 
Significância 

estatística 

Granulócitos (%) 58,30 ± 3,23 (n=7) 76,14 ± 3,11 p=0,002 

Monócitos (%) 10,54 ± 1,62 (n=7) 6,41 ± 0,71 p=0,030 

Linfócitos (%) 31,26 ± 2,37 (n=7) 15,40 ± 1,69  p<0,001 

CD3+CD8+ (%) 25,10 ± 1,70 24,60 ± 3,75  SSE 

CD3+CD8high (%) 19,97 ± 1,58  23,32 ± 2,87 SSE 

CD3+CD4+ (%) 48,63 ± 2,03 55,88 ± 7,20 SSE 

CD8highCD28+ (%) 14,05 ± 1,56 13,14 ± 1,52 SSE 

CD28+/CD8high (% relativa) 70,15 ± 5,48 56,84 ± 2,31 p=0,042 

CD8highCD28- (%) 5,92 ± 1,10 10,18 ± 1,65 p=0,049 

CD28-/CD8high (% relativa) 29,86 ± 5,48 43,16 ± 2,31 p=0,042 

CD4+CD28+ (%) 51,72 ± 2,96 51,06 ± 5,47 SSE 

CD28+/CD4+ (% relativa) 93,40 ± 1,70 95,23 ± 1,32 SSE 

CD4+CD28- (%) 3,71 ± 1,05 2,80 ± 0,89 SSE 

CD28-/CD4+ (% relativa) 6,60 ± 1,70 4,77 ± 1,32 SSE 

CD3+CD56+ (%) 3,52 ± 0,50 4,83 ± 1,13 SSE 

CD3-CD56+ (%) 7,39 ± 1,38 11,92 ± 1,97 SSE (p=0,081) 

CD19+ (%) 10,10 ± 1,44 3,83 ± 0,54 p=0,001 

CD3+ (%) 75,56 ± 2,20 76,08 ± 2,81 SSE 

Negativo (%) 99,95 ± 0,03  99,82 ±  0,16 SSE 

Dados expressos como média±SEM. SSE= Sem significância estatística. 

A Tabela 7 mostra um resumo das médias das diferentes populações leucocitárias 

quantificadas.  

No sangue periférico de doentes com DPOC o número de granulócitos está 

significativamente aumentado (p=0,002) comparativamente aos controlos. Pelo contrário, o 

número de monócitos e linfócitos encontra-se diminuído. Relativamente às populações de 

linfócitos T (CD3+), linfócitos T CD8+ (CD3+CD8+), linfócitos T CD8high (CD3+CD8high) e 

linfócitos T CD4+ (CD3+CD4+), ao comparar o sangue periférico de doentes com o grupo de 

controlo, não se observaram quaisquer diferenças estatisticamente significativas (p=0,888; 

p=0,905; p=0,324; p=0,349 respetivamente).  
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No que respeita às subpopulações de linfócitos T CD8highCD28- e linfócitos T 

CD4highCD28- foram observadas diferenças estatisticamente significativas apenas na 

subpopulação de linfócitos T CD8highCD28-. Assim, o sangue periférico de doentes com DPOC 

possuía um aumento na percentagem de linfócitos CD8highCD28- quando comparado aos 

controlos (p=0,049) (Figura 5B). Nas subpopulações de linfócitos T CD8highCD28+ (Figura 5A) e 

linfócitos T CD4+CD28+ não houve qualquer diferença significativa entre os doentes com DPOC 

e os controlos (p=0,684; p=0,917, respetivamente). O mesmo se verificou ao analisar a 

frequência relativa de linfócitos CD28+ e linfócitos CD28- nos linfócitos T CD4+ (p=0,409; 

p=0,409, respetivamente). Porém, ao analisar a frequência relativa dos linfócitos CD28+ e 

linfócitos CD28- nos linfócitos T CD8high, verificou-se uma diminuição significativa e um 

aumento significativo, respetivamente, nos doentes com DPOC (p=0,042; p=0,042, 

respetivamente) (Figura 5C e 5D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Gráficos de barras de percentagem de linfócitos para cada grupo de indivíduos. (A) - 
Gráfico de linfócitos T CD8highCD28+; p=0,684. (B) - Gráfico de linfócitos T CD8highCD28-; p=0,049. 
(C) - Gráfico de linfócitos T CD28+/CD8high (%relativa); p= 0,042. (D) - Gráfico de linfócito T CD28-
/CD8high (%relativa); p= 0,042. *Significância estatística pra valores de p<0,05.   

 



Populações linfocitárias na doença DPOC | Luís Costa  

 

34 

 

Ainda, no sangue periférico de doentes com DPOC não houve qualquer diferença 

estatisticamente significativa no número de linfócitos NKT (CD3+CD56+) comparativamente 

com os controlos (p=0,308). Relativamente aos linfócitos NK (CD3-CD56+), verificou-se que 

apresentavam um ligeiro aumento nos doentes com DPOC. Porém, este aumento não atingiu 

significância estatística (p=0,08) (Figura 6).  

Por fim os linfócitos B (CD19+) mostraram-se significativamente diminuídos (p= 0,001) 

no grupo de doentes com DPOC comparativamente aos controlos (Figura 6B).  

 

Figura 6 – Gráficos de barras de percentagem de linfócitos CD3-CD56+ e linfócitos CD19+. (A) - 
Ligeiro aumento de linfócitos CD3-CD56+ no sangue periféricode doentes com DPOC. (B) – Aumento 
significativo de linfócitos CD19+ no sangue periférico de doentes com DPOC. *Significância estatística 
para valores de p<0,05. 

Para as populações onde se verificaram diferenças estatisticamente significativas 

entre os doentes com DPOC e controlos foi feita uma análise adicional para determinar se 

haveria diferenças relacionadas com o grau de severidade da doença. Assim, dividiram-se os 

doentes com DPOC em dois grupos: DPOC moderada (GOLD II) e DPOC severa/muito severa 

(GOLD III-IV). Contudo não se obtiveram quaisquer diferenças significativas para estas 

populações (linfócitos B e linfócitos CD8highCD28-) entre estes grupos (Figura 7).  

 

 

 



Populações linfocitárias na doença DPOC | Luís Costa  

 

35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 7 – Gráficos de barras de percentagem de linfócitos em doentes com DPOC agrupados de 
acordo com a severidade da doença. (A) – Gráfico de linfócitos CD19+; p= 0,247. (B) - Gráfico de 
linfócitos T CD8highCD28-; p= 0,630. 
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Capítulo 5 

 

Discussão e Conclusão 

Este trabalho teve por objetivo principal quantificar, por citometria de fluxo, as 

populações linfocitárias isoladas de amostras de sangue periférico de doentes com DPOC e 

comparar com amostras de sangue periférico de pessoas saudáveis. 

 Em relação ao grupo de oito doentes com DPOC estudado, três encontravam-se no 

estadio GOLD II e cinco no estadio GOLD III-IV.  

Pode-se constatar que a percentagem de linfócitos e de monócitos obtida por 

citometria de fluxo foi estatisticamente inferior à percentagem obtida no hemograma. Esta 

baixa parece ser compensada pela população de granulócitos que estava, embora sem 

significância estatística, ligeiramente aumentada na citometria de fluxo. Assim, conclui-se 

que o tipo de técnica utiizada pode influenciar os resultados das diferentes populações de 

leucócitos. 

 No grupo de controlo não se teve acesso a dados clínicos. Porém sabe-se que foram 

estudadas oito pessoas saudáveis com uma média de idade de 35 anos. 

 Os níveis de granulócitos estão significativamente aumentados no sangue periférico 

de doentes com DPOC comparativamente com os controlos. Nos adultos, os neutrófilos são os 

granulócitos mais frequentes e em maior número (122), quando presentes na circulação 

sanguínea, são células que têm uma semi-vida de 6-8 horas (123). Assim, o facto da análise 

efetuada nas amostras de controlos ter sido realizada com buffy coats vindos do Instituto 

Portugues de Sangue e da Transplantação em Coimbra pode justificar a diminuição no número 

de granulócitos no grupo de controlo. Por se tratar de amostras que foram analisadas 2 dias 

depois da colheita, poderá ter favorecido a morte preferencial de granulócitos. Esta 

diminuição de granulócitos poderá justificar o facto da proporção relativa de linfócitos e de 

monócitos se encontrar aumentada nos controlos, e consequentemente o aumento 

significativo em relação ao sangue periférico de doentes com DPOC. De referir que as 

amostras de sangue total dos doentes com DPOC foram cedidas pelo Centro Hospitalar da 

Cova da Beira tendo-se imediatamente procedido à quantificação das populações 

linfocitárias. 

As populações de linfócitos T CD8+ dos grupos em estudo não mostraram diferenças 

estatisticamente significativas, o que está de acordo com os estudos de Gupta et al (91), 

Tang et al (92) e Paats et al (94). Curiosamente, o mesmo se verificou para os linfócitos T 

CD4+, contrariamente ao observado por Gupta et al (91) e Tang et al (92), onde os níveis de 
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linfócitos T CD4+ se encontravam diminuídos em doentes com DPOC, quando comparados com 

os controlos. Nos linfócitos T também não se verificou qualquer diferença entre os dois grupos 

de estudo, ao contrário do estudo de Tang et al onde estes níveis, comparativamente aos 

controlos, se revelaram menores no sangue periférico de doentes com DPOC (92). 

De acordo com o estudo de Hodge et al (105), também se verificou que o sangue 

periférico de doentes com DPOC possui níveis de linfócitos T CD8+CD28- significativamente 

aumentados, quando comparados com os controlos. Na revisão de Arosa (124) sugeriu-se que 

os linfócitos T CD8+CD28- podem desempenhar um papel regulador protetor quando os tecidos 

são danificados por etanol ou ferro. Contudo, em Hodge et al (105) mostrou-se que os 

linfócitos T CD8+CD28-, em doentes com DPOC, estão funcionalmente ativos e produzem 

grandes níveis de IFN-γ e mediadores citotóxicos de granzima B e perforina, sugerindo que 

podem provocar danos nos pulmões e aumentar os problemas da DPOC. Tendo em conta que 

estes níveis estão aumentados em doentes com DPOC, é de acreditar que estas células estão 

envolvidas nas respostas inflamatórias da DPOC, sendo fundamental a realização de mais 

estudos para se perceber o seu verdadeiro papel na DPOC (105). Ao comparar a frequência 

relativa, verificou-se uma diminuição na proporção da subpopulação de linfócitos CD28+ 

dentro da população de linfócitos T CD8high no sangue periférico de doentes com DPOC, 

quando comparados com os controlos. Por sua vez a percentagem relativa de linfócitos CD28-

nos linfócitos T CD8high está aumentada em doentes com DPOC. Na revisão de Arosa (124) 

refere-se que os linfócitos T CD8+CD28- se dividem mais rapidamente e vivem mais tempo 

que os linfócitos T CD8+CD28+, devido, provavelmente, a um ciclo de divisão celular mais 

curto, alta resistência à apoptose e uma diferente resposta a citocinas regulatórias, o que 

pode justificar estes resultados. 

 Nos resultados relativos aos linfócitos T CD4+CD28-, não houve qualquer significância 

estatística o que está de acordo com Hodge et al (105). Porém no estudo de Hoetzenecker et 

al (98) e Lambers et al (104) são apresentados resultados com estes linfócitos aumentados no 

sangue periférico de doentes com DPOC quando comparados aos controlos. Sendo assim, é 

necessário a realização de mais estudos para se poder chegar a uma melhor conclusão. Uma 

das razões subjacentes a esta discordância nos resultados pode ser relativa ao uso de 

anticorpos diferentes no presente trabalho. No estudo de Hoetzenecker et al (98) foi utilizado 

um anticorpo anti-CD4 conjugado-FITC combinado com anti-CD28 conjugado-ECD e no estudo 

de Lambers et al (104) usaram, também, anticorpo anti-CD4 conjugado-FITC mas, combinado 

com o anti-CD28 conjugado PE/Cy5. Os linfócitos T CD4+CD28+ não apresentaram nenhuma 

diferença significativa. Além disso, também se estudou a frequência relativa percentual em 

função da população de linfócitos T CD4+, mas neste caso não se obtiveram quaisquer 

diferenças significativas. 

Quanto aos linfócitos NK e NKT não houve resultados com diferença significativa, ao 

contrário do estudo de Tang et al (92), onde mostraram níveis aumentados destes linfócitos 
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em doentes com DPOC. Contudo, neste estudo observa-se uma tendência de aumento de  

linfócitos NK no sangue periférico de doentes com DPOC. 

 Em relação aos linfócitos B, este estudo mostra níveis diminuídos no sangue periférico 

de doentes com DPOC quando comparados com os controlos. Porém em Tang et al (92) não 

houve qualquer diferença significativa. Neste estudo foi utilizado um anticorpo monoclonal 

anti-CD19 conjugado-PE, enquanto que no nosso estudo se usou um anticorpo anti-humano 

CD19 conjugado-FITC, podendo ser essa a explicação pela qual não obtiveram diferenças nos 

níveis de linfócitos B. Por outro lado no estudo de Brandsma et al (117), também foi 

observada uma diminuição nos níveis de linfócitos B em doentes com DPOC. 

Para os resultados que apresentaram diferenças estatísticas dividiram-se os doentes 

com DPOC em dois grupos: GOLD II e GOLD III-IV. Contudo não se obtiveram quaisquer 

diferenças significativas, possivelmente devido ao pequeno número de amostra em estudo. 

De referir que este estudo teve algumas limitações, nomeadamente, o número reduzido 

de amostras utilizadas e também uma informação clinica insuficiente sobre os indivíduos 

saudáveis do grupo de controlo.  

Concluindo e considerando apenas os resultados com significância estatística, os 

resultados sugerem que os níveis de linfócitos T CD8highCD28- estão aumentados no sangue 

periférico de doentes com DPOC quando comparados com pessoas saudáveis, e que por outro 

lado os linfócitos B estão diminuídos. Estes resultados encontram-se em acordo com estudos 

previamente realizados (105, 117). Uma vez que os linfócitos T CD8highCD28- estão 

funcionalmente ativos em doentes com DPOC, estes podem desempenhar um papel nas 

respostas inflamatórias desta doença através da produção da citocina proinflamatória IFN-γ e 

de mediadores citotóxicos.  

Os linfócitos B ativados reconhecem os antigénios e desenvolvem-se em plasmócitos 

que secretam imunoglobulinas, e em células de memória (125). Embora seja apenas uma 

especulação, a diminuição de linfócitos B no sangue periférico dos doentes com DPOC pode 

ser explicada pelo recrutamento dos linfócitos B para o pulmão, talvez relacionado com o 

aumento de antigénios no pulmão de doentes com DPOC (118). 

5.1 Perspetivas futuras 

Propõe-se que no futuro a amostra de doentes com DPOC seja aumentada, para se 

poderem retirar conclusões mais objetivas em relação aos resultados que foram contra os 

estudos previamente realizados. Com um número maior de doentes estudados seria também 

possível uma melhor comparação das populações linfocitárias entre doentes com DPOC com 

estadios GOLD diferentes. Para uma melhor análise dos resultados era ainda importante ter 

acesso a mais dados informativos dos voluntários saudáveis.  

Seria também interessante pesquisar se o uso de anticorpos diferentes utilizados para 

marcação pode ter influência na divergência de resultados observados nos estudos existentes. 
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No que diz respeito aos linfócitos B, uma futura identificação de neoantigénios ou 

antigénios bacterianos/virais, envolvidos na patogénese da DPOC, que têm especificidade 

para os linfócitos B era importante para uma melhor compreensão do papel destas células na 

DPOC. 
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