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RESUMO

Com a finalidade de se avaliarem as reacgdes
precoces do pulméio 4 acgdio da Amiodarona ,
estudaram-se 21 doentes sem alteragdes clinico-
radiolégicas pulmonares tratados com aquele
firmaco (200 mg/ dia em 18 doentes e com 100, 300
¢ 400 mg/dia nos restantes 3 ). O periodode tratamento
variou entre 6 meses e 9 anos, o que aconselhou a
divisio dos doentes em 2 grupos (Grupo I: < 24
meses, média de 11.65 % 6.3 meses, n=13 ; Grupo II:
> 24 meses, média de 48.75 % 26.53 meses, n=8).

Todos os individuos foram submetidos, volunta-
riamente a lavagem broncoalveolar (LBA) para
estudos de celularidade; expressiio antigénica
CD22, CD2, CD4, CD8, CD56, HLA-DR ; doseamento
de fosfolipideos totais e sua caracterizagio. No
sangue periférico estudaram-se os fenotipos linfo-
citarios CD22,CD2,CD4,CD8,CD56 e realizou-se
o teste de transformagfo linfoblastica (TTL) &
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Summary

With the purpose of evaluating the pulmonary
changes during long term therapy with Amiodarone,
the authors have studied 21 patients (Pts) treated with
thisdrug (200mg/d in 18 Pts; 100, 300 and 400 mg//day
in the remaining 3).

The treatment lasted from 6 months to 9 years, and
according to this the studied population was divided
into two groups: Gr. I - less than 24 months (11.65 +
6.3), n = 13; Gr. Il - more than 24 months (48.75
26.53), n =8. ]

After declared consent, all the patients were submit-
ted to bronchoalveolar lavage (BAL) for diferential cell
count; phenotyping of lymphocytes CD22, CD2, CD4,
CD8, CD56, HLA-DR; total and fractioned phospholi-
pids.

Venous blood was colected to study the lymphocytic
phenotypes and specific lymphoblastic transformation
test (Amiodarone).
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Amiodarona . A populagiio de controlo era consti-
tufda por 17 voluntérios normais. Como resultados
estatisticamente significativos encontrou-se linfoci-
tose no LLBA;elevagiio de linfécitos T ( CD2) no
LLBA e no sangue; diminuigdo de linfécitos B (CD22)
no LLBA e sangue; elevagio de CD4 no LLBA. Re-
lativamente aos dois grupos, havia uma elevagio de
CD4 e uma diminuigiio de CD8 no LLBA no Grupo
1L

O TTL & Amiodarona no sangue periférico en-
contrava-se positivo em 35% dos doentes.

Os resultados obtidos sugerem, j4 nesta fase
inicial, um quadro de alveolite linfocitaria , com
amplificagio da sua vertente auxiliadora, o que
poders dar inicio & cascata do envolvimento pul-
monar desencadeada pela Amioadrona.

INTRODUGAO

A Amiodarona, farmaco com propriedades vasodi-
latadoras ¢ antiarritmicas,é largamente utilizada na
Europa desde 1967 [3,4,5].Usada,inicialmente, no
tratamento da angina de peito , & hoje sobretudo apli-
cada na terapéutica antiarritmica [4,5,7]. Classificada,
farmacologicamente, como droga anfifilica catiénica
[4,17], a Amiodarona e 0 seu metabolito primario
activo, desetilamiodarona, tém tendéncia a induziruma
acumulagdo fosfolipidica em certas células e tecidos,
motivada pela inibig#o da fosfolipase A lisosémica, o
que blogueia a sua degradagéo[1, 4,8,9]. A incidéncia
dos efeitos adversos associados & sua utilizagdo varia
entre 40 - 93 % e inclui perturbagdes da condugdo
auriculo-ventricular, depésitos corneanos, hiperti-
roidismo, alteragdes hepaticas € neuropatias peri-
féricas [4,5,10,16,19]. Mas é talvez a toxicidade pul-
monar - que ocorre em cerca de 10% [12] -a que
origina maior restrigdo 4 sua utilizagao.

A patogénese da lesdo pulmonar induzida pela
Amiodarona é controversa [2,11,13]. Enquanto alguns
investigadores postulam que a droga € directamente
toxica parao pulméo [14,15] outros sugeremum efeito
indirecto,envolvendo um mecanismo imune de me-
diagdo celular [15,16,25].

A andlise do liquido de lavagem broncoalveolar
(LLBA) de doentes e de animais de experiéncia
com toxicidade pulmonar tem revelado uma lin-
focitose e uma inversdo da relagio CD4/CD8 , clas-
sicamente atribuida & elevagdo de CD8+, achado
que é compativel com uma reacgio de hiper-
sensibilidade. No entanto,este dado ndo tem sido
sempre constante, encontrando-se alguns doentes com

The studied group was analyzed against a matched
normal population of 17 voluntary people. i
Statistically the most relevant results were: §
- lymphocytosis in the bronchoalveolar lavage fluid |
(BALF); higher levels of T lymphocytes both in the
BALF and in the venous blood; lower levels of B
Iymphocytes both in the BALF and in the venous blood; )
higher levels of CD4 in the BALF. 3
After comparing Gr. I with Gr. Il the authors have -
observedahigher level of CD4 and alower level ofCD8 i
in the BALF in Gr. L. The lymphoblastic test was |

positive in 35% of all patients. A l

These results point, even from this early stage, to the "
presence of a pattern of lymphocytic alveolitis with
marked increase of CD4 + T cells probably responsible

for what was observed during long term therapy with
Amiodarone. ]
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linfocitose sem elevagdo da subpopulagdo CD8+, ou- i
tros com aumento isolado dos polimorfo
nucleares neutrofilos e ainda outros com celula-
ridade do LLBA normal, sugestivos de um meca-
nismo fisiopatologico diferente ou de estadios evolu- 4
tivos distintos. i
Com a finalidade de contribuirem, de algum modo,
para a clarificagio da patogenia da toxicidade pul- §
monar induzida pela Amiodarona , 0s Autores propu-
seram-se pesquisar,em individuos tratados com este -:,(
firmaco, uma eventual alveolite subclinica,que de algum 7/
modo pudesse vir a ser responsabilizada pela eclosdo :
da patologia respiratdria.
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Estuddmos 21 doentes( 20 homens e 1 mulher )}
submetidos & acgdo terapéutica pela Amiodarona, com
idade média de 61.95  8.85 anos (Mn-32 A. e Mx -75 4
A.). A posologia da Amiodarona foi de 200 mg/dia em §
18 doentes e de 100,300 e 400 mg nos restantes 3. (0F:
tempo de tratamento variou , em 18 casos , entre 6e48 %
meses e , nos restantes 3 doentes, atingiu um méximo 4
de 108 meses. Apés miltiplas analises dos resultados -4
com respeito & pesquisa de alveolite subclinica,
pareceu-nos, sugestivo dividir os doentes, em dois ;
grupos,de acordo com o tempo de tratamento: Grupo ;
[ (<24meses ): média de 19.65+6.3 meses ; Grupo [1 (2 i
24 meses ): média de 48 .7 + 26 meses. {

Os doentes ndo apresentavam qualquer alteraqﬁo}%
clinica e radiologica do foro pulmonar e aderiram |
voluntariamente & realizagdo de LBA para estudo da?l
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celularidade, populagdes linfocitarias, marcadores de
activacdo linfocitéria e doseamento de fosfolipideos e
sua caracterizagio.

No sangue periférico , estudaram-se os fenotipos
linfocitdrios CD22, CD2, CD4, CD8 e CD56 ¢ anali-
sou-se o teste de transformag#o linfoblastica (TTL) a
Amiodarona.

Serviram de populagdo testemunha 17 voluntério}
saudéveis, ndo fumadores, com idade média de 21.5 £
1.9 anos , para estudo da celularidade do LLBA. Para
as populagdes linfocitarias CD4 e CD8, serviram de
controlo 10 individuos normais.

Métodos

As técnicas de execugdo da LBA e respectiva meto-
dologia , bem como a tipagem linfocitéria (marcagéo
CD22,CD2,CD4,CD8,CD56 e HLA-DR) no LLBA e
no sangue periférico foram efectuadas de acordo com
descrigdes em trabalhos anteriores(21.22 ).

Utilizou-sea técnica de microcultura dos linfécitos
em presenca de Amiodarona,com incorporagdo da
timidina tritiada para a analise da proliferagéo linfo-
citaria , com contagens num contador de cintilagdes
beta.

O fraccionamento dos fosfolipidios foi realizado
por cromatografia em camada fina, em placas de
silica-gel. Na andlise estatistica dos diversos resulta-
dos, utilizou-se o teste t de Student-Fisher. As possiveis
associagdes foram determinadas por andlise de corre-
lagdo linear.

RESULTADOS

A celularidade total no LLBA, por mililitro( x 10*)
erade 12.61 £17.5 (versus 9 4 na populago normal
de controlo), nio havendo diferenca significativa entre
os dois valores médios. Quanto as percentagens das
populagdes celulares, consideradas globalmente, eram:
75.20 £ 14.59 de macrofagos(M#) (versus 87+ 6.5 nos
normais), 20.70 £14.63 de linfocitos (L) (vs 8.3 £4.62
e 2.45 + 2.21 nos neutr6filos (N) (vs 4.4  2.7).
significativo o aumento dos linfocitos e a diminuigdo
dos M@ e N em relagdo ao grupo controlo (Fig.1). As
populagdes linfocitarias CD2 estavam significativa-
mente aumentadas ( p<0.001),quer no LLBA quer no
sangue. Assim, os valores dos linfocitos T,no LLBA,
eram de 92.20 +4.81% (vs 48 £3 %) e no sangue
periférico 80 +4.6% ( vs 53 + 4%) (Fig.2). Contrari-
amente , os valores dos linfécitos B eram significativa-
mente inferiores ( p<0.001 ), tanto no LLBA ( 1.95 £
0.99% vs 9+1%mnos controlos) como no sangue
periférico (7.18 + 2.76% vs 19 £ 4%) ( Fig. 2) .

As subpopulagdes linfocitérias CD4 e CD8 ( Fig. 3)
no LLBA e no sangue diferiam, por vezes significativa-
mente , das do grupo testemunho.

Assim , no LLBA', os doentes apresentavam 51.37+
+15 % de células CD4  (vs 37.9 £9.2% nos normais
-p<0.025), 38.09+16.% de células CD8, (vs 29.9:
+5.1%e 1.73 £1.04 na sua relagdo (vs 1.3+0.1)
(Fig.4). No sangue periférico, os valores dos doentes
e dos individuos normais eram , respectivamente, 0s
seguintes : CD4 -47.01 £:6.38% e44.4+5.2% ; CD8
-32.24+6.6%e 26,9+ 6.5% (p<0.05); relagio CD4/
CD8 -1.55+0.46¢1.7+0.5(Fig3ed).

" O seu ordenamento em dois grupos consoante o
tempo de tratamento com a Amiodarona revelou algu-
mas diferengas. O Grupo I (<24 meses), constituido por
13 doentes , mostrou uma linfocitose de 18 £ 16% (Mn-
2e Mx 40%) e uma neutrofilia média de 2.25 +
+1.91% (Mn-0 e Mx-6%), enquanto que, nos in-
dividuos do Grupo II ( 2 24 meses), formado por 8
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Fig. 2 -- Populagdes linfocitirias CD2 e CD22 no sangue

e no LLBA de doentes e de controlos normais.
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Fig. 3 -- Subpopulagdes linfocitdrias CD4 e CD8 no san-
gue e no LLBA de doentes e de controlos nor-
mais.
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Fic. 4 -- Relagdes CD4/CD8 no sangue ¢ no LLEA de
doentes e de controlos normais.

doentes, a linfocitose média era de 24.6 £ 12.12 % (Mn-
8 e Mx-44%) e aneutrofiliamédia de 2.8 £ 2.7% (Mn-
0eMx- 7%), ndo sendo estatisticamente significativa
a diferenga entre os valoresmédios doslinfécitos e dos
neutrofilos ( Fig. 5).

Nos LLBAs, os valores das subpopulagdes linfo-
citdrias eram os seguintes ( Fig 6 e Quadro I): CD4 :
44.8 £15 % (Mn-22.3 e Mx-70.3%) no Grupo I e 61.92
+ 86 % (Mn-45 e Mx-70.7%) no Grupo II
(p<0.02);CD8:44.77 + 16 % (Mn-23 e Mx-73,3%) no
Grupo I e 27.24 + 8.44% (Mn-17.3 e Mx-45%) no
Grupo II ('p<0.02); CD4/CD8:1.24 + 0.8 (Mn-0.33 e
Mx-3 ) no Grupo I e 247 £ 0.8 (Mn-1 e Mx-3.7) no
Grupo 11 (p<0.005) ( Quadro 1 ). Relativamente a
identificagdo de células NK(CD56) no LLBA, foram
encontrados valores médios de 3.04+4.11 %no Grupo
1e3.10 +£3.52% no Grupo II (ns.).

No sangue periférico, as diferengas entre os dois
grupos eram reduzidas: CD4 - 47.39 + 6.5% ; CD8 -
32.86+7.2% ; relagio CD4/CD8 - 1.55 0.49 no Grupo
le CD4 - 46.18 + 6% ; CD8 - 31.22 + 5.8 %); relacdo

CD4/CD8 - 1.55 +0.44 no Grupo II (Fig. 6 e Quadro 1),
A expressio antigénica HLA-DR no LLBA encontra-
-se mais elevada no Grupo II (6.62%3.6% ) emrelagdo
a0 Grupo I (4.54 % 3.15% ), todavia sem atingir signi-
ficado estatistico. Também, no que se refere & marcago
NK no sangue, os valores encontrados foram seme-

Ihantes: Grupo [- 16,62 9.5%; Grupo I -22:+ 11.48% .

(n.s.). A transformagdo linfoblastica & Amiodarona,
no sangue periférico, apresentou valores de indice

mitogénio superior a 2 - e por isso considerados

positivos - em 35% dos dogntes.

Os fosfolipideos totais recolhidos por LLBA eram
sensivelmente idénticos aos encontrados no grupo

controlo( Fig 7), o mesmo se registando entre o0
grupos I e II. Alids , cromatograficamente ( Fig.8),
apenas se detectou, no Grupo I, um ligeiro aumento da
esfingomielina ( p<0.05) em relagio ao Grupo
1I,mantendo-se quase inalteradas as restantes fracgoes
(lecitina, fosfatidilinositol e fosfatidiletanolamina).
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Fig. 5 -- Percentagem de células no LLBA dos grupos I ;
ell. {
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Fic. 6 -- Subpopulagdes linfocitérias CD4 ¢ CD8 no |

sangue e no LLBA dos Grupos I e II.
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QUADRO 1 -~ Percentagem das subpopulagdes linfocitdrias T

no LLBA ¢ no Sangue de doentes e de controlos normais,

CDh4 CD8 CD4/CD8
LLBA SANGUE LLBA SANGUE LLBA SANGUE
CONTROLO : 37.9|+9.2 44.4+5.2 29.9+5.1\)‘ 26.9+6.5 .80 1.7+0.5
|
p<0.025 p<0.05
| |
TOTAIS 51.37+16  47.01+6.3 38.09+16 32.24+6.6 1.73+1.04  1.55+0.46
GRUPOI| 44.88+15  47.39+6.5 44.77+16 32.86+7.2 1.24+0.8  1.55+0.49
<24 MESES | | |
p<(:.02 p<0.02 . p<0.005
| |
GRUPOII 61.92+8.6  46.18+6 27.24+8 44  31.22+5.8 247+0.8  1.55+0.44
>24 MESES
m% DISCUSSAO
29
De acordo com a grande maioria dos autores que
tém estudado pneumopatias induzidas pela Amioda-
b E.;'l gg‘lggngA rona, [3,11,17], também nos tivemos oportunidade de
detectar, nos liquidos de lavagem broncoalveolar dos
nossos casos sem pneumopatia demonstravel ,niveis
de linfocitos significativamente superiores (p< 0.001)
| aqueles que foram determinados no grupo controlo,
tradutores de uma alveolite linfocitaria e sugestiva-
mente testemunhando a importdncia patogénica
assumnida por estes elementos celulares na evolugéo da
0 toxicidade pulmonar,
FOSFOLIPIDEGS ! A populagdo linfocitéaria B encontrava-se significa-
. tivamente diminuida em relagdo ao grupo controlo,
Fla. 7 -~ Fosfolipideos no LLBA de doentes e de con-

trolos normais.

Lecitina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilinositol
Esfingomielina

mizis] |

8,048

GRUPO | GRUPO 11

Fig. 8 - Andlise cromatografica dos fosfolipideos do

LLBA nos Grupos I e Il

0 que poderd sugerir a limitada participagdo de
factores humorais, pelo menos nesta fase.

Embora a maioria dos autores aponte para um
aumento dos linfocitos CD8+ na fase de pneumonite
instituida, Martin e col.(17) encontraram, tal como nds
em fase preclinica, um subgrupo de doentes que apre-
sentavamn uma linfocitose CD4+ ,com consequente
aumento da relagdo CD4/CDS8.

Parece, assim , poderem admitir-se, na evolugio da
toxicidade pulmonar induzida pela Amiodarona, trés
fases: (1*) Uma inicial, subclinica,com linfocitose em
alguns casos, jé presente em doentes submetidos ao
farmaco por um periodo inferior a 24 meses ( percen-
tagem de linfocitos totais de 18+ 16 e de subpopulagoes
CD4 ¢ CD8 de 44.77+15 ¢ 44.77+16), a qual parece ir-
-se acentuando nos doentes com mais tempo de ex-
posigdo 4 custa da populagio CD4+ (L -24.6 £ 12.12

CD4-61.9+8.2eCD8-27,24+8.44), com correlagdo
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positiva entre o aumento dos linfécitos CD2+ e a
relagdo CD4/CD8 (Fig. 9 ) e sugerindo assim um
mecanismo ‘de apresentagio antigénica (pela via en-
dosémica) por células macrofigicas no contexto da

y = .061x + 953, R-squared: .867

0 % 20
Lifbelios

Fig. 9 -~ Correlagdo entre a percentagem de CD2 e a

relagio CD4/CD8 no LLBA do grupo II.

classe II do HLA conduzindo ao recrutamento e
activagiio das células CD4+ ; nesta fase da alveolite
subclinica , os linfécitos recolhidos no LLBA, encon-
travam-se em numero elevado e com evidéncia de
activagio, ¢ a acentuagdo do fenétipo HLA-DR no
grupo de doentes com exposigdo mais prolongada (4.54
+£3.15,vs 6.62£3.6), assim como o TTL & Amiodar-
ona (positivo em 35% dos doentes),sd0 também su-
gestivos duma hipersensibilidade mediada por células.
(2*) Numa segunda fase, em alguns casos tentar-se-ia
corrigir esta evolugdo das interrelagdes CD4/CDS8 e,
assim, as subpopulagdes CDS8 antes genericamente
elevadas,diminuiriam ; mas, nos casos evoluindo para
pneumopatia , a manutengo da expansdo destas mes-
mas linhagens celulares acabaria por ultrapassar o seu
objectivo moderador. (3*) E, assim, numa fase ulterior
j& com alteragdes clinicoradiolégicas,os estudos em

LLBA efectuados por vérios Autores demonstram j§ . |
a existéncia de alveolites linfociticas com francg
predominio das populagdes CD8+.Esta predominancia 4
podera, pois, corresponder a uma espontdnea mody
lagdo correctiva, que assim se oporia & perpetuagdo de
uma via favorecedora dos processos de activagdo
imunolégica. E também nesta fase que tém sido |
referenciadas alteragdes de outras linhas celulares dg
LLBA, como o aumento dos eosinéfilos e polimorfonu.-
cleares neutréfilos; no periodo subclinico, no entanto ¢ 4
segundo os resultados do nosso estudo, ndo parece f
haver compromisso destas células.

O valor progndstico da presenga da relagio CD4/ \
CD8 aumentada, interpretada por alguns autores como
uma tendéncia mais fibrosante, s6 poderé ser avaliada
por estudos longitudinais e que incluam a avaliagio-
correlativa deste pardmetro. . 8

Sabe-se ,ainda, que o uso de Amiodarona induz
acumulagéio de fosfolipideos em células e tecidos, o que |
tem motivado, por parte de vérios Autores [4,17], estu- +
dos de identificagdo de corpos lamelares em diversos '
tipos celulares. Esta agressfo pode provocar lesdo das ',
células envolvidas, nomeadamente dos pneumécitos |
tipo II e dos macrofagos, dos linfécitos e dos polimor-
fonucleares constituindo uma eventual via de activagdo
imunolégica ndo especifica.

No nosso estudo , procedeu-se ao doseamento de
fosfolipideos totais no LLBA, que n#o diferiram
significativamente do grupo controlo. Fez-se, ainda,0 -
estudo fraccionado dos fosfolipideos no mesmo liquido
tendo-se encontrado, no grupo de doentes com ex-
posi¢do mais prolongada e com maiores alteragdes §
imunolégicas uma redugdo significativa dos valores .
da esfingomielina , o que podera ser relaciondvel com
um eventual distirbio da produgao da substancia ten-
soactiva pelos pneumocitos tipo Il e consequente reper-
cussdo na instalagdo do quadro patolégico.
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