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RESUMEN

Introduccién: Los cambios funcionales resultantes de la evoluciéon de la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) son progresivos e irreversibles, lo que provoca un aumento del trabajo del diafragma debido a la
hiperinflacion. Los nervios frénicos promueven la inervacién del diafragma y pueden verse comprometidos en
la condicién de EPOC.Objetivo: Comparar la morfologia de los nervios frénicos de los cadaveres con y sin EPOC,
mediante microscopia 6ptica. Métodos: Estudio descriptivo, transversal y comparativo de muestras, tanto de los
pulmones como de los nervios frénicos de 38 cadaveres, con diagnéstico de EPOC y sin esta condicién. Las muestras
de tejido fueron fijadas y procesadas por histologia convencional con ldminas histolégicas de hematoxilina-eosina.
Las muestras fueron compuestas por pacientes con EPOC (EPOC) y sin EPOC (CTR). Esta clasificacion se realizd después
del andlisis histoldgico. Las laminas histolégicas se analizaron mediante microscopia éptica por un patélogo, que fue
un evaluador ciego al estudio. Resultados: De acuerdo con los criterios de inclusion, se incluyeron 31 caddveres en
el grupo de EPOC y 7 cadaveres en el grupo CTR. En el andlisis de los nervios frénicos, 8 cadaveres, es decir 25,8%
del grupo de EPOC, tuvieron cambios histopatolédgicos como edema perineural (75%, n=6), atrofia nerviosa (12,5%,
n=1) e infiltrado eosinofilico perineural (12,5%, n=1). Conclusion: Los nervios frénicos de los cadaveres con EPOC
tienen tendencia a alteraciones histopatoldgicas, siendo el edema perineural la principal modificacién encontrada.

Palabras clave: Enfermedad pulmonar obstructiva créonica; Nervio frénico; Microscopia; Autopsia. (fuente: DeCS
BIREME).

ABSTRACT

Introduction: Functional changes resulting from the evolution of chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
are progressive and irreversible, causing increased diaphragm work due to pulmonary hyperinflation and airway
obstruction. Phrenic nerves have promoted innervation of the diaphragm and may have been compromised in COPD
condition. Objective: To compare the morphology of the phrenic nerves of the cadavers with COPD and without
COPD by optical microscopy. Methods: An exploratory descriptive studio conducted on the Death Verification Service
in Alagoas. Pulmonary and phrenic nerve biopsies will be bilaterally taken from the 38 cadavers after a necropsy with
the diagnosis of COPD. Tissue samples were fixed and processed by conventional histology for hematoxylin-eosin (HE)
histological slides. Biopsies are divided into experimental groups, one composed by patients with COPD and the other
with patients without COPD (control - CTR). This classification was realized after the histological analysis, when typical
halls of COPD were found. Histological slides were analyzed by optical microscopy by a pathologist, who was able
to assess the study. Results: According to the inclusion and exclusion criteria of the study, if it includes 38 cadavers
in the initial evaluation, of which 31 are included in the COPD group and 7 in the CTR group. In the analysis of the
phrenic nerves, 8 cadavers, 25.8%, of the COPD group had histopathological changes: perineural edema (75%, n=6),
nervous atrophy (12.5%, n=1) and perineural eosinophilic infiltrate (12.5%, n=1). The CTR group does not present
histopathological alterations of the phrenic nerves. Conclusion: Given the hallmarks of the biopsies performed on
the phrenic nerves of the corpses with COPD, we can infer that there is a tendency for nerve alteration, with perineural
edema, to be the major modification found.

Key words: Chronic obstructive pulmonary disease; Phrenic nerve; Microscopy; Autopsy. (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
se considera la cuarta causa de muerte en el mundo
y su progresion a 2020 es catastréfica, ya que puede
ocupar la tercera posicion en este ranking“?. El
principal factor de riesgo para la EPOC es fumar, pero
otras exposiciones ambientales como la exposicion
a la biomasa y la contaminacién del aire, pueden
contribuir. Ademas de la exposicidn, algunos factores
intrinsecos predisponen a los individuos a desarrollar
EPOC, como anomalias genéticas, desarrollo anormal
de los pulmones y envejecimiento acelerado®. La EPOC
promueve la hipersecreciéon pulmonar, el edema de las
viasrespiratorias y los espasmos bronquiales que causan
obstruccién del flujo de aire y aumentan la resistencia
pulmonar. Durante la exacerbacién de la EPOC, la
inspiracion se vuelve superficial y rdpida, mientras que
la exhalacion se prolonga, haciendo imposible ventilar
adecuadamente el aire de los pulmones, lo que lleva a
una hiperinflacién pulmonar®,

El musculo respiratorio principal es el diafragma,
que proporciona ventilacién pulmonar al elevar los
ultimos seis pares de costillas y esternén, aumentando
el didmetro transverso y anteroposterior de la caja
toracica, y a medida que la exacerbacion de la EPOC se
hace frecuente, se producen cambios en la mecanica
ventilatoria, especificamente en la reducciéon de las
cUpulas hemi diafragmaticas, lo que produce una
presion abdominal inferior, lo que reduce la capacidad
del diafragma para generar presién inspiratoriay menos
expansion del toérax. Estos cambios promueven el
acortamiento de los musculos ventilatorios, generando
una desventaja mecdnica para satisfacer las necesidades
de la demanda respiratoria®.

Los cambios funcionales resultantes de la evolucion de
la EPOC son progresivos e irreversibles, lo que provoca
un aumento constante del trabajo muscular ventilatorio
debido a la hiperinflacion pulmonary la obstruccién del
flujo de aire, lo que promueve la fatiga y el agotamiento
del diafragma®.

El nervio frénico, que se origina a partir de las raices
nerviosas cervicales C3-C5, desempefa un papel
importante en el proceso de ventilacion, ya que es
responsable de la inervacién del diafragma®. La
inervacion periférica consiste basicamente en ganglios
y nervios. El nervio frénico estd compuesto de haces
de fibras rodeados por una capa, llamada vaina
de mielina. La vaina de mielina tiene un didmetro
de aproximadamente 1 pm, que consiste en una
membrana lipidica rica en glicofosfolipidos y colesterol
que cubre los axones, facilitando la transmisién de los
impulsos nerviosos”. Las células gliales son numerosas
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en el sistema nervioso y pueden clasificarse seguin sus
propiedades funcionales y su ubicaciéon: células de
Schwann, ubicadas en el sistema nervioso periférico
(SNP), y oligodendrocitos, ubicadas en el sistema
nervioso central (SNC). Las células de Schwann y los
oligodendrocitos rodean los axones formando varias
capas®.

La vaina de mielina actia como un aislante eléctrico,
promoviendo un mayor impulso nervioso porque causa
saltos de despolarizacion a lo largo del axén a través de
los nédulos de Ranvier. El grosor de la vaina de mielina,
el didmetro del axon, la cantidad y la distancia entre los
nodulos de Ranvier, la estructura nodal y la composicion
molecular delos canalesiénicos, influyen enla velocidad
de conduccién de los impulsos nerviosos que pueden
ser hasta 100 veces mas rapidos?”. Existe evidencia de
que los nervios frénicos pueden verse comprometidos
en la EPOC debido a cambios irreversibles en la
mecdanica ventilatoria debido fundamentalmente a
cambios en el diafragma®°,

El objetivo de este estudio fue comparar la morfologia
de los nervios frénicos de los cadaveres con EPOC y sin
EPOC mediante microscopia 6ptica.

METODOS

Disefo

Se realizd un estudio descriptivo exploratorio en el afo
2012. Se tomaron muestras de los pulmones y nervios
frénicos de 38 caddaveres sometidos a autopsia con
diagnostico de EPOC (n=31) y sin esta condicién (n=7)
en el servicio de verificacion de muerte (SVO) de la
Universidad Estatal de Ciencias de la Salud de Alagoas
(UNCISAL). Las muestras se dividieron en dos grupos: 1)
grupo con EPOC (EPOC) y 2) grupo sin EPOC (CTR). Es de
destacar que los grupos fueron confirmados después
del andlisis histologico, respetando los criterios de
inclusion y exclusion.

El formulario del consentimiento informado (ICF), que
se adjunta al protocolo general del SVO, fue firmado por
el miembro de la familia responsable del cadaver.

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Etica
en Investigacion (CEP) de la Universidad Estatal de
Ciencias de la Salud de Alagoas (UNCISAL).

Los criterios de exclusion fueron cadaveres con ausencia
de lébulo o pulmén debido a cirugia o malformacién
congénita, que se sometieron a cirugia cardiaca o
que tuvieron algunas comorbilidades especificas,
como enfermedad neuromuscular, enfermedad
neurodegenerativa, malformaciéon estructural del
hueso toracico, enfermedad neuroldgica e historial de
traumatismo (traumatismo craneal - TBI o traumatismo
de la médula espinal - TRM).
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Inicialmente, se confirmd lainformacién sobre el cadaver
contenido en el formulario desarrollado por familiar en
el SVO, que observo el historial de tabaquismo como
uno de los principales criterios para la inclusién en el
grupo con EPOC, el cual se confirmaria por la presencia
asociada de algunos cambios histopatoldgicos
especificos. Por el contrario, ningun cadaver incluido en
el grupo de CTR tenia un historial de tabaquismo.

Muestras frénicas y pulmonares

El material para el andlisis se recogi6 mediante el
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procedimiento de necropsia estandar realizado en el
SVO, en el que se realizé un corte desde el manubrio
hasta la cicatriz umbilical (Figura 1. A) a través del
cual se accedid a las estructuras toracicas desde las
que se accedid. Se tomaron muestras bilaterales de
los apices pulmonares (Figura 1. B) y de los nervios
frénicos, localizados en las regiones posterolaterales
del pericardio (Figura 1. C). Las muestras de éapice
pulmonar sirvieron para confirmar la presencia o
ausencia de antracosis, engrosamiento septal y bullas
enfisematosas, que pueden ser resultados de la EPOC.

Figura 1. Procedimiento de necropsia estandar realizado. A) Seccion de la region desde el manubrio hasta la
cicatriz umbilical para realizar el procedimiento de necropsia. B) Seccién del apice pulmonar. C) Seccién de las
regiones posterolaterales del pericardio para la extirpacion de los nervios frénicos.

Procesamiento histologico

Las muestras de tejido se almacenaron en una solucion
de formaldehido al 10%, hasta que se procedié al
procesamiento histoldgico convencional para la
preparacién de las laminas histoldgicas tefidos con
hematoxilina-eosina (HE). Se realizaron 4 ldminas
histolégicas para cada caddver, uno por cada &pice
pulmonar y uno por cada nervio frénico. Las ldminas
histolégicas se analizaron mediante microscopia
Optica con objetivos de 4x, 10x y 20x. Los andlisis
histopatolégicos fueron realizados por un patélogo
general, que fue evaluador ciego del estudio.

RESULTADOS

De acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion del
estudio, se incluyeron 38 caddveres en la evaluacion

inicial, de los cuales 31 se incluyeron en el grupo de
EPOCYy 7 en el grupo de CTR. El perfil sociodemogréfico
de las muestras de los caddveres para los grupos CTR y
EPOC se puede observar en laTabla 1. Los cadaveres del
grupo EPOC tenian una edad media de 66,8 + 17,9 afios,
mayor prevalencia del género masculino (61,3%, n=19),
mulato (64,5%, n=20) y originario de la capital (61,3%,
n=19). Como se esperaba, se observé que alrededor
del 90% (n=28) de los cadaveres en el grupo de EPOC
tenian antecedentes de tabaquismo. Mientras que los
cadaveres del grupo CTR tenian una edad promedio de
73,6 £ 17,6 anos, mayor prevalencia de mujeres (85,7%,
n=6), mulato (85,7%, n=6) y origen de la capital (100%,
n=7). De acuerdo con el formulario completado por la
familia en el SVO, ninguin cadaver incluido en el grupo
de CTR tenia un historial de tabaquismao.
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Tabla 1. Perfil sociodemografico de las muestras obtenidas de cadaveres con enfermedad pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) y sin ella (CTR).

CTR (n=7) EPOC (n=31)

Género

Femenino 85,7% (6) 38,7%
Masculino 14,3% (1) 61,3%
Grupo de edad (afnos) 736176 66,8+ 17,9
Raza

Blanco 0% 32,3%
Mulato 85,7% 64,5%
Negro 14,3% 3,2%
Procedencia

Capital 100% 61,3%
Provincias 0% 38,7%
Tabaquismo

Si 0% 100%
No 100% 0%

En las muestras de pulmén, el hallazgo histopatolégico  enfisematosas en el 32,3% (n=10) y el 22,6% (n=7) de las
mas notable fue la antracosis presente en todas muestraspulmonares(Figura2.CyD,respectivamente). El
las muestras del grupo EPOC (Figura 2. B). El grupo grupo de CTR no present6 alteraciones histopatolégicas
EPOC también mostré engrosamiento septal y bullas  de las muestras pulmonares (Figura 2. A).

Figura 2. Vista microscopica de tejido pulmonar. Se observan las Imagenes de los cortes histologicos de los
vértices pulmonares tefidos con hematoxilina-eosina (HE) en caddveres con y sin EPOC. A) Morfologia pulmonar
con septos alveolares y alvéolos preservados (10 aumentos). B) Antracosis pulmonar (aumento 10x). C) Burbujas
enfisematosas. (10x aumentos). D) Engrosamiento septal (aumento 10x).
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Figura 3. Comparacion de hallazgos histopatolégicos segin grupo de estudio que muestra las alteraciones
histopatoldgicas pulmonares en cadaveres EPOCy CTR.

Conrespectoalaevaluacion delas muestrasde nervios no presentd alteraciones histopatolégicas de los
frénicos, 8 cadaveres, es decir, 25,8%, del grupo de nervios frénicos (Figura 4. A). Es importante destacar
EPOC tuvieron cambios histopatoldgicos,comoedema que los resultados histopatoldgicos de los pulmones
perineural (75%, n=6, Figura 4. B), atrofia nerviosa y los nervios frénicos presentaron el patrén de manera
(12.5%, n=1, Figura 4. C) e infiltrado eosinofilico bilateral.

perineural (12,5%, n=1, Figura 4. D). El grupo de CTR

Figura 4. Vista microscopica de tejido nervioso (nervio frénico). Imagenes de laminas histolégicas con la
técnica de hematoxilina-eosina (HE) en cadaveres con y sin EPOC. A) Morfologia del nervio frénico preservado
(aumento 10x). B) Edema perineural (aumento 10x). C) Atrofia nerviosa (aumento 10x). D) Infiltrado eosinofilico
perineural (aumento de 10x).
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Figura 5. Comparacion de hallazgos histopatoldgicos segin grupo de estudio en donde se aprecia las
alteraciones histopatoldgicas de los nervios frénicos en cadaveres con EPOCy CTR.

DISCUSION

La antracosis se encuentra con frecuencia en individuos
con antecedentes de tabaquismo, pero también se
puede observar en individuos expuestos a la quema
de biomasa utilizado como fuente de energia®'2. El
humo del cigarrillo provoca un reclutamiento grande y
continuo de células inflamatorias que liberan enzimas
proteoliticas en la matriz extracelular del parénquima
pulmonar, causando patrones histopatoldgicos
caracteristicos ~ como  engrosamiento  septal,
agrandamiento de los espacios aéreos, reduccion de
colageno y fibras eldsticas y aumento de la cantidad
de macréfagos alveolares™. En el presente estudio,
nuestro resultado muestra que la antracosis estuvo
presente, solo en el grupo de EPOC y la presencia de
antracosis en fumadores encontrada en este estudio,
corrobora los datos de la literatura, confirmando que el
habito de fumar.

Los estudios han demostrado que el edema perineural se
puede visualizar en varias patologias neuronales. Eledema
perineural proporciona cambios en la estructura neural,
ya que desencadena un aumento de la presion tisular del
endoneuro, que ocluye las arterias y las venas y produce
isquemia™'¥, En este caso en particular, los resultados
histopatolégicos encontrados en los nervios frénicos
del grupo de EPOC, predominé el edema perineural. El
edema perineural encontrado en el presente estudio
aun permanece 0scuro, porque no se encontraron datos
consistentes que correlacionaran directamente el edema
perineural con el inicio de la EPOC.

Eltejido nerviosoes pocotoleranteal procesoisquémico,
por lo que, como mecanismo de compensacion,
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puede producirse un engrosamiento de los nervios.
Si el tejido lesionado presenta fibrosis en el epineuro,
el engrosamiento del nervio causara rapidamente un
aumento de la presién en el compartimento nervioso
interno, iniciando un nuevo proceso isquémico®'”.

Scott y colaboradores, encontraron la presencia
de colageno en la vaina de mielina, asi como fibras
musculares anormales en los diafragmas de los
individuos con EPOC, lo que compromete la generaciéon
de fuerza en este musculo respiratorio principal, lo que
reduce el rendimiento de la mecanica ventilatoria“®.
La adaptacion diafragmatica existe simultdneamente
con el dano al diafragma de un individuo con EPOC,
pero esta adaptacién no garantiza la misma fuerza y
resistencia que se encuentran en el diafragma de un
individuo sano®1%29,

Curiosamente, los estudios han encontrado que los
individuos cuadripléjicos pueden tener atrofia del
musculo diafragmatico después de unos meses de
lesién de la médula espinal, reduciendo a la mitad la
fuerza contractil diafragmatica, que puede explicarse
por la ley de uso y desuso'®?V. A partir de estos
datos, es posible inferir que la lesién del nervio motor
puede causar alteraciones musculares perjudiciales,
y en consecuencia, una funcién motora deteriorada.
Siguiendo el mismo razonamiento, la lesién del nervio
motor y la consiguiente denervacién de la placa
motora promueven la atrofia muscular, afectando
preferentemente las fibras de contraccién rapida®?. Por
lo tanto, aparentemente, existe una asociacion entre
los cambios encontrados en el diafragma y los nervios
frénicos, y un evento puede influir en otro.
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Limitaciones

Como este fue un estudio pionero, tuvimos dificultades
que impidieron un andlisis detallado de los cambios
histopatoldgicos encontrados en los nervios frénicos en
la condicion de EPOC. Entre ellas tenemos a:

- La baja adherencia de los familiares a autorizar el
formulario del consentimiento informado (ICF) de
los cadaveres para la extraccion de tejidos para
investigacion cientifica.

- La escasez de referencias bibliograficas existentes
en la literatura, lo que restringié la elaboracion de
discusiones mas amplias.

« La técnica histolégica utilizada,
convencional.

que fue Ila

Por lo tanto, una técnica alternativa para una mejor
visualizacion, identificacion y descripcion de las
estructuras en cuestion, seria la microscopia electrénica
asociada con un software adecuado para mediciones.

CONCLUSION

Dado los resultados de las muestras del presente
estudio, los nervios frénicos de los cadaveres afectados
por EPOC, presentaron cambios histopatoldgicos.
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