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ABREVIATURAS UTILIZADAS
Funcio respiratéria

Foram adoptadas as normas propostas pela European
Respiratory Society (Eur Respir J 1993; 6 (suppl. 16): 5-
-40) sobre padronizagdo da avaliacdo funcional respira-
toria. De acordo com este consenso, os paises da Comu-
nidade Europeia comprometeram-se a utilizar as abrevia-
turas em inglés, presentes no documento, e a designagao
por extenso, na lingua nacional.

FEF,,, - débito expiratorio for¢ado quando 25 % da ca-
pacidade vital foi expirada

FEF,,, - débito expiratorio for¢ado quando 50 % da ca-
pacidade vital foi expirada

FEF_,, - débito expiratorio forgado quando 75% da ca-
pacidade vital foi expirada

FEV, - volume expiratorio forgado em 1 segundo

FEV /FVC - FEV, em percentagem da capacidade vital
for¢ada

FVC - capacidade vital for¢ada

TLC - capacidade pulmonar total
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Genéricas

CD - cluster designation

DPOC - Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica
DTT - dithiothreitol

ECP - proteina catidnica do eosinéfilo
ICAM-1 - molécula de adesao intercelular 1
Ig - imunoglobulina

IL - interleucina

IMC - indice de massa corporal

LBA - lavado broncoalveolar

NANC - ndo adrenérgico ndo colinérgico
NO - 6xido nitrico

NOS - sintetase do 6xido nitrico,

Tc - linfocito T citotdxico

TNF -« - factor de necrose tumoral alfa

A - delta, variag@o de um parametro
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1-INTRODUCAO

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)
¢ uma patologia que envolve um grande ntimero de
doentes e constitui uma das principais causas de
morbilidade e mortalidade a nivel mundial. Em Por-
tugal, € a segunda causa de internamento por doencas
respiratorias, verificando-se, desde 1993, um niime-
ro crescente de internamentos hospitalares, dias de
internamento, mortes e custos motivados pela
doenca'.

A tltima defini¢ao de DPOC apresenta esta enti-
dade como um «estado patologico caracterizado por
uma limitacdo do débito aéreo que ndo ¢ totalmente
reversivel, sendo esta limitagao, geralmente, progres-
siva e associada a uma resposta inflamatdria an6-
mala dos pulmdes a particulas ou gases nocivos»’.

Apesar da obstrucao das vias aéreas ser suscep-
tivel de melhorar significativamente apos a institui-
¢do de terapéutica apropriada, a fungao respiratoria
nunca atinge valores considerados normais, na maio-
ria dos doentes com DPOC. Este facto determina
que uma importante percentagem de doentes esteja
medicada regularmente com broncodilatadores, na
tentativa de optimizar o calibre das vias aéreas e
diminuir a sintomatologia.

O grau de limitagao dos débitos expiratorios, de
reversibilidade aos broncodilatadores e as caracteris-
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ticas ¢ intensidade da inflamag¢ao nao sdo uniformes,
variando claramente entre doentes’. Esta grande
amplitude de resposta ndo esta completamente com-
preendida, admitindo-se multiplos fendtipos de uma
mesma patologia.

Aparentemente, os doentes com DPOC que res-
pondem significativamente aos broncodilatadores
demonstram uma boa resposta aos corticosteroides
inalados e possuem altera¢des inflamatdrias seme-
lhantes as da asma bronquica*?®.

Esta reversibilidade bronquica ¢ definida pelas
normas internacionais da American Thoracic So-
ciety (ATS)’ e da European Respiratory Society
(ERS)" como um aumento do FEV maior ou igual
a 12 % do valor tedrico e maior que 200 ml apds a
administracdo de salbutamol, em relagdo ao valor
basal. Ambas as sociedades reconhecem a sua exis-
téncia na maioria dos doentes com asma bronquica e
em muitos com DPOC. Multiplos trabalhos compro-
vam, igualmente, a presenca de reversibilidade neste
ultimo grupo de doentes!'"!3. Nos casos em que a
obstrucao das vias aéreas ¢ moderada ou grave, um
pequeno aumento do FEV , ap6s o broncodilatador,
condiciona frequentemente uma varia¢ao superior a
12 %. Quando a variabilidade deste parametro ¢é
maior do que 200 ml, a prova torna-se entdo mais
significativa e fiavel, sobretudo se verificada em ava-
liagOes sucessivas.
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A fisiopatologia da DPOC ¢ condicionada por ind-
meros factores, ndo se encontrando todos identifica-
dos. Para além da obstru¢do anteriormente referida,
a defini¢do da doenca salienta a presenca de uma
inflamagdo crdonica. Esta abrange as grandes e
pequenas vias aéreas € o parénquima pulmonar, com
multiplas células e mediadores envolvidos. Varias
condi¢des podem contribuir para o aumento desta
inflamacdo, como a manutengao dos habitos tabagi-
cos, a presenca concomitante de bronquiectasias, a
colonizagdo bacteriana das vias aéreas e as exacer-
bagdes bacterianas ou virais frequentes'*.

A referida inflamacao tem sido estudada com
recurso a técnicas invasivas € nao invasivas.

Entre as técnicas consideradas ndo invasivas,
conta-se a expectoracao induzida, que ¢ segura e
bem tolerada, e permite analisar células e media-
dores" soltveis.

O aumento de neutrofilos nas vias aéreas de fu-
madores e na DPOC ¢ conhecido ha longa data'®"?,
desempenhando estas células um papel fulcral na
patogenia da doenca. Varios trabalhos demonstram
a alteracdo das concentrac¢des de citocinas infla-
matorias na expectoracao destes doentes, com es-
pecial relevo para o aumento da interleucina-8 (IL-8),
um potente factor activador e quimiotatico dos neu-
trofilos, que inclusivamente se relaciona com a dete-
riora¢do dos pardmetros funcionais na DPOC**,

Recentemente, outras células tém vindo a ser
implicadas nesta inflamagao cronica, como os macro-
fagos, as células epiteliais, os linfocitos T e os eosind-
filos. Alguns autores relatam a presen¢a de um numero
aumentado de eosinéfilos e ECP (eosinophil catio-
nic protein) na expectoracgao e biopsias bronquicas
de doentes com DPOC, quer em situagdes de estabi-
lidade, quer de exacerbagdo®® >, O aumento destes
eosindfilos ndo estd completamente explicado. Se-
gundo os conhecimentos actuais teriamos de consi-
derar, em alguns doentes com DPOC, uma popu-
lagdo de linfocitos T secretores de IL-4 ¢ IL-5. Os
linfocitos T citotoxicos (Tc) CD8+ tém sido encon-
trados em valores superiores ao normal em biopsias
bronquicas e no sangue periférico de doentes com
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DPOC?%, Um estudo de De Jong ¢ colaboradores®
demonstra que a razdo CD4/CD8 est4 invertida nos
doentes fumadores com DPOC e que o aumento dos
CD8+ se relaciona negativamente com a fun¢ao
pulmonar, mas positivamente com os niveis séricos
de IgE. Admite-se a hipotese que os linfocitos T
CD8+ possuam subpopulagdes Tc, e TC,* e que
esta ultima seja capaz de produzir IL-5, importante no
recrutamento eosinofilico.

Outro marcador nao invasivo da inflamag¢ao das
vias aéreas ¢ o 6xido nitrico (NO), sintetizado pela
oxido nitrico sintetase (NOS), uma enzima presente
em muitas das células anteriormente referidas, nas
suas formas constitutiva e indutivel. O NO esta au-
mentado em doencas do foro respiratorio como a
asma bronquica e as bronquiectasias, o que sugere
um papel importante na fisiopatologia de doencgas
inflamatorias das vias aéreas. Os resultados publi-
cados na literatura sobre o NO no ar expirado de
doentes com DPOC nio sdo consensuais. Ha au-
tores que afirmam a existéncia de valores seme-
lhantes a individuos saudaveis®'*?, outros que o NO
se encontra aumentado apenas durante as exacer-
bagdes®®** e, ainda outros, que referem a elevagio
deste gas na doenga estavel*>-*%, O estudo de Papi e
colaboradores® esclarece parcialmente a heteroge-
neidade dos resultados ao identificar uma subpopu-
lacdo de doentes com DPOC estavel, com valores
de NO elevados, associados ao aumento de eosind-
filos na expectoragao.

Apesar de muitos trabalhos incidirem nas alte-
ragoes pulmonares da DPOC, admite-se hoje estar-
mos perante uma sindrome, com um componente
extra-pulmonar importante, que engloba uma in-
flamacao sistémica, disfunc¢do endotelial e alteracao
dos musculos esqueléticos®. A inflamagao sistémi-
ca tem sido implicada nas alteragdes metabdlicas que
originam perda de peso e, inclusivamente, caquexia
em doentes com DPOC. O TNF-a (tumor necrosis

factor alfa) é sem duvida o factor mais consis-
tentemente envolvido®’, embora o papel de outras
citocinas ndo possa ser excluido*'.

Colocamos subsequentemente um conjunto de

Vol. VIIIN.* 6 551



REVISTA PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA/PREMIO THOME VILLAR/BOEHRINGER

INGELHEIM 2001 (SECCAO A)

perguntas que ainda carecem de respostas concre-
tas:

» Confirma-se a presenca de inflamagao nas vias
aéreas e parénquima pulmonar em doentes com
DPOC?

o Os doentes com DPOC e reversibilidade aos
broncodilatadores tém uma inflamacao das vias
aéreas diferente dos doentes com obstrucao
«fixan?

 Se a questdo anterior for verdadeira, serdo os
eosindfilos responsaveis pela presenga de reversi-
bilidade?

O recrutamento de eosindfilos em doentes com
DPOC ocorre devido a produgao de IL-5 pelos
linfocitos T citotoxicos?

o Sera que os doentes com DPOC e com reversi-
bilidade bronquica ao possuirem uma inflamacao
eosinofilica constituem o subgrupo de doentes que
beneficia com a utilizagdo de corticosteroides ina-
lados?

» Podemos prever quais os doentes que pertencem
a este subgrupo por métodos rapidos e nao inva-
sivos?

« A inflamacao cronica em doentes com DPOC
verifica-se apenas a nivel pulmonar ou possui um
componente sistémico importante?

De forma a responder a estas questdes na pre-
sente tese, foram operacionalizados os seguintes ob-
jectivos:

« Investigar numa populacado de doentes com DPOC
moderada a grave, estavel, ex-fumadores, com e
sem variabilidade de resposta aos broncodilata-
dores, as diferengas na fisiopatologia da doenga,
nomeadamente na inflamacao das vias aéreas.

« Investigar se estas diferengas podem ser moni-
torizadas por métodos ndo invasivos, como a
medicdo do NO no ar expirado ¢ a analise de
células e mediadores presentes na expectoragao
induzida.

« Investigar a viabilidade da determinacao das po-
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pulagdes linfocitarias T na expectoragao induzi-
da de doentes com DPOC.

« Investigar se a inflamago ocorre apenas a nivel
pulmonar ou, pelo contrario, € sistémica, dosean-
do para o efeito mediadores inflamatdrios no
sangue periférico.

Il - MATERIAL E METODOS
1. Populacao

Seleccionaram-se, com origem na Consulta de
Pneumologia e na Unidade de Estudo de Fungao
Respiratoria (UEFR) do Hospital de Pulido Valente
(HPV), 24 doentes, com o diagnostico de DPOC
segundo os critérios do Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)?. Os
doentes inseriram-se, de acordo com factores clini-
cos e funcionais, nos graus II B e III de gravidade,
segundo a classificagdo proposta por esta entidade
(Quadro I).

Todos referiam, com diferente quantificacdo, sin-
tomas cronicos de dispneia, tosse ou expectoragao
mucosa, exposi¢ao a factor de risco (ex-fumadores
em cessagdo ha mais de 1 ano) e exacerbagdes
frequentes no ultimo ano (2 ou mais). Foram ex-
cluidos doentes que possuiam histéria de doenca
sistémica grave e instavel ou patologia pneumolo-
gica concomitante (nomeadamente bronquiectasias,
sequelas de tuberculose pulmonar, neoplasia do pul-
mao ou asma).

A obstrucdo das vias aéreas obteve-se através
darealizacdo de espirometria, sendo definida por um
FEV /FVC <70 % e um FEV, <80 % do valor
tedrico apds broncodilatacdo.

Os doentes encontravam-se estabilizados sob tera-
péutica farmacoldgica, sem exacerbagdes agudas ha
mais de 2 meses (e sem recurso a corticoterapia ina-
lada e/ou oral, pelo menos, 6 semanas antes do inicio
daavaliagdo. Naqueles que a realizavam diariamente,
foi suspensa durante igual periodo de tempo (nas 6
semanas prévias a realizacao do estudo).
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QUADROI
Graus de gravidade da DPOC adoptados pelo GOLD.

Adaptado de?. IR - insuficiéncia respiratoria; IC - insuficiéncia cardiaca.

Classificacao da gravidade da DPOC

. ¢ Espirometria normal
Grau0-Emrisco Com: tosse, expectora¢do
* FEV /FVC<70%
Grau 1 - Ligeira » FEV, 280% do teorico
e Com ou sem: tosse, expectoragao

e FEV/FVC<70%

e ITA - 50 % <FEV, <80 % do tedrico

e 1IB - 30% <FEV, <50 % do tedrico

e Com ou sem tosse: expectoracao,
dispneia

Grau Il - Moderada

* OFEV/FVC<70%
* FEVI <30 % do tedrico ou FEV,
<50 % do tedrico com IR ou
sinais clinicos de IC

GrauIlII - Grave

Negavam clinica de asma, rinite, conjuntivite ou
eczema. Os testes de sensibilidade cutanea (PRICK)
¢ Phadiatop® foram negativos e a IgE total <80 Ul/ml,
demonstrando a inexisténcia de atopia na populagao
estudada.

O exame directo e cultural da expectoragao foi
igualmente negativo na identificacao de bactérias
patogénicas, em todos os doentes.

Cada doente foi caracterizado por historia clini-
ca, frequéncia de sintomas, exame objectivo, exa-
mes imagiologicos recentes, testes de sensibildade
cutanea, espirometria, valor de NO no ar expirado,
expectoracdo induzida e avalia¢do analitica do sangue
periférico.

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica do
Hospital de Pulido Valente, tendo cada doente dado
0 seu consentimento por escrito, apds ser informado
dos objectivos do mesmo.

2. Desenho do estudo

O protocolo constou de um estudo prospectivo,
incidindo sobre uma populagdo de doentes com
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DPOC, subdividida em dois grupos com caracteris-
ticas funcionais distintas (com e sem reversibilidade
aos broncodilatadores). As avaliagdes iniciais decor-
reram no HPV, na UEFR, e posteriormente no La-
boratdrio do Departamento Universitario de Fisiopa-
tologia e Laboratorio de Imunologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Nova de
Lisboa (UNL).

No HPV os doentes realizaram uma primeira
avaliagdo funcional respiratdria na UEFR, solicitada
pelo seu médico assistente em Consulta de Pneumo-
logia. Aqueles que possuiam o diagnostico de DPOC
foram posteriormente contactados e incluidos no es-
tudo, apds efectuarem novas provas de funcao res-
piratdria, historia clinica e exame objectivo, avaliagao
de exames radioldgicos recentes, realizagdo de tes-
tes de sensibilidade cutanea PRICK, colheita de
sangue venoso (para determinacao de IgE total e
Phadiatop®) e amostra de expectoragdo para iden-
tificagdo de bactérias com significado patogénico.
Quando verificados todos os critérios de inclusao,
foram enviados a FCM onde realizaram determi-
nacao do NO no ar expirado, espirometria com pro-
va de broncodilatagdo, expectoragao induzida e co-
lheita de sangue venoso.

3. Métodos
3.1 Espirometria

Os testes de fung@o pulmonar foram efectuados
de acordo com as recomendagdes da ATS’ ¢ ERS
publicadas em 1993'° ¢ com recurso a um espirome-
tro portatil (Vitalograph Compact II, Buckingham,
UK) que permitiu avaliar os débitos expiratorios, uti-
lizando para o efeito um pneumotacdgrafo do tipo
Fleisch.

Foram medidos, o FEV,, FVC, FEV /FVC,
FEF ., FEF,, ,FEF ., erealizada prova de bron-
codilatagdo com inalag@o oral de 200 microgramas
(1g) de salbutamol (Ventilan®), em trés avaliagdes
funcionais (PFR) diferentes, separadas no tempo por
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QUADROII
Critérios de selecc¢do de doentes.

Critérios de selec¢do

Inclusdo Exclusao
* DPOC confirmada (moderada  ® Asma bronquica
a grave - graus I[I B - 11T do ¢ Outras doengas do foro
GOLD) respiratorio ou alérgico
¢ Ex-fumadores (> 1 ano) ¢ Doenga sistémica grave
* Estabilizados sob terapéutica  ® Atopia
farmacologica ¢ Colonizagdo bacteriana

cronica das vias aéreas
Incapacidade em realizar
as manobras exigidas

* Sem exacerbagdes agudas > 8
semanas

Sem recurso a corticosteroides
orais ou inalados > 6 semanas

30 dias, garantindo a manutencao da positividade ou
negatividade da prova durante o periodo em que
decorreu o estudo.

1 més 1 més
PFR, —» PFR, —» PFR,

A partir do grupo inicial de 24 doentes com DPOC,
estabeleceram-se, posteriormente, dois subgrupos
com base nas PFR:

» Grupo A, constituido por 12 doentes e caracte-
rizado por apresentar uma resposta significativa
ao broncodilatador, definida como aumento do
FEV 2 12% do valor tedrico € aumento superior
a200 ml ap6s inalagdo do farmaco;

» Grupo B, igualmente formado por 12 doentes,
que ndo manifestava resposta significativa a pro-
va de broncodilatacdo.

3.2 Determinaciio de Oxido Nitrico no ar expirado

A determinagdo de NO no ar expirado foi efec-
tuada com um analisador de quemiluminescéncia de
alta sensibilidade (Sievers NOA 280 Analyzer, Sie-
vers Instruments, Boulder, CO, USA) segundo as
recomendacgdes da ERS Task Force®.

Com o doente sentado, em repouso, € sem mola
nasal, pediu-se para efectuar uma inspirago rapida
até TLC, seguida de uma expiracdo unica, lenta (6 a
20 segundos), contra uma resisténcia baixa e fixa,
originando uma pressao de cerca de 20 cmH,O de
forma a manter um débito expiratdrio constante e

Consulta de Pneumologia

!

Provas de funcgéo respiratoéria

UEFR
l Historia clinica e exame objectivo
Provas funcionais respiratérias
Avaliagio Exames imagiolégicos

Testes de sensibilidade cutanea
IgE total, Phadiatop
Bacteriologia da expectoragao

NO no ar expirado
Espirometria com prova de BD
Expectoragédo induzida
Colheita de sangue venoso

11_- FCML

Fig. 1 — Localizagao e realizag@o das diferentes fases do protocolo experimental.
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encerrar o palato mole, evitando contaminagao da
amostra obtida, por NO nasal®.

Um sistema de bio feedback on-line propor-
cionou uma orientagao visual e permitiu ao doente
controlar a pressao entre os valores pretendidos, me-
lhorando a reprodutibilidade e cooperagao ao exame.

Efectuou-se, utilizando o método de single-breath,
um minimo de 5 medi¢des com um plateau de NO
superior a 3 segundos e com inclinagdo inferiora 10°,
aceitando-se uma variabilidade inferior a 5 %.

3.3 Inducdo da expectoracdo

A expectoracao foi induzida segundo protocolo
adaptado a partir do método descrito previamente
por Pin e colaboradores*.

Ap6s realizacdo de uma espirometria e determi-
nagdo da saturacdo de O,, por oximetro de pulso, foi
efectuada uma prova de broncodilatagdo com ad-
ministragdo de 200 pg de salbutamol em camara
expansora, de forma a determinar os valores es-
pirométricos basais e prevenir atempadamente feno-
menos de broncoconstri¢ao causados pela inalagdo
de soro fisioldgico (NaCl) a diferentes concen-
tracoes.

A inducido da expectoragdo proveniente das vias
aéreas inferiores, foi efectuada através da inalagao
de 5 ml de NaCl isotonico (0,9 %) durante 5 minutos
em nebulizador ultra-sonico (DeVilbiss Ultra-neb
2000, DeVilbiss Corporation, Somerset, PA).
Quando ndo se obteve uma primeira amostra viavel,
por critérios macroscopicos, o doente realizou nova
inalacdo com 5 ml de NaCl a 3 %, e caso a colheita
nao fosse possivel uma terceira inalagdo com NaCl
a4,5 %, perfazendo um total méaximo de 15 minutos.

Antes da colheita da expectoragdo, em placa de
petri estéril, cada doente efectuou a limpeza das fos-
sas nasais e da cavidade oral, solicitando-se, para o
efeito, que bochechasse com agua e a deglutisse.

O FEV, e a saturagdo de O, foram monitoriza-
dos apds cada inalagdo. Nos casos em que, durante
a fase de indugdo, ocorreu diminui¢do do FEV  en-

Novembro/Dezembro 2002

CRONICA/ANTONIO BUGALHO, NUNO NEUPARTH

tre 10-19 % do valor tedrico as inalagdes posteriores
foram administradas com precaugao e sob vigilancia
clinica apertada. Quando este decréscimo foi maior
do que 20 % do tedrico e/ou se verificou uma queda
maior que 10 % da saturacdo de O, basal, cessa-
ram-se as inalac¢des e foi administrado um broncodi-
latador.

Obtiveram-se, em média, 3 amostras de expec-
toracao.

3.4 Processamento da expectoragdo

O tratamento da primeira amostra de expecto-
racao ocorreu sempre nas duas horas subsequentes
acolheita.

Com auxilio de uma pinga descartavel separou-se,
macroscopicamente, a saliva da expectoragao. De-
terminou-se o volume e peso da amostra e adicionou-
-se dithiothreitol (DTT) diluido em 4gua destilada a
0,1 %, 4 vezes o volume da amostra inicial, seguido
de homogeneizacao em vortex durante 15 segundos
e agitagdo em banco oscilatorio durante 15 minutos.
A suspensao foi entdo diluida em phosphate buffe-
red saline (PBS), em igual propor¢ao ao DTT, e
novamente colocada no banco oscilatorio durante 5
minutos.

Para remog¢ao do muco ¢ fibrina utilizou-se um
filtro de 70 wm (Falcon Becton Dickinson, Bio Sci-
ences, CA, USA). O produto obtido foi centrifugado
a2000 rpm durante 10 minutos.

O sobrenadante foi armazenado em 2 tubos ep-
pendorfde 1 ml e congelado a—80°C.

O botao celular ressuspendeu-se em 500 pl de
PBS, dos quais 20 pul foram corados com azul trypan
e as células contadas em camara de Neubauer para
determinar a viabilidade celular. Por fim, acertou-se
a concentragdo para 1x10° células/ml e 75 pl da
amostra foram centrifugados (Cytofuge 2, StatSpin
Inc, MA, USA) a 600 rpm durante 10 minutos, ob-
tendo-se 2 1aminas por doente. Cada uma das lami-
nas foi posteriormente corada pelo método de May
Grunwald Giemsa para contagem diferencial de 500
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células. As amostras consideradas validas apresen-
taram uma viabilidade celular > 50 % e <20 % de
contaminagao por células epiteliais. O nimero abso-
luto de células por mililitro de expectoragao foi cal-
culado através da multiplicagao da percentagem de
células, pelo numero total de células ndo epiteliais na
expectoracao, e dividido pelo volume da amostra em
mililitros.

3.5 Estudo das populacées linfocitirias T

Foi realizado o estudo das populagdes de linfoci-
tos T na segunda amostra de expectoracao induzida
e no sangue periférico.

Esta expectoracao foi tratada com DTT diluido
em PBS a 0,1 %, em igual volume ao da amostra,
seguido de agitacdo em banco oscilatorio durante 5
minutos, dado ter-se verificado que com o procedi-
mento descrito anteriormente ocorria alteragdo dos
receptores de membrana linfocitérios.

Realizou-se filtragdao do produto obtido (70 um
Falcon Becton Dickinson, Bio Sciences, CA, USA)
e centrifugagdo a 2000 rpm durante 5 minutos. La-
vou-se o botdo celular com 6 ml de PBS e efectuou-se
uma segunda filtragdo com filtro de 40 um (Falcon
Becton Dickinson Bio Sciences, CA, USA), de for-
ma a diminuir a presenga de algum muco e fibrina
residuais, que podiam interferir com a aquisi¢do da
amostra pelo citometro de fluxo. Fez-se nova cen-
trifugacdo a 2000 rpm durante 5 minutos e ressus-
penderam-se as células em 200 pl de PBS.

A amostra de 2 cc de sangue venoso foi colhida
para tubo com EDTA.

A marcagao de superficie da suspensao celular
da expectoracdo e da amostra de sangue foi efec-
tuada através da colocagdo, em tubos Falcon (ref.
2052), de 10 pl de Tritest (CD4 FITC/CD8 PE/CD3
PERCP) e de 10 ul de CD45 APC (Becton Dickin-
son, Bio Sciences, CA, USA) e incubado, no es-
curo, a temperatura ambiente, durante 20 minutos.
Posteriormente associou-se 2 ml de solucdo de lise
(FACs Lysing solution), sendo as amostras submeti-
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das a nova incubacdo durante 10 minutos. Cen-
trifugou-se a 2000 rpm durante 5 minutos, lavou-se
com 2 ml de PBS e ressuspendeu-se o botao celular
com 200 pul de PBS.

A aquisi¢ao no citdmetro de fluxo foi feita no gate
de células CD45+, no minimo de 10 000 eventos.
Utilizou-se o sistema de analise «Paint-a-gate». A
analise das subpopulagoes linfocitarias T foi realiza-
da no gate de células T totais CD3+ e calculadas as
subpopulagdes T auxiliadora CD4+ e T citotoxica
CDS8+ relativamente aos 100 % de CD3+, dada a
dificil analise das células da expectoragdo, resultan-
do este critério em quase todas as amostras.

3.6 Doseamento de IL-8, IL-5 ¢ ECP

Efectuou-se colheita de 12 cc de sangue venoso,
sendo esta amostra colocada em tubo seco e, apos
formacao de coagulo, centrifugada a 2500 rpm du-
rante 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobre-
nadante foi removido e armazenado em tubos ep-
pendorfde 1 ml a—80°C até ser analisado.

No soro e sobrenadante da expectoragdo induzi-
da de cada doente foram realizados os doseamentos
de ECP por imunoensaio fluoroenzimatico (Pharma-
cia & Upjohn, Uppsala, Sweden), e de IL-5 e 8
utilizando para o efeito um kit comercial ELISA
(Quantikine Human, R&D Systems Europe Ltd,
Abingdon, UK).

3.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com recurso ao
programa informatico SPSS (versdo 10.0, Chica-
go, USA).

Os dados demograficos e a analise das caracteris-
ticas do grupo de doentes (variaveis continuas) fo-
ram expressos em média e desvio padrao. Foram
analisados os seguintes parametros: idade; indice de
massa corporal (IMC); anos de tabagismo; nimero
de unidades mago ano fumadas (UMA); niumero de
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anos de inicio de sintomas; FEV (% do valor teori-
co0); FVC (% do valor tedrico); FEV /FVC (percen-
tagem); variagdo do FEV , apds prova de broncodi-
latacdo (ml e percentagem); NO no ar expirado (ppb);
contagem total de células na expectoragdo; eosind-
filos (% do total de células); linfocitos (% do total de
células); macrofagos (% do total de células); neu-
trofilos (% do total de células); populagdes linfoci-
tarias T CD4 e CDS; IL-5, IL-8 e ECP na expecto-
ragdo e no sangue periférico. As contagens de células
foram analisadas de acordo com a frequéncia de dis-
tribuigdo, e expressas em percentagem do total de
células.

A diferenga entre as médias dos dois grupos foi
comparada recorrendo aos testes de 7-student ou
U de Mann-Whitney para duas populagdes ndo em-
parelhadas, quando apropriado. As correlagdes fo-
ram determinadas através do coeficiente de corre-
lagdo de Spearman. As diferengas de probabilidade
(p) foram consideradas significativas quando infe-
riores a 0,05.

III - RESULTADOS
1. Factores demogridficos, clinicos e funcionais

As caracteristicas da populacdo estudada encon-
tram-se expressas no Quadro II1. Dos vinte e quatro
doentes estudados, sete foram excluidos. Quatro por
exacerbacao infecciosa aguda durante o periodo de
estudo, e trés por incapacidade de produzir expecto-
racdo viavel.

O grupo de doentes com reversibilidade ao bron-
codilatador (Grupo A) possuia uma idade média de
73,0+ 5,5 anos (65-80 anos), significativamente su-
perior ao grupo sem reversibilidade (Grupo B), com
66,8 £ 4,7 anos (62-76 anos) (p = 0,024).

O IMC, o inicio dos sintomas, as UMA fumadas
e aduracao dos habitos tabagicos foram sobreponiveis
nos dois grupos.

No total dos doentes avaliados, 94 % encontra-
vam-se medicados com corticosterdides inalados
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antes do inicio do estudo. Em todos foi suspensa a
medicacdo com estes farmacos de acordo com os
critérios de inclusdo. Apesar de ndo ter ocorrido de-
terioracdo significativa do FEV, e/ou FVC durante
o periodo de estudo, todos os doentes do Grupo A
referiram agravamento subjectivo da sintomatologia,
particularmente da dispneia, enquanto no Grupo B
tal apenas se verificou num caso (p <0,001).

Os 17 doentes realizaram as manobras exigidas
sem complicagdes e com boa reprodutibilidade das
mesmas.

A taxa de sucesso na obtencdo das amostras de
expectoragao foi de 85 %. Naqueles em que se con-
seguiu colher expectoracdo viavel, as amostras fo-
ram adquiridas apds a primeira inalacdo de NaCl a
0,9 % em 88 % dos casos. Durante a indugdo da
expectora¢ao houve uma diminui¢ao médiado FEV,
de 12,12 = 8,7 % do valor tedrico (0-47 %) e uma
diminuigdo da saturagdo de O, de 5,2 +2,3 %.

Num doente, as provas de broncodilatagao foram
efectuadas com recurso a brometo de ipratropio, dado
ter ocorrido obstru¢do marcada das vias aéreas apds
a inalagdo de salbutamol em aerossol pressurizado
(diminui¢do de 57 % do valor teorico de FEV ).

O valor do FEV (em percentagem do valor tedri-
co e em valor absoluto) apos a realizag¢ao de prova
de broncodilatacao foi estatisticamente maior no
Grupo A (p=10,022).

Também a variacao deste pardmetro, ap0s a refe-
rida prova, quer em termos percentuais quer em mi-
lilitros, foi estatisticamente superior no Grupo A
(p<0,001), tal como seria de esperar, dado ser o fac-
tor que permitiu a discriminagao dos doentes em dois
grupos.

O FEV /FVC foi menor no Grupo B, embora tal
diferenca nao fosse significativa.

As trés avaliagdes funcionais respiratorias a que cada
doente foi submetido ndo sofreram variagdes supe-
riores a 5 % durante o periodo de estudo. As carac-
teristicas funcionais de cada grupo encontram-se ex-
pressas no Quadro IV. O grupo total de doentes possuia
um FEV médio poés-broncodilatagdo de 37,2+ 14,9 %
do valor tedrico (maximo 50 % e minimo 15 %).
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QUADRO III

Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos de doentes estudados, com e sem reversibilidade
ao broncodilatador (Grupo A e B, respectivamente). CI - corticosterdide inalado. * p < 0,05.

Caracteristicas GruPo' A Grup(.) B
(reversibilidade) (sem reversibilidade)
Doentes incluidos (n.°) 9 8
Idade (anos) 73,0 £5,5% 66,8 £4,7*
Sexo masculino 9 8
Indice massa corporal (Kg/m?) 28,1 +49 249+528
Inicio dos sintomas (anos) 16,8 +2,5 189+24
IgE total (Ul/ml) 31,4+15,8 41,2+ 33,0
CI antes do inicio estudo (n.°) 9 7
Agravamento dos sintomas (n.°) 9 1*
Ex-fumadores (n.°) 9 8
Anos de tabagismo 42,4 £ 16,5 46,6 + 4,3
Unidades mago ano 66,2 + 26,5 643+31,3
Anos de cessagao tabagica 52+35,8 8,7+73
Exacerbagdes no ultimo ano (n.°) 2,2+0,2 2,3+0,4
QUADRO1V

Caracteristicas funcionais dos grupos de doentes estudados, com e sem reversibilidade
ao broncodilatador. BD - broncodilatador; A- variagdo. * p < 0,05.

oo Grupo A Grupo B
Caracteristicas (reversibilidade) (sem reversibilidade)

Numero de doentes 9 8

FEV, p6s BD (% tedrico) 453 +£15,8 * 29,4 +£8,4*
FEV, p6s BD (ml) 1372 £205 * 827+ 115 *
AFEV, (% teorico) 20,7+£9,8 * 55+£5,7%
AFEV, (ml 216,7 £ 55,0 * 51,3+488 *
FEV /FVC (%) 46,2 +13,3 36,6 £11,2
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NO (ppb)

1
GrupoB
(sem reversibilidade})

1
GrupoA
(reversibilidade)

Fig. — Valores de NO expressos em ppb (partes por bilido) nos dois
grupos de doentes com DPOC: Grupo A que engloba doentes
com reversibilidade e o Grupo B, com doentes sem rever-
sibilidade ao broncodilatador. Estdo representados os va-
lores maximo, minimo, percentil 25-75, médias e media-
nas para cada grupo.

2. Oxido nitrico no ar expirado

Os valores médios de NO no ar expirado para o
grupo A, com reversibilidade, foram de 20,03 + 10,25
ppb (10,3 - 42,7 ppb) e para o grupo B, sem rever-
sibilidade, de 8,06 +2,85 ppb (4,7 - 10,4 ppb) (Fig. 2).

A diferenca entre os dois grupos, no que se refere
a este mediador de inflamagao, foi estatisticamente
significativa (p=0,006).

3. Concentracoes de IL-8, IL-5 e ECP

As concentragdes médias de IL-8 na expecto-
ragdo induzida dos doentes com DPOC encontra-
vam-se aumentadas, ndo possuindo a diferenga en-
tre grupos relevancia estatistica (Fig. 3).

Na determinacao das concentragdes séricas de
IL-8 obtiveram-se valores normais (< 31,2 pg/ml),
sendo estes inferiores no Grupo A comparativamente
ao B (Quadro V). Esta diferencga ndo foi estatistica-
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Fig. 3 — Concentragdes de IL-8 na expectoragio induzida dos 2 gru-
pos de doentes com DPOC. NS - ndo significativo p > 0,05.

25
20 -
15 -

10

IL-8 sérica (pg / ml)

Grupo A Grupo B

(reversibilidade) (sem reversibilidade)

Fig. 4 — Concentragdes séricas de IL-8 nos Grupos A e B de doentes
com DPOC. NS - nio significativo p = 0,05.

mente significativa entre os dois grupos de doentes
(Fig. 4).

Como se pode constatar, as concentragdes de IL-8
foram francamente superiores no sobrenadante da
expectoracdo quando comparadas aos niveis séri-
COS.
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QUADROYV
Determinagdes da IL-8, IL-5 ¢ ECP no sobrenadante da expectoragdo. * p < 0,05.

Grupo A Grupo B

(reversibilidade) (sem reversibilidade)
Expectoracio
IL-8 (pg/ml) 1875,8 +£ 1352,2 3240,2 + 2388,5
IL-5 (pg/ml) 12,3+£6,3 10,7+5,3
ECP (ug/) 1443+ 732 * 57,5+51,0*
Sangue periférico
IL-8 (pg/ml) 9,6 +7,1 11,8+7,6
IL-5 (pg/m1) 2,3 +1,8 2,0+2,7
ECP (ug/) 14,2 +4,7 94+58

As concentragdes de IL-5 (Figs. 5 e 6) foram
superiores no Grupo A, quer no sobrenadante da
expectoracdo, quer no soro. Obtiveram-se em todos
os doentes determinag¢des séricas normais de IL-5
(<7,8 pg/ml).

NS
20 P L ,
:
1
E 15
g
2
g 10-
£
]
=
[
54
=
04
Grupo A Grupo B
(reversibilidade) (sem reversibilidade)

Fig. 5 — Determinages da IL-5 no sobrenadante da expectoragio
nos dois grupos estudados. NS - ndo significativo p > 0,05.
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Os valores de ECP na expectoragdo (Fig. 7 e
Quadro V) foram significativamente diferentes en-
tre os dois grupos (p =0,018), ndo se identificando
diferencas estatisticas em relagdo ao ECP sérico

IL-6 sérica (pg / ml)

Grupo A Grupo B
(reversibilidade) (sem reversibilidade)

Fig. 6 — Valores médios de IL-5 sérica. NS - ndo significativo p >
> 0,05.
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Fig. 7 — Determinacio da ECP média nos dois grupos de doentes Fig. 8 — Valores séricos de ECP. NS - nio significativo p = 0,05.
estudados.

Células na expectoragido (% média)

N M E L N M E L
Grupo A Grupo B
(reversibilidade) (sem reversibilidade)

Fig. 9 — Percentagem média de células na expectoragio induzida nos 2 grupos de doentes com DPOC.
N - neutréfilos; M - macrofagos; E - eosindfilos; L - linfocitos. * p =0,01.
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QUADRO VI
Subpopulagdes de linfocitos T no sangue periférico e expectoragdo induzida dos 2 grupos de doentes.

P Grupo A Grupo B
Linfocitos T (reversibilidade) (sem reversibilidade)

Numero de doentes 7 7
Expectoracio

CD4+ (%) 54,6 + 23,1 60,0 £21,0

CD8+ (%) 49,9 +22.7 40,0 £21,0

CD4/CD8 1,1 1,5
Sangue periférico

CD4+(%) 55,9+19,6 66,8 £12,0

CD8+ (%) 43,8+ 18,9 332+12,0

CD4/CD8 1,3 2,0

QUADROVII

Células presentes no sangue periférico dos dois grupos de doentes

Grupo A Grupo B
(reversibilidade) (sem reversibilidade)
Eritrocitos (10%mm?) 491+ 0,5 4,88 +0,4
Hemoglobina (g/dl) 14,7+ 1,2 153+1,1
Leucocitos (10°/mm?) 8,9+1,6 8,8+2,2
Neutroéfilos 55+1,3 6,2+24
Linfocitos 2,3+09 1,8+0,6
Eosindfilos 0,3+0,2 0,1 £0,1
Monocitos 0,7+0,3 0,6 +0,1

(Fig. 8 e Quadro V), em que se observaram valores
normais (< 15 pg/l) em todos os doentes.

4. Células na expectoracio e sangue periférico

Os resultados demonstraram uma boa viabilidade
celular nas 17 amostras de expectoracao considera-
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das validas. A média de contaminagao das amostras
foide 12,7+ 6,8 % de células epiteliais escamosas.

Os resultados das contagens diferenciais de célu-
las, na expectoragao induzida, em ambos os grupos,
encontram-se representados na Fig. 9. No Grupo A
o total de células foi de 3,21 x 10 ml e no B de
3,52 x 10%ml.

Verificou-se um predominio de neutréfilos e
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macrofagos em todos os doentes. A diferenca entre
os Grupos A e B nao foi significativa para nenhuma
das células estudadas, a excepgao dos eosindfilos
que se encontravam significativamente aumentados
no grupo com reversibilidade (5,8 + 1,0 % do total de
c¢lulas) comparativamente ao sem reversibilidade
(3,0 +0,8% do total de células) (p=0,01).

As determinagdes dos subgrupos de linfocitos T
CD4+ e CD8+ na expectoragao induzida por cito-
metria de fluxo enfrentaram algumas dificuldades de
ordem técnica, tendo-se obtido resultados considera-
dos fidveis apenas em 14 doentes (sete do Grupo A
e sete do Grupo B).

Expectoracao induzida

IEERE T,
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e
- ] i
e W ot 1
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A caracterizacdo das populagoes linfocitarias T
no sangue periférico e expectoragao encontra-se re-
presentada no Quadro VI e exemplificada na Fig. 10.
Verificou-se um predominio de linfécitos CD4+ na
expectoracao e no sangue venoso, sem diferencas
significativas entre os dois grupos. Os doentes do
Grupo A possuiam uma razao CD4/CD8 diminuida.

Também ao nivel do sangue venoso periférico a
andlise das células confirmou o predominio de neu-
trofilos nos dois grupos. A diferenca entre os doentes
com e sem reversibilidade (Grupos A e B) nao foi
significativa para nenhuma das linhagens celulares
estudadas (Quadro VII).

Sangue periférico

By A’

BIRER B [+

'?1
& |

T
. TEIE W DA
L
27
B
1 g

(v =B [ L '

Fig. 10 — Exemplo de caracterizagdo e quantificacdo das subpopulagdes linfocitarias T na
expectoragdo induzida e sangue periférico de um doente com DPOC. A e A'
janela de células T CD4+. B e B' janela de células T CD8+.
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Fig. 11 — Relagdo entre percentagem de eosindfilos na expecto-
ragdo induzida e variagdo percentual do FEV, apés pro-
va de broncodilatacao.

5. Relacdao entre parametros inflamatorios
e funcionais

Nos 17 doentes com DPOC a variagdo percen-
tual do valor tedrico do FEV , ap6s prova de bron-
codilatagdo (AFEV  teve uma relagdo positivacom a
percentagem de eosindfilos na expectoragao induzida
(r=0,56, p = 0,02) (Fig. 11) e com o NO no ar
expirado (r = 0,76, p = 0,0003) (Fig. 12), ou seja,
quanto maior a variabilidade deste pardmetro funcional,
maior a percentagem de eosindfilos presentes e
maiores os valores de NO medidos.

Verificou-se uma relagio negativa entre a varia-
¢do percentual do FEV | e os valores de IL-8 na ex-
pectoragdo induzida (r=0,55, p=0,025) (Fig. 13),
sendo os doentes com menor variabilidade do FEV
aqueles que apresentavam concentragdes mais ele-
vadas desta interleucina.

Os valores de NO no ar expirado, para além da
relagdo anteriormente referida com a percentagem
de variagdo do FEV , tiveram igualmente uma re-
lacdo significativa com a ECP na expectoragao in-
duzida (r=0,64, p=0,01) (Fig. 14) o que ndo ocor-
reu com os eosinofilos da expectoragdo (p =0,05).

No entanto, obteve-se uma relagao significativa
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Fig. 12 — Relagéo entre o NO no ar expirado e a variagdo percen-
tual do FEV | ap6s prova de broncodilatago.

entre a ECP e o nimero de eosinofilos (r=0,53,p=
0,03) na expectoragdo induzida. Nao houve relacao
entre o nimero ou percentagem de eosindfilos na
expectoracao e os doseamentos de IL-5 no soro ou
expectoracao.

A relacdo entre a IL-8 e os neutrofilos na expec-
toragdo foi francamente positiva (r=0,94, p=0,0001)
(Fig. 15) em que concentragdes mais elevadas desta
interleucina correspondiam a amostras com maior
numero de neutrofilos na expectoracao.

Nao se detectou relagdo entre a IL-5 sérica e a
IL-5 na expectoragdo induzida, nimero de eosindfi-
los no sangue periférico ou a percentagem de eo-
sinofilos da expectoragdo. A mesma auséncia de re-
lagdo ocorreu entre a IL-8 no soro e a IL-8 do
sobrenadante da expectoracao, o nimero de neutrofi-
los na expectoracdo induzida e no sangue periférico.

As subpopulagdes linfocitarias T CD4+ e CD8+
nao demonstraram relagdes com outros parametros
inflamatorios, funcionais ou demograficos, a excepgao
de uma relagdo entre o nimero de anos de cessacdo
e arazao CD4/CD8 (r = 0,52, p = 0,04), na qual
doentes com menor tempo de cessacdo possuiam
menor valor desta razio.

Em relagdo as caracteristicas funcionais e de-
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Fig. 13 — Relagdo entre os valores de IL-8 na expectoragdo in-
duzida e a variagio percentual do FEV | apds inalagdo de

broncodilatador.

10 -
§ 7
Y
o ﬁv
o] 8
= & -

- L
g i
3 &0 - ot ik n=1f
; fﬂx o 04
50 3 P = 0,008

D 1000 2000 3000 4000 5000 600D
IL - B expecioracao {pg ! mi

Fig. 15 — Relagéo entre a percentagem de neutrofilos e os valores
de IL-8 na expectorag@o induzida.

mograficas da populacdo identificou-se uma relagao
francamente positiva entre os valores de FEV | e
FEV /FVCeoIMC (r=0,61,p=0,009) (Fig. 16).
Este tltimo parametro verificou-se ainda estar rela-
cionado negativamente com os valores de IL-8 na
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Fig. 16 — Relagio entre o FEV /FVC e 0 IMC em todos os doentes
com DPOC.

expectoracdo induzida (r=-0,57, p <0,02. Doentes
com menor IMC possuiam concentra¢des mais al-
tas de IL-8.

Nao se encontrou nenhuma relagéo entre 0o FEV,
e a carga tabagica, os anos de tabagismo, os sinto-
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mas ou os parametros de inflamagao, nomeadamente
aIL-8 ou as percentagens de neutrofilos e eosinofi-
los na expectoragao induzida.

IV - DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram, inequi-
vocamente, a presenca de inflamacao na DPOC es-
tavel.

De facto, em doentes ex-fumadores, evidenciou-
-se a inflamacao das vias aéreas e do parénquima
pulmonar, traduzida pelo elevado niimero de células
inflamatorias, com particular relevancia para os neu-
trofilos e aumento das concentragdes de 1L-8 na
expectoragao induzida.

Provou-se também que o grupo com reversibili-
dade aos broncodilatadores possuia uma inflamagao
eosinofilica e valores de NO no ar expirado mais
elevados que os do grupo sem reversibilidade, rela-
cionando-se ambos positivamente com a variabilidade
do FEV . Estas diferengas ndo puderam ser expli-
cadas pela presenga de linfocitos T citotoxicos produ-
tores de factores quimiotaticos eosinofilicos, nomea-
damente IL-5.

A utilizagdo de métodos nao invasivos permitiu
detectar diferencas na caracterizacao da inflamagao
pulmonar dos dois subgrupos de doentes com o diag-
nostico de DPOC e, no caso da expectoragdo indu-
zida, determinar, pela primeira vez, as diferentes po-
pulacdes de linfocitos T.

Demonstrou-se ainda, na populagio estudada, que
a presenga desta inflamacdo nao se circunscreve ao
pulmao, existindo um componente sistémico com re-
percussoes no IMC.

1. Populagdo

A populagao de doentes com DPOC foi selec-
cionada de acordo com o critério prioritario de ex-
clusdo de asma bronquica. Para tal, foram incluidos
doentes com DPOC moderada a grave, tentado privi-
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legiar-se os com predominio de bronquite crénica em
detrimento dos que apresentavam alteragdes ima-
giologicas eminentemente enfisematosas. Todos pos-
suiam historia importante de exposi¢ao a factor de
risco (fumo de tabaco), presenga de sintomas com-
pativeis (tosse, expectoragdo e dispneia), inicio da
sintomatologia apds os 45 anos e obstrug¢ao bronqui-
camarcada (FEV /FVC <70 % e FEV, <50 % do
valor tedrico) que nao foi completamente reversivel
ap0s prova de broncodilatagdo (FEV, < 80 % do
valor tedrico ap6s broncodilatagdo). Ainda que aasma
bronquica e a DPOC possam eventualmente estar
associadas, os critérios utilizados permitem admitir
que os doentes avaliados ndo eram asmaticos. A
presenca de valores de NO, IL-5, IL-8, ECP e célu-
las, muito diferentes dos obtidos em doentes com asma
brénquica, reforcam este facto.

A exclusdo de outras patologias do foro respi-
ratorio, alérgico ou doenca sistémica grave, nomea-
damente inflamatoria ou cardiaca, foi de extrema
importancia, dado aquelas poderem falsear os resulta-
dos.

Uma parte do estudo decorreu nos meses de In-
verno, tendo-se observado exacerbagoes agudas de
causa infecciosa (bacterianas e virais) que motiva-
ram, também, a exclusdo de um nimero considera-
vel de doentes. A presenca de bactérias patogeéni-
cas na expectoracao e/ou leucocitose com neutrofilia
no sangue periférico auxiliaram na discriminag¢ao de
exclusdo.

A manutengao dos habitos tabagicos e a terapéu-
tica com corticosterdides orais e/ou inalados que
poderiam diminuir os valores de NO no ar expirado
foi obrigatoriamente outro dos critérios de exclusao.

A subdivisdo de doentes nos grupos com e sem
reversibilidade conduziu a uma maior gravidade fun-
cional dos englobados no segundo grupo, apesar de
uma carga tabagica semelhante e menor média de
idades comparativamente ao grupo com reversibli-
dade, pondo em evidéncia as diferentes susceptibili-
dades individuais ao fumo do tabaco.

A auséncia de uma populagao de controlo justifi-
ca-se pela existéncia de valores de referéncia na li-
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teratura quer para as contagens de células e media-
dores soluveis na expectoragdo induzida® quer para
os valores de células, interleucinas e ECP no sangue
periférico. Spanevello e colaboradores** demonstra-
ram, na expectoragao induzida de individuos saudaveis,
a prevaléncia dos macrofagos (69,2 + 13 %) sobre
neutrofilos (27,3 £ 13 %), eosinofilos (0,6 + 0,8 %) e
linfocitos (1,0 + 1,2 %). Também para o NO no ar
expirado, para além de valores de referéncia em in-
dividuos saudaveis, ndo fumadores*, existem multi-
plos trabalhos com concentragdes no grupo de con-
trolos saudaveis entre 6,5 a 14,1 ppb, consistentes e
reprodutiveis®3*3,

2. NO no ar expirado

O NO ¢ originado através da conversao da L-ar-
ginina em L-citrulina pela enzima NOS, da qual exis-
tem 3 isoformas. A isoforma neuronal ¢ endotelial
sao constitutivas (cNOS) e produzem pequenas
quantidades de NO, enquanto a forma indutivel
(iINOS) gera grandes quantidades deste gas apos
activacao celular por estimulos inflamatérios ou imu-
noldgicos. O NO tem um papel fundamental na regu-
lagdo de fungdes fisioldgicas, mas encontra-se igual-
mente implicado na fisiopatologia de varias doengas
pulmonares, reflectindo, na DPOC, as alteragdes in-
flamatorias e o aumento do stress oxidativo.

Neste estudo verificamos a existéncia de valores
significativamente aumentados de NO no ar expira-
do de doentes com DPOC estavel e com reversibi-
lidade aos broncodilatadores, comparativamente aos
descritos nas séries publicadas com valores em indi-
viduos saudaveis®*>*. O grupo sem reversibilidade
possuia concentragdes deste gas sobreponiveis aos
descritos em individuos saudaveis.

A maioria dos autores € consensual quanto a exis-
téncia de valores aumentados desta molécula durante
as exacerbacdes infecciosas, motivados pelo afluxo
de células inflamatorias ao pulmao. O mesmo nao se
verifica no que concerne ao periodo de estabilidade.
De facto, Agusti** conclui que na fase de exacer-

Novembro/Dezembro 2002

CRONICA/ANTONIO BUGALHO, NUNO NEUPARTH

bacao da doenca os valores de NO foram mais ele-
vados e que a normalizagdo dos mesmos nao foi ime-
diata, o que leva a aceitar uma melhoria lenta do
estado inflamatorio. Maziak e colaboradores®
demonstraram, igualmente, um aumento das concen-
tragdes de NO em doentes com DPOC grave ou em
fase de exacerbacdo e a relacdo inversa deste me-
diador com o FEV . No entanto, o estudo de Clini’'
relata resultados opostos, ou seja, os doentes com
DPOC grave e estavel possuem valores de NO in-
feriores aos individuos saudaveis que se relacionam
positivamente com a gravidade da obstrugao das vias
aéreas. Estudos mais recentes referem concen-
tracdes na DPOC estavel superiores aos controlos,
que se relacionam positiva* ou negativamente*’-
com o FEV . A anilise destes trabalhos, com re-
sultados contraditdrios, revela factores de viés como:
amostras pequenas, populacdes heterogéneas, in-
clusdo de fumadores ¢ de doentes em exacerbacéo,
técnicas de medi¢ao ndo padronizadas nas primeiras
publicacdes e a possibilidade de colonizagao das vias
aéreas inferiores, entre outros. Por este motivo, foi
nossa preocupacao controlar estes factores de en-
viesamento.

No nosso estudo, as concentra¢des de NO rela-
cionaram-se com a variabilidade do FEV,, demons-
trando que os doentes com maior reversibilidade pos-
suiam valores mais elevados deste mediador no ar
expirado. A existéncia de uma fun¢@o pulmonar
menos deteriorada neste grupo de doentes ¢ con-
cordante com os resultados de estudos mais actuais,
e permite-nos especular sobre a possivel contribuigdo
deste gas ndo s6 na manuten¢ao do calibre das vias
aéreas, constituindo um mecanismo de defesa con-
tra a obstru¢ao, mas também na génese de uma in-
flamacao passivel de reversibilidade.

Os dados por nos obtidos separam um subgrupo
de doentes com DPOC com caracteristicas funcio-
nais distintas e explicam, parcialmente, a heteroge-
neidade dos resultados da literatura, uma vez que
confirmam a existéncia de concentragdes aumenta-
das de NO num subgrupo de doentes com DPOC
estavel, moderada a grave, ex-fumadores. Este fac-
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tor ndo tinha sido correctamente averiguado até ao
estudo de Papi e colaboradores®.

Constatou-se também, nesta populagdo de
doentes com DPOC, a associacdo do NO com a
concentracdo de ECP e, indirectamente, com a in-
flamagdo eosinofilica, demonstrada anteriormente na
asma bronquica®®. Esta inflamagéo relacionou-se
positivamente com a variabilidade do FEV , reforgan-
do as diferengas fisiopatoldgicas comparativamente
a restante populacdo de doentes com DPOC. Rut-
gers e colaboradores®? confirmaram a relagdo entre
os niveis de NO e a percentagem de eosin6filos na
expectoracao, considerando o aumento destas célu-
las como resultado de um estimulo inflamatério ines-
pecifico. Papi®, tal como no presente estudo, compa-
rou dois grupos de doentes com DPOC estavel, com
¢ sem variabilidade do FEV | ao broncodilatador. Os
seus resultados demonstraram que apenas os doentes
com reversibilidade possuiam niveis aumentados de
NO e eosinofilia na expectoragao, relacionando-se
exclusivamente o NO com o grau de reversibilidade,
contrastando de alguma forma com os nossos re-
sultados, em que também a eosinofilia na expecto-
racao se relacionou com a variabilidade do FEV .

Existem varias diferencas metodologicas entre o
estudo de Papi e o0 nosso, que podem explicar algu-
ma discordancia nos resultados. Entre estas o facto
de ter estudado um grupo de doentes com menor
gravidade (DPOC ligeira a moderada). Por outro lado,
areversibilidade aos broncodilatadores ndo foi defi-
nida com critérios padronizados pelas normas da ATS
ou ERS (aumento do FEV, ap6s broncodilatagio
maior ou igual a 12 % do valor tedrico e superior a
200 ml). Outra limitacao foi a ndo verificacao da
validade das células na expectora¢ao com recurso
ao doseamento de mediadores soluveis que pode-
riam confirmar os resultados e, ainda, a existéncia
de doentes submetidos a outros estimulos desen-
cadeantes na populacdo estudada, o que pode cons-
tituir um factor de erro, dada a possibilidade de
diferentes mecanismos fisiopatologicos comparati-
vamente aos ex-fumadores.

A inclusdo de doentes medicados com corti-
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costeroides inalados pode, igualmente, deturpar os re-
sultados, uma vez que o NO e a percentagem de eosi-
nofilos na expectoracdo da populag@o de doentes com
variabilidade sdo alterados por estes farmacos’-”.

A luz dos conhecimentos actuais existem varios
mecanismos que permitem explicar o aumento do
NO no ar expirado no subgrupo de doentes com re-
versibilidade apds broncodilatacao.

Atendendo a que a iNOS esta presente nas célu-
las epiteliais, macrofagos, neutréfilos, células do mus-
culo liso, fibroblastos, mastocitos e eosinoéfilos, e a
que os doentes com reversibilidade se distinguem dos
sem reversibilidade eminentemente pelo maior nimero
de eosinofilos, € plausivel considerar estas células
como a fonte de produgdo de NO. A presenca de
valores mais elevados deste gas durante as exacer-
bagdes, altura em que os eosindfilos na expectoragdo
aumentam, corrobora esta hipotese. Por sua vez, hoje
sabe-se que o proprio NO produzido pelos eosinofi-
los ¢ em si mesmo um estimulo de feedback posi-
tivo para esses mesmos eosindfilos, perpetuando as-
sim um ciclo vicioso de inflamagao, contribuindo para
fendmenos de migragao e/ou efeitos liticos nos teci-
dos®. E igualmente possivel que outras células, no-
meadamente as epiteliais ou os macrofagos, apos a
presenca de um estimulo lesivo inicial, induzido pelo
fumo do tabaco, produzam NO que ira contribuir para
a quimiotaxia ou diminui¢ao da apoptose dos eosino-
filos nas vias aéreas®. O trabalho de Feder ¢ co-
laboradores®' em ratos alérgicos sugere que o NO
libertado pelas células do endotélio vascular do pul-
mao estd implicado na quimiotaxia dos eosinofilos,
promovendo a migracao a partir da circula¢do san-
guinea para o parénquima pulmonar e vias aéreas.
A presenga de um ciclo perpetuador em que o NO
pode ser causa e/ou consequéncia da eosinofilia ndo
fica explicada, sendo necessarios mais estudos para
o0 seu esclarecimento.

Outra possivel explicacdo para o aumento do NO
no ar expirado dos doentes com DPOC e com re-
versibilidade podera relacionar-se com a resposta
compensatoria a broncoconstri¢ao induzida pela in-
flamacdo. Esta resposta assenta na estimulacdo dos
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nervos broncodilatadores NANC (non adrenergic
non colinergic) com aumento da expressao da cNOS
neuronal e consequente aumento de NO. No entan-
to, esta hipdtese parece-nos menos provavel, dado
que a producdo deste gas por esta enzima ¢ menor
comparativamente a sua isoforma indutivel.

A presenga de inflamagdo crénica grave com
envolvimento de multiplas células levar-nos-ia a pres-
supor valores aumentados de NO em todos os
doentes com DPOC. Um trabalho recente® demons-
trou a importancia dos neutr6filos como fonte produ-
tora de NO em doentes com asma bronquica, o que
poderia conduzir a ideia de que, dado o predominio
destas células na DPOC, os valores de NO estariam
aumentados. Contudo, este pressuposto nao se ve-
rifica no nosso estudo. Efectivamente, o grupo sem
reversibilidade possuia concentragdes deste gas so-
breponiveis as descritas em individuos saudéaveis e
coincidentes com os valores relatados na literatura
para populagdes semelhantes**>*¥, demonstrando
que a padronizagao dos métodos de avaliagdo no ar
expirado comeca a produzir resultados comparaveis
entre grupos de investigacao.

Podemos avangar hipoteses explicaveis da ausén-
cia de concentracdes elevadas de NO no grupo sem
reversibilidade.

A presenca aumentada de neutrofilos, com
producdo de grandes quantidades de radicais livres,
entre 0s quais o anido superoxido, ao reagir com o
NO origina um potente oxidante, a peroxinitrite, di-
minuindo os niveis doseados deste gas no ar expira-
do¥. Por este motivo Kanazawa e colaboradores™
relataram que os derivados do NO na expectoracao
sdo mais fidedignos do que os valores no ar expirado,
na avalia¢do da inflamac¢ao em doentes com DPOC.

Também a hipertrofia das glandulas mucosas com
hiperprodugao de muco associada a metaplasia ce-
lular e diminui¢do do epitélio ciliado (que se sabe
produzir NO para manutenc¢ao dos movimentos ci-
liares) podem contribuir para a diminuicao da
producao ou mesmo constituir uma barreira a sua
libertagdo, com diminuicao da difusdo do gas e
reducgdo dos seus valores no ar expirado. Um estu-
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do, de extrema importancia, de Hogman®, avaliou
os diferentes locais de produ¢ao do NO na DPOC,
de forma a distinguir o gerado na regido alveolar do
originado nas vias condutoras. Em doentes ex-fu-
madores constatou que a frac¢do alveolar de NO
estava aumentada, comparativamente com os indi-
viduos saudaveis e com asma bronquica, possivel-
mente por aumento da iNOS a este nivel ou alte-
racao da relagdo ventilacdo-perfusdo (a existéncia
de areas do pulmao bem ventiladas e ndo perfundi-
das aumenta os valores de NO no ar expirado). Veri-
ficou-se ainda uma heterogeneidade de resultados
em doentes com DPOC no que concerne a taxa de
transferéncia do NO do epitélio para o ar expirado,
urna vez que se constatou poder estar aumentada
nuns doentes e diminuida noutros. A alta taxa de
transferéncia pode explicar parcialmente o aumento
do NO no grupo de doentes com reversibilidade e,
por sua vez, a baixa taxa de transferéncia decor-
rente do espessamento da membrana basal, de al-
teragoes epiteliais ou de aumento do muco, explica-
ria os baixos valores encontrados no grupo sem
reversibilidade.

Outro factor a considerar ¢ a presenca de uma
inflamac@o cosinofilica menos intensa neste tltimo
grupo de doentes, e, dado que o NO no ar expirado
depende do grau de obstrugdo, pode acontecer que
os doentes mais obstruidos libertem para o ar ex-
pirado menor quantidade deste gas.

Em conclusao, estes factos sugerem que a varia-
bilidade do FEV , traduzida pela resposta ao bron-
codilatador, tal como a presenca de uma inflamagao
eosinofilica, podem ser monitorizados indirectamente
pela determinacgao de NO no ar expirado.

Ao verificarmos na literatura que os doentes com
inflamacao eosinofilica sdo aqueles que respondem
aos corticosterdides orais e inalados*’, considera-
mos a hipdtese de se poderem identificar estes
doentes, a fim de os submeter a uma prova terapéu-
tica com corticosteroides, mediante o recurso a um
método rapido, simples, eficaz e ndo invasivo, que
possivelmente terd maiores probabilidades de sucesso
do que a selec¢do ao acaso.
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3. Expectoragdo induzida

A expectoragao induzida constitui uma alternati-
vando invasiva ao lavado broncoalveolar (LBA) ¢ a
biopsia bronquica ou pulmonar no estudo da in-
flamacao.

A investigacao da fisiopatologia da DPOC foi
adiada até ha cerca de 6 anos, altura em que a maio-
ria dos grupos cientificos centraram os seus esforgos,
de forma a determinar a sequéncia de acontecimen-
tos que originam o aparecimento de inflamacao e,
posteriormente, de obstrugao, num individuo fuma-
dor. O elevado niumero de doentes, muitos com um
diagndstico tardio, a no¢ao de que ¢ parcialmente
auto-infligida, sendo o principal agente etiologico o
fumo do tabaco, e a ineficacia das terapéuticas dis-
poniveis, que ndo impedem a progressao do proces-
so inflamatorio, de destruigdo ¢ de remodelacao, con-
tribuiram para o refor¢o da actividade cientifica nesta
area. O estudo e monitorizacdo da cinética in-
flamatoria foi efectuado, nos primeiros trabalhos, com
recurso a técnicas invasivas, dificeis de realizar,
desconfortaveis para o doente, dispendiosas e com
alguns riscos quando comparadas com os métodos
nao invasivos.

A expectoragdo induzida adquire um papel de
extrema importancia, uma vez que permite obter
secrecoes das vias aéreas, com consequente analise
de células e mediadores, de forma segura, eficaz e
reprodutivel, como comprovado por Bhowmik'® e
mais recentemente por Brightling e colaboradores
numa populagdo com DPOC moderada a grave™.

O presente estudo corrobora estes resultados.
Houve uma alta taxa de sucesso na obten¢do das
amostras, sendo o procedimento facilmente executa-
do e bem tolerado, apesar da gravidade da obstru¢ao
bronquica, o que atesta a seguranga do método em
doentes com DPOC moderada a grave. Os factores
de seguranca devem ser respeitados escrupulosa-
mente e instituidas as devidas precaugdes para cor-
reccao de possiveis complicagdes, dado que a ina-
lacdo de soro iso ou hipertonico pode originar
broncoconstri¢do e consequente diminuigao da satu-
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racdo arterial de O,, 0 que se verificou apenas num
doente, apos terminar a fase de indugdo e terem sido
obtidas amostras viaveis (diminui¢do de 47 % do va-
lor tedrico do FEV | com inalag@o de soro isotonico).

Entre os problemas identificados, que tornam dificil
a implementacdo da indugdo e processamento da
expectora¢do na pratica clinica, referem-se a mo-
rosidade do processo, a necessidade de pessoal trei-
nado na sua execug¢ao e a obrigatoriedade do trata-
mento da amostra nas horas subsequentes a colheita.
Atendendo as condicionantes referidas, a metodolo-
gia que utilizamos no processamento da expectoragao
induzida obedeceu escrupulosamente as mesmas. No
entanto, as suas vantagens nao sao de menosprezar,
uma vez que pode permitir uma decisdo terap€utica
inicial, monitorizar a inflamac¢ao das vias aéreas, ava-
liar a eficacia da terapéutica instituida e eventual-
mente determinar factores de prognostico da doenga.

De forma a garantir a fiabilidade dos resultados
das células obtidas na expectoracdo induzida deter-
minou-se a [L-8, um factor quimiotatico e activador
dos neutroéfilos, e a ECP, dado ser um marcador indi-
recto da actividade eosonofilica.

4. Neutrofilos e concentragoes de IL-8

Identificamos concentragdes elevadas de IL-8 e
de neutrodfilos na expectoragao induzida, semelhantes
as relatadas por outros autores em doentes ex-fu-
madores com DPOC?'?%%%57  encontrando-se au-
mentadas quando comparadas com os valores de
referéncia em individuos saudaveis. Os valores de
neutrofilos e as concentragdes de IL-8 possuiam uma
excelente relagdo linear.

Entre os factores quimiotaticos neutrofilicos mais
importantes inclui-se a IL-8, sintetizada pelo epitélio
bronquico, neutrdfilos, eosinéfilos, linfocitos e macro-
fagos. A activag@o dos neutréfilos liberta IL-8 con-
duzindo a um ciclo de perpetuacdo®® o que, apoiado
pelos resultados obtidos, permitem considera-los os
principais responsaveis na producdo desta interleucina
na DPOC. Os macréfagos e as células epiteliais ndo
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podem, no entanto, ser excluidos como fontes se-
cunddrias da sua producao e libertagao. De realgar,
ainda, o aumento da expressao da selectina E e
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) que,
para além da IL-8, parecem contribuir para a acti-
vagdo e recrutamento dos neutr6filos na DPOC*’.
O predominio de uma inflamagao neutrofilica possi-
bilita, igualmente, explicar a auséncia de efeito dos
corticosterdides na maioria dos doentes com DPOC.

A IL-8 encontra-se aumentada mesmo nos fu-
madores sem obstrugdo, o que indica um papel pre-
coce na doencga'®?'. Hulbert e colaboradores®
demonstraram de forma inequivoca, em modelo ani-
mal, que a exposi¢ao ao fumo de tabaco durante 6
horas condiciona um aumento de cinco vezes do
numero de neutréfilos no epitélio das vias aéreas com-
provando a poténcia deste mediador. Um estudo de
Rutgers®' demonstra que existe uma boa correlagdo
entre o doseamento da IL-8 na expectora¢ao indu-
zida, nas biopsias bronquicas e no LBA, o que sugere
que este mediador adquire um caracter abrangente
em todos os compartimentos traduzindo mais infor-
magao do que a analise das células inflamatorias, ja
que a comparag¢ao de neutrofilos entre os diferentes
compartimentos pulmonares revelou diferengas sig-
nificativas.

O aumento de neutréfilos e a alteragdo do ba-
lango proteases-antiproteases em fumadores € co-
nhecida desde longa data na DPOC. As alteragdes
fisiopatoldgicas induzidas por estas células ocorrem
quer por sintese e libertagdo de enzimas destrutivas
quer pelo aumento da migragdo, recrutamento e per-
sisténcia destas células nas vias aéreas e parénqui-
ma pulmonar de fumadores com e sem obstrucao.
Keatings® confirma um aumento de neutrofilos nos
doentes com DPOC acompanhado de libertagao de
enzimas destrutivas, como a mieloperoxidase ¢ a
lipocalina neutrofilica.

Existe evidéncia, na literatura, de que a in-
flamacdo neutrofilica epitelial, subepitelial, das glan-
dulas bronquicas e do limen das vias aéreas (esta
ultima avaliada na expectoracdo induzida) se rela-
ciona directamente com o declinio do FEV "2
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62.63 No importante estudo de Stanescu® foram ava-
liados 46 doentes fumadores e ex-fumadores durante
15 anos ficando demonstrado que a percentagem de
neutrofilos na expectoracdo induzida de fumadores
com obstrucao das vias aéreas ¢ maior do que nos
sem obstrucao e se relaciona com o decliniodo FEV .

Ao contrario destes estudos, ndo identificamos
uma associac¢ao segura entre os valores de IL-8 ou
contagens de neutr6filos com a obstrucao das vias
aéreas ou factores agressores, nomeadamente o
numero de unidades mago ano fumadas. Tal facto
podera ser justificado pelos diferentes critérios de
seleccdo ou pela dimensao das populagdes estuda-
das.

As diferencas entre o grupo com e sem reversi-
bilidade nao foram significativas no que concerne a
IL-8 ou nimero de neutro6filos na expectoracao. No
entanto, verificou-se uma tendéncia para o aumento
dos valores da IL-8 no grupo de doentes sem re-
versibilidade e com fungdo respiratoria mais dete-
riorada. Constatou-se, ainda, uma relagdo negativa
entre as concentragdes desta interleucina na expecto-
ragdo e a variabilidade do FEV | ou seja, os doentes
com menor variabilidade apds a prova de broncodi-
latacdo e com uma obstrucdo marcada das vias aé-
reas possuiam concentracdes mais elevadas deste
mediador, o que aponta para uma ligacdo entre a
presenca de inflamag¢ao neutrofilica das vias aéreas
e o grau de variabilidade da obstrugao das vias
aéreas em ex-fumadores com DPOC estabilizada.
Estes resultados sugerem que a medida que a gravi-
dade da obstru¢ao aumenta os numeros de neutrofi-
los nas vias aéreas também aumentam, o que podera
indicar um papel destas células na progressao da
doenga. Dada a intima relagdo entre a IL-8 e as
percentagens de neutrofilos na expectoracdo, € pos-
sivel especular que os doentes com menor variabili-
dade do FEV  apés o broncodilatador, € com maior
deterioragao da sua fun¢ao pulmonar, terdo uma in-
flamacao neutrofilica mais marcada das vias aéreas,
onde os neutrofilos desempenham um papel crucial,
podendo originar o espessamento das paredes € es-
treitamento do [imen conduzindo a uma obstrugao
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fixa com posterior destruigao e/ou remodelagao das
vias aéreas.

Estes dados permitem explicar parcialmente o pior
prognostico observado em doentes com obstrucao
irreversivel®. Também um estudo multicéntrico
sugere que o grau de resposta a terapéutica bron-
codilatadora estd inversamente relacionado com a
diminui¢do anual do FEV, em doentes com DPOC®*.
Estabelece-se entdo uma causalidade entre a in-
flamagao neutrofilica e a deteriorag@o funcional na
DPOC, podendo a determinacao destas células ter
utilidade como medida de avaliagdo da gravidade e
prognostico da doenga.

Todos os doentes incluidos no estudo eram
ex-fumadores, ndo se tendo identificado factores de
risco actuais, pelo que se conclui a persisténcia de
uma inflamagao cronica, possivelmente progressiva,
tendo em conta o nimero de neutrofilos e as con-
centragdes de IL-8 na expectoragdo de doentes com
provas de fun¢do mais deterioradas, e que se verifi-
ca mesmo apos cessacao de um factor de risco como
o fumo do tabaco. Estes resultados foram igualmente
confirmados noutros trabalhos®’.

Bhowmik e colaboradores* demonstraram que,
para além das agressdes motivadas pelo fumo do
tabaco, as exacerbagoes frequentes nos doentes com
DPOC condicionam o aumento de IL-8 ¢ maior
afluxo de neutrofilos na expectoragao, quando com-
paradas com doentes com menor nimero de exa-
cerbacdes por ano. Nos doentes do nosso estudo, a
presenca de inflamacao foi certamente motivada
pelos anos de tabagismo, nimero de unidades mago
ano fumadas e exacerba¢des no ano anterior. Ao
compararmos as caracteristicas dos dois grupos,
verificamos que os doentes com reversibilidade, ape-
sar de um grupo etario mais elevado, possuiam uma
menor gravidade de doenga, avaliada pelo FEV .
Deverao, certamente, ser consideradas susceptibili-
dades diferentes, que passardo, sem duvida, pelas
caracteristicas genéticas de resposta individual aos
agentes agressores.

As concentragdes de IL-8 e o numero de neutro-
filos no sangue periférico apresentaram-se dentro da
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faixa de normalidade, em todos os doentes. Estes
resultados, que a primeira vista ndo parecem con-
sistentes com o aumento da inflamacgao sistémica em
doentes com DPOC, merecem alguma reflexao.

Podemos apenas afirmar que as caracteristicas
inflamatorias a nivel local ndo sdo semelhantes as
sistémicas. Tal ndo exclui a possivel expressao de
outros mediadores ndo doseados neste estudo, entre
os quais o TNF-o e IL-6.

Apesar de ndo termos evidéncia, no nosso estu-
do, de inflamagao sistémica mediante os parametros
inflamatorios avaliados, constatou-se um indicador
indirecto da referida inflamagao mediante a existén-
cia de correlagdo entre os niveis de IL-8 na expec-
toracdo e o IMC. Na verdade, o facto dos doentes
com maior inflamag@o pulmonar apresentarem meno-
res valores de IMC, leva-nos a especular quanto a
existéncia de um nexo de causalidade entre a in-
flamacao das vias aéreas e uma eventual inflamagao
sistémica.

5. Eosindfilos e concentragoes de IL-5 e ECP

Neste estudo foi demonstrada a existéncia de
percentagens de eosin6filos aumentadas na expec-
toracdo induzida de doentes com DPOC, quando
comparadas com os valores de referéncia em indi-
viduos saudavesis.

O aumento de eosindfilos tem sido referido em
varios trabalhos em doentes com DPOC estave™
8182362 oy durante as exacerbagdes** ¢’ na expecto-
ragdo induzida, LBA e biopsias bronquicas. Keatings
e colaboradores®” foram um dos primeiros grupos a
detectar o aumento de eosinofilos e de concentragdes
de ECP e EPO (endoperoxidase eosinofilica) na ex-
pectoracdo induzida de fumadores com obstrucao,
em condigdes de estabilidade. Estas células parecem,
inclusivamente, estar implicadas numa fase precoce
da doenga, dado que se encontram aumentadas na
expectoragdo induzida de fumadores sem obs-
trugao®.

A existéncia de concentragdes normais de IL-5
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na expectoracao induzida e sangue periférico indica
diferencas claras em relagdo a asma bronquica. Esta
citocina ndo parece ser a responsavel pela diferen-
ciacdo e libertacdo dos eosinofilos nos doentes com
DPOC, uma vez que obtivemos valores semelhantes
nos dois grupos de doentes e ndo se verificou re-
lacdo com o aumento dos eosinéfilos na expecto-
ragdo. Outros autores obtiveram condusdes seme-
lhantes>%, ndo conseguindo demonstrar, na mucosa
bronquica de doentes com DPOC estavel ou em fase
de exacerbacgdo e com valores aumentados de co-
sinofilos, um aumento da expressao de IL-5.

A hipdtese da existéncia de uma subpopulagao
de linfocitos Tc2 produtores desta interleucina ¢ as-
sim pouco vidvel. Outras moléculas podem estar im-
plicadas no recrutamento eosinofilico. A IL-8, sin-
tetizada em grandes quantidades nas vias aéreas pelos
neutrofilos e células epiteliais, €, para além dos neu-
trofilos, um factor activador e quimiotatico dos lin-
focitos T e eosinofilos™, o que poderia explicar, par-
cialmente, o aumento destas ultimas células na
expectoracao induzida na DPOC. No entanto, este
mecanismo ndo nos parece ser o mais importante,
dado que, no grupo de doentes com reversibilidade e
numero mais elevado de eosinofilos, os valores de
IL-8 foram inferiores aos do grupo sem reversibili-
dade. Uma outra possivel explicacdo pode ser a ele-
vacao do TNF-a que conduz directa ou indirecta-
mente, através da expressdo aumentada de
moléculas de adesdo endoteliais, ao afluxo de eo-
sinofilos aos locais de inflamacao nos doentes com
DPOC”'. Também o aumento de quemocinas ou
citocinas com especial relevancia para a eotaxina e
RANTES (released on activation normal T-cell
expressed and secreted) produzidas pelo epitélio
bronquico contribui para a inflamagao crénica per-
sistente, aumentando os eosinofilos nos tecidos e 14-
men das vias aéreas. Os mecanismos, anteriormente
referidos, dependentes do NO, podem ter um con-
tributo no recrutamento eosinofilico, que sera tanto
mais elevado quanto maiores os niveis de NO no ar
expirado. Rutgers* refere uma relagao positiva en-
tre os valores de NO no ar expirado e a percenta-
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gem de eosinofilos na expectoracdo. No estudo de
referéncia de Saetta e colaboradores® foi demons-
trado, na expectoragao e biopsias, que 0 aumento
destas células tende a ocorrer durante as exacer-
bagdes em doentes com DPOC o que pode explicar
o consequente aumento de NO verificado nestas si-
tuagdes®*. Outros factores agressores podem estar
na origem desta eosinofilia. A relagdo entre a pre-
senca de inflamagao eosinofilica e o fumo de tabaco
foi evidenciada em estudo animais’.

No grupo de doentes com reversibilidade do FEV,
ao broncodilatador encontraram-se valores aumen-
tados destas células, estatisticamente significativos,
quando comparados com os do grupo sem reversibi-
lidade. A diferenca entre os dois grupos foi ainda
comprovada pela presenca de valores estatistica-
mente mais elevados de ECP no grupo com variabi-
lidade de FEV  ap6s broncodilatago.

A relag@o entre o numero de eosinéfilos e o ECP
demonstra que estas células sao a sua principal fon-
te, sendo provavel que este marcador eosinofilico
contribua para a inflamacao verificada nesta popu-
lacdo de doentes com DPOC.

No estudo de Rutgers®! foram encontrados va-
lores de ECP aumentados na expectoracao induzida
e LBA de doentes com DPOC, com boa relacdo
entre os dois métodos e boa relagao entre este mar-
cador e a presenga de eosindfilos activados na sub-
mucosa de biopsias bronquicas. A expectoragao in-
duzida pode, assim, ser ttil no estudo de células das
vias aéreas centrais e de marcadores soluveis que
parecem representar quer as grandes vias aéreas
quer o espago broncoalveolar.

Outros autores relataram aumento do ECP por
eosinofilo na expectoragdo induzida’’*%2 ou LBA*!3
de doentes com DPOC sugerindo activagao e des-
granulacdo destas células nas vias aéreas. No pre-
sente trabalho os eosinofilos ndo parecem estar acti-
vados, uma vez que as concentragdes de ECP ndo
estdo aumentadas, sendo estes resultados coinci-
dentes com os de varios estudos®’ .

Apesar da existéncia de uma relagdo nao impli-
car causa-efeito, no nosso estudo, a percentagem de
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eosinofilos e a variabilidade do FEV | estdo intima-
mente ligados. Os dados obtidos sugerem um papel
da inflamacdo eosinofilica na fisiopatologia da obs-
trucdo e reversibilidade bronquica na DPOC. Fuji-
moto e colaboradores’ comprovaram que os niimeros
de eosinodfilos prévios a administragdo de corti-
costerdides se relacionam com a variabilidade do
FEV apos o tratamento com prednisolona durante
duas semanas.

A existéncia de inflamag¢@o com um componente
eosinofilico na expectoragao pode predizer benefi-
cios terapéuticos com corticoterapia. Na asma bron-
quica, o tratamento com corticosterdides orais e/ou
inalados ¢ uma das terap€uticas mais eficazes, di-
minuindo os sintomas, revertendo a obstrugao das
vias aéreas e reduzindo os nimeros de eosin6filos
que infiltram a submucosa das vias aéreas. As nor-
mas internacionais® admitem que nalguns doentes com
DPOC estavel pode ocorrer melhoria da fungao res-
piratoria apds um pulso de corticoterapia oral ou ina-
lada, embora tal ndo se consiga prever e a distingao
ocorra por intermédio de uma prova terapéutica com
estes farmacos. No trabalho de Pizzichini’ , efectua-
do em doentes com DPOC grave com habitos taba-
gicos e eosinofilia na expectoracdo induzida, ocor-
reu diminui¢do da sintomatologia, melhoria do FEV,
e diminuigdo do numero de eosindfilos e concen-
tracdes de ECP apos terapéutica com prednisolona
oral, sem no entanto ter ocorrido alteragdo nos
numeros de neutréfilos ou proteases neutrofilicas.
Chanez e colaboradores* referem um aumento de
eosinofilos no LBA e biopsias bronquicas e ECP no
LBA de doentes com DPOC, fumadores e ex-fu-
madores, que responderam a um pulso curto de cor-
ticosteroides orais. Dado que estes doentes respon-
dem significativamente ao broncodilatador e existe
uma resposta clinica e funcional a terapéutica,
propdem, estes tltimos, que exista um subgrupo dis-
tinto de doentes com DPOC, com caracteristicas
semelhantes as da asma bronquica. A auséncia de
eosinofilia ou aumento de IL-5 no sangue periférico
consubstanciam esta ideia.

Todos os doentes com reversibilidade e valores
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aumentados de eosinofilos referiram agravamento
subjectivo da sua sintomatologia apds suspensao da
corticoterapia inalada, particularmente da dispneia,
apesar de ndo se ter verificado repercussao funcional.
Tal facto sugere um efeito sintomatico benéfico dos
corticosteroides inalados, podendo os dados encon-
trados serem interpretados como uma consequéncia
da suspensao da medicagdo. Embora o mesmo nao
se tenha verificado nos doentes do grupo sem re-
versibilidade, dado o tamanho da amostra, ndo po-
demos excluir completamente a presenca de efeito
placebo.

A eosinofilia na expectoracao induzida pode prever
beneficios desta medica¢do neste subgrupo de
doentes. Assim, este método é uma boa forma de
prever quais os doentes que irdo beneficiar de te-
rap€utica com corticoterapia oral ou inalada. Per-
mite ainda avaliar e monitorizar a eficacia deste trata-
mento na DPOC.

Em termos clinicos e dado que o procedimento
da expectoracao induzida € moroso, a determinagao
do NO no ar expirado podera ser o método de pri-
meira linha para a avaliagdo indirecta da inflamagao
eosinofilica, apenas se avangando para a expecto-
ragdo induzida se os valores de NO estiverem nor-
mais ou nos casos em que exista uma discrepancia
entre a histdria clinica, o exame objectivo e os va-
lores deste gas.

6. Linfocitos T

Este estudo procurou caracterizar as populagdes
de linfocitos T por métodos nao invasivos, nas vias
aéreas de doentes com DPOC. Na literatura, a maio-
ria dos trabalhos prévios foram efectuados com re-
curso a biopsias bronquicas ou cirtrgicas. O estudo
dos linfocitos T na expectoragdo induzida foi efectu-
ado com sucesso sobretudo em doentes com asma
bronquica, onde se documentou um aumento da
subpopulacdo T CD4+ e um aumento darazao CD4/
/CD8, comparativamente ao sangue periférico’ 7,
mas também em doentes com DPOC™.
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Na fase que antecedeu a realizagao deste estudo
verificou-se que o tratamento da expectoragdo com
DTT conduzia a destruigao dos receptores de su-
perficie dos linfécitos T, pelo que foi necessario
adaptar o procedimento de tratamento da amostra.
Resultados semelhantes foram obtidos’ em leucéci-
tos da circulacdo periférica com diminui¢ao de al-
guns marcadores de superficie (por destrui¢ao dos
epitopos) e aumento da expressao de outros, com
melhor acesso dos anticorpos aos antigénios. Outras
dificuldades, para além da técnica, prendem-se com
o reduzido niimero de linfocitos na expectoracao,
motivo que os torna dificeis de caracterizar. Nos
doentes fumadores estas células localizam-se histo-
logicamente no interior e a periferia das glandulas
bronquicas e submucosa®. Existe uma infiltragdo da
mucosa por células inflamatorias que ¢€ o resultado
da expressao aumentada de moléculas de adesdo na
DPOC, como referido anteriormente. Assim, € pos-
sivel que os linfocitos encontrados na expectoracao
induzida provenham da superficie epitelial. Os re-
sultados encontrados sdo promissores, embora se-
jam necessarios outros estudos para confirmacao da
validade do actual.

Segundo alguns trabalhos, os linfocitos T CD8+
predominam na mucosa e submucosa de doentes que
mantém habitos tabagicos. Saetta*®, ao tentar dife-
renciar as caracteristicas dos fumadores com e sem
obstrucao das vias aéreas com recurso a biopsias
cirurgicas, demonstra, em fumadores com DPOC, o
aumento do numero de linfocitos T CD8+ nas vias
aéreas periféricas, conduzindo a obstru¢ao e poden-
do estar implicados nos processos de remodelagao
com aumento do musculo liso. Também o estudo de
O’Shaughnessy”’ reforga estas conclusdes nas vias
aéreas centrais, utilizando biopsias bronquicas. Os
trabalhos referidos comprovam a relagdo negativa
entre os valores de linfocitos CD8+e o FEV .

Ainda que os numeros de células T CD4+ fossem
mais elevados, a razdo CD4/CDS foi relativamente
baixa, podendo traduzir alteragdes locais. Nao con-
firmamos o aumento dos linfocitos T CD8+ nos va-
lores anteriormente referidos em doentes com DPOC,
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em biopsias e LBA. Estas diferencas podem expli-
car-se quer pela metodologia aplicada (a expectoragdo
induzida parece investigar um compartimento pulmo-
nar distinto das biopsias) quer pela auséncia de fuma-
dores activos na populagao estudada.

Sabe-se que em individuos saudaveis fumadores
o fumo de tabaco altera as populagdes de células T
com aumento dos CD8+ no sangue periférico, voltan-
do os valores ao normal apds cessagdo tabagica’’.
Existe tal interesse nos linfocitos T de doentes com
DPOC que alguns investigadores consideram que
as diferentes susceptibilidades aos efeitos do fumo
do tabaco, ocorrem em individuos com condicio-
nantes genéticas que determinam, a partida, uma
diminui¢ao da razdo CD4/CDS8.

E possivel que a actividade destes linfocitos T
CD8+ seja menor nos ex-fumadores e seja maxima
durante a manuten¢ado do estimulo agressor (fumo
de tabaco). Os dados obtidos sugerem um possivel
papel dos linfocitos T CD4+ na fisiopatologia do
desenvolvimento de obstrugdo. As células T CD4+,
apo6s a cessacdo do factor agressor, podem estar
implicadas na manutenc¢ao de uma inflamagao croni-
cana DPOC com destruigdo directa do parénquima
pulmonar, através da libertagdo de substancias liti-
cas, como as perforinas e granzimas, ou indirecta-
mente, através da producdo de numerosas citocinas
que podem induzir o recrutamento, activacao e di-
ferenciacao de outras células inflamatdrias. Nao se
pode excluir, igualmente, a interferéncia nos proces-
sos de reparagdo com fibrose e remodelagdo, apos
cessagao tabagica.

Parece-nos fundamental a continuidade da inves-
tigacdo nesta area, para que seja possivel determi-
nar as acg¢oes destas células na DPOC.

7. Inflamacado sistémica
A perda de peso e a fraqueza muscular ocorrem,
frequentemente, em doentes com DPOC. O baixo

peso corporal tem vindo a ser demonstrado como
um factor de mau prognoéstico”.
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Neste estudo, os doentes com menor IMC possuiam
uma maior deteriora¢do da funcao respiratoria, ava-
liada pelo FEV, e FEV /FVC, o que demonstra a
diminui¢@o da massa muscular ou peso com a pro-
gressdo da doenga. Um IMC inferior a 25 kg/m?
aumenta o risco de mortalidade nos doentes com
DPOC*®, 0o mesmo se verificando nos que tém um
baixo FEV *', pelo que o seu prognostico € reser-
vado.

A fraqueza muscular ocorre em doentes com
DPOC como parte de uma diminuic¢do do peso, mas
também por um processo isolado, sugerindo a
presenga de um estado hipermetabdlico com resposta
catabolica®. Este pode ser activado por citocinas
produzidas nos locais de inflamagao ou na circulagao,
que actuam directa ou indirectamente, originando al-
teragOes hormonais, como o aumento da noradre-
nalina, adrenalina ou esterdides endogenos.

Em estudos animais, os processos inflamatérios
conduzem a que vados aminoacidos sejam desvia-
dos do musculo para o figado de forma a possibilitar
a sintese de proteinas de fase aguda®. Ficou de-
monstrado, em doentes com estados hipermetaboli-
cos, que os niveis de proteinas de fase aguda estao®
francamente aumentados, contribuindo para a perda
de peso Uma das proteinas de fase aguda, o TNF-q,
produzido pelos macrofagos e mastocitos, pode en-
contrar-se aumentado®' relacionando-se as suas con-
centragdes com a perda de peso em doentes com
DPOC estavel®. Este mediador induz a producéo
de IL-8 pelas células epiteliais®, eosinofilos® e neu-
trofilos*”. Os resultados obtidos no nosso estudo per-
mitem concluir que existe uma associacao entre a
IL-8 na expectoragao induzida, um marcador da ac-
tividade inflamatoria no pulmao e a diminuigao da
massa corporal na populacdo estudada.

Eid* formula a hipotese de que, a medida que a
inflamacao pulmonar progride, ocorre, inicialmente,
uma perda preferencial de proteinas musculares, o
que reflecte uma resposta hipercatabolica mantida.
Quando esta inflamagao se torna persistente verifi-
car-se-a perda de peso com consequentes efeitos
na morbilidade e mortalidade dos doentes com
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DPOC. Langen ¢ colaboradores® confirmam que o
TNF-a induz a activacdo do factor nuclear kB inter-
ferindo na diferenciagdo das proteinas musculares.
Estabelecem uma relagdo directa entre as citocinas
e a fraqueza muscular.

Estes dados permitem concluir que a alteragao
observada no peso corporal de doentes com DPOC
moderada a grave pode estar relacionada com uma
resposta catabolica induzida pela inflamagao cronica.

V- CONCLUSOES
Do estudo realizado podemos concluir que:

» Napopulacdo estudada de doentes com DPOC
moderada a grave, ex-fumadores, existe uma in-
flamagao pulmonar cronica heterogénea, com inu-
meras células e mediadores implicados, que per-
siste mesmo na auséncia de um factor agressor.

« Existe um subgrupo de doentes, com reversibili-
dade a medicacao broncodilatadora, que apre-
senta caracteristicas inflamatorias semelhantes
as da asma bronquica (aumento dos valores de
NO no ar expirado e eosindfilos na expectoragao
induzida) e significativamente diferentes da res-
tante populagao de doentes com DPOC.

A presenga de uma obstru¢do com reversibili-
dade das vias aéreas pode ser justificada pelas
caracteristicas inflamatorias neste subgrupo.
Estes dados sugerem a existéncia de um meca-
nismo inflamatério na génese da reversibilidade.
A inflamagdo das vias aéreas mais centrais, ava-
liada pelas células na expectoragdo, parecer re-
lacionar-se com a obstru¢ao que acontece maio-
ritariamente nas vias aéreas periféricas, estimada
pelos marcadores soltiveis doseados.

O recrutamento de eosin6filos nas vias aéreas
dos doentes com DPOC ndo ocorre por aumen-
to da producdo e libertagdo de IL-5 por uma po-
pulagdo de linfocitos T, pondo em evidéncia ca-
racteristicas inflamatorias diferentes da asma
bronquica.
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O subgrupo de doentes com reversibilidade do
FEV , valores mais elevados de NO no ar ex-
pirado e eosinofilia na expectoracgao, podera be-
neficiar do tratamento com corticosteroides orais
ou inalados. Sao necessarios ensaios clinicos
controlados que confirmem a eficacia destes far-
macos na DPOC com resposta a prova de bron-
codilatacao.

» O doseamento de NO no ar expirado e a expec-
toracdo induzida permitem prever, de forma nao
invasiva, quais os doentes com inflamagao
eosinofilica das vias aéreas e podem ser um fac-
tor a considerar na avaliagao inicial da doenca e
na monitorizac¢ao da resposta ao tratamento com
corticosterdides. O estudo das células adquiri-
das através da expectoragdo induzida possibilita
ainda a detec¢do das subpopulacdes linfocitarias T
na DPOC.

o A diminui¢do do IMC, associada ao aumento de
mediadores inflamatorios, confirma a presenca
de um componente sistémico na DPOC.
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