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RESUMO

Introdug¢do: O escarro induzido (EI) ¢ um método ndo-invasivo util para avaliar a
inflamacao de vias aéreas inferiores, caracteristica principal observada na asma. Sabe-se
que em adultos a inflamacao do tipo eosinofilica ¢ a mais comumente encontrada, pois a
maioria desses pacientes apresenta alergia como caracteristica associada. Em criangas,
observa-se um numero significativo de asmaticos com caracteristicas ndo-alérgicas e
nestes casos ainda nao estd bem definido qual o padrao inflamatério predominante. Ha
poucos estudos comparando a inflamagdo bronquica entre estes diferentes fenotipos de
asma. Nosso estudo teve como objetivo avaliar caracteristicas citologicas do EI em
criangas com asma atdpica e ndo-atopica, comparando-as a um grupo controle sadio.

Métodos: Dentre criangas que participaram da fase II do estudo ISAAC no sul do Brasil,
que tinham respondido ao questionario de doengas respiratdrias e haviam sido
submetidas a testes cutdneos para alérgenos ambientais comuns, uma sub-amostra
aleatoria foi selecionada. Assim definiram-se grupos representando dois fendtipos
clinicos de asma e um grupo controle de normais, a saber: asma atopica (AA), asma nao-
atopica (ANA) e controles ndo-asmaticos/ndo-atdpicos (NANA). Todas estas criancas
tiveram escarro induzido através de solugdo salina a 4.5% e as caracteristicas citologicas
foram comparadas entre os trés grupos.

Resultados: Noventa criancas foram selecionadas a participar do estudo, sendo
incluidas setenta e seis criancas (28 AA, 29 ANA e 19 NANA), com média de idade de
13 (0.97) anos. O escarro foi induzido com sucesso em 55 (72.3%) criangas (21 AA, 21
ANA e 13 NANA). Os dados demogréficos e a média do VEF1 foram similares nos trés
grupos. A mediana (intervalo interquartil) da propor¢do de eosindfilos foi
significativamente superior no escarro dos AA [9 (14)], comparado aos ANA [1 (2)] e
aos NANA [0.5 (1)], p<0,001. A proporcao de criangas com eosinofilia no escarro (eos
>3%) foi também significativamente maior nos AA (81%) que nos ANA (23.9%), e ndo
houve nenhum caso entre os NANA (p<0,001). A mediana (intervalo interquartil) da
contagem de neutrofilos foi significativamente maior no escarro dos ANA [18 (5.6)],
comparado aos AA [11 (2)] e aos NANA [(13 (7)], p<0.001.

Conclusoes: Os resultados indicam que uma inflamacao eosinofilica, assim como ocorre
em pacientes adultos, pode ser detectada desde a pré-adolescéncia em criangas com
asma atopica. Por outro lado, asmaticos ndo-atopicos nao apresentam este perfil de
resposta inflamatoria, sendo neste grupo evidenciada uma maior propor¢do de
neutrofilos.

Palavras-chave: Escarro Induzido; Solucao Salina Hipertonica; Células Inflamatorias;
Asma; Crianga; Fenotipos de Asma; Inflamagao de Vias aéreas.
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ABSTRACT

Introduction: Induced sputum (IS) is a useful non-invasive method to evaluate lower
airway inflammation, the principal characteristic observed in asthmatic subjects. Asthma
in adult patients is most times associated with allergy and these patients present
eosinophilic inflammation in the airways as its main feature. Most children with asthma
present non-allergic disease, and it is still not well defined wich is the predominant
inflamatory profile in these cases. There are few studies comparing bronchial
inflammation in these different asthma phenotypes. The aim of this study was to
evaluate the cytological profile of IS in children with atopic and non-atopic asthma,
compared with a healthy control group.

Methods: Of children who participated in the ISAAC-Phase II study in Southern Brazil,
had completed the respiratory disease questionary and had done skin prick tests for
common allergens, a sub-group was alleatory selected. They represented two asthma
phenotypes and a healthy control group, known as: atopic asthma (AA), non-atopic
asthma (NAA), and non asthmatics/non-atopic (NANA, control group). Sputum was
induced with 4.5% hypertonic saline solution for all participating children; cytology
profiles were compared among these the three groups.

Results: Ninety children were selected to participate in this study and 76 children were
included (28 AA, 29 NAA, and 19 NANA), with mean age of 13 (0.97) years. Sputum
was successfully induced in 55 (72.3%) children (21 AA, 21 NAA, and 13 NANA).
Demographic data and VEFI mean were similar in the three groups. The median
eosinophil (interquartile range) proportion was significantly higher in the sputum of AA
[9 (14)], compared with both NAA [1 (2)], and NANA [0.5 (1)], p<0.001. The
proportion of children with sputum eosinophilia (eos 23%) was also significantly higher
among the AA (81%), compared with the NAA (23.8%) and the NANA (without any)
(p<0.001). The median neutrophil (interquartil range) was significantly higher in the
sputum of NAA [18 (5.6)], compared with AA [11 (2)], and NANA [13 (7)], p<0.001.

Conclusions: The results suggest that airway eosinophilia, as observed in adults, can be
detected since pre-adolecence in children with atopic asthma. Children with non-atopic
asthma did not present this inflammatory profile. In this group a higher proportion of
neutrophil was observed.

Key words: Induced Sputum; Hypertonic Saline Solution; Inflammatory cells; Asthma;
Children; Asthma Phenotypes; Airway Inflammation.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Introducio

A asma ¢ uma doenga caracterizada por uma inflamagdo cronica associada a
hiper-responsividade das vias aéreas inferiores e limitagdo variavel ao fluxo aéreo.! E
uma das doengas respiratorias mais comuns no mundo, com uma prevaléncia que vem

aumentando nas ultimas décadas em 1,5 a 3 vezes.>’

Nos paises em desenvolvimento, ¢ responsavel por 5 a 10 % das mortes por
causas respiratorias, com alta propor¢ao de 0bitos domiciliares e no Brasil corresponde a
cerca de 350.000 internagdes ao ano. Em Porto Alegre, segundo dados do estudo
ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood), a prevaléncia

cumulativa de asma entre criangas de 13 a 14 anos é de 21,9%.’

Muitos fatores influenciam na fisiopatogenia da asma. Fatores como heranga
genética, atopia, idade, género, caracteristicas socio-econdmicas € ambientais agem

conjuntamente, reafirmando o carater multifatorial dessa doenga e contribuindo para a
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identificagdo de diferentes fenotipos ¢ manifestagdes clinicas da asma.®” A atopia,
apesar de ser considerada por grande parte de pesquisadores um importante determinante
de asma, ndo esta presente em todos os casos da doenga. Fendtipos de asma nao-atopica

ja foram identificados e parecem ser tdo comuns quanto a asma atdpica.”®

O carater multifatorial da asma torna mais dificil o seu adequado entendimento.
Numerosos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar a relacdo entre os
diferentes fatores de risco e os fendtipos da asma, tentando também explicar as

diferengas nas prevaléncias entre populagdes de paises distintos € de um mesmo pais.>’"

Observou-se que em todos os fenotipos de asma e independente dos fatores de
risco envolvidos, ocorre uma inflamagdo cronica da mucosa bronquica, seguida por
obstrucdo ao fluxo aéreo.”””' Esta inflamagéo esta presente em todos os tipos da doenga,
inclusive nos quadros mais leves e algumas vezes naqueles estaveis, com funcao

20

pulmonar normal e sem sintomas atuais da doenca.”” Ha relatos de uma inflamagao

eosinofilica mesmo em pacientes com asma controlada.”

Isto sugere que a avaliagdo da fung¢do pulmonar associada as manifestacdes
clinicas de asma (rotineiramente utilizada na pratica médica e recomendada pelos
consensos no manejo de doengas respiratorias)™** talvez ndo seja suficiente para
predizer um adequado controle da doenga.”® Por outro lado, a avaliagdo dessas medidas
junto com a monitoriza¢cdo da inflamacgdo bronquica pode contribuir para um melhor

controle da doenga.”?*

A referida associagdo entre inflamagao cronica de vias aéreas inferiores e asma

fez com que avaliagdo dos padrdes inflamatérios e sua relacdo com manifestagdes
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clinicas da doenga comegassem a despertar o interesse da comunidade cientifica.”**

Inicialmente a coleta de células da mucosa bronquica para avaliagdo de atividade
inflamatoria era feita através da biopsia pulmonar.’**’ Porém a realizagdo da bidpsia era

pouco viavel, por ser um procedimento cirurgico, invasivo e passivel de complicagdes.

Havia a necessidade de se determinar um método menos invasivo € mais seguro
para fornecer dados de inflamacdo bronquica. Estudos com biopsia pulmonar
demonstraram que caracteristicas clinicas (melhora dos sintomas, por exemplo) ou de
fungcdo pulmonar (como variabilidade do pico de fluxo expiratéorio ou grau de
responsividade bronquica) nao apresentam correlagdo significativa com alteragdes
histoldgicas. Logo, estes fatores ndo poderiam ser utilizados como marcadores indiretos

de inflamagdo de via aérea.”

A broncoscopia com lavado broncoalveolar (LBA) surgiu como alternativa a
biopsia pulmonar, ndo necessitando de intervengdo cirtrgica.”® Entretanto, ainda
continuava sendo um método invasivo com necessidade de anestesia, € a coleta de
amostras repetidas em um mesmo paciente (necessaria para monitorizar a evolugdo da

inflamag@o bronquica) permanecia pouco viavel eticamente.”

Foi nos anos noventa que o estudo do processo inflamatdério de vias aéreas
inferiores se tornou viavel por meio de uma técnica nao-invasiva, sem a necessidade de
anestesias ou procedimentos cirurgicos.® Esta técnica utiliza-se da indugdo de escarro
por meio de nebulizacdes com solucdo salina hipertdnica, conhecida como escarro
induzido (EI), e tem se mostrado um método acurado, de baixo custo e seguro, inclusive

em pacientes com asma grave.”** *
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1.1.2 Historico e utilidade do escarro induzido na pratica clinica

O EI foi inicialmente utilizado em 1958 por Bickerman e colaboradores*' para
investigar cancer de pulmdo. Mas apenas na ultima década foi reconhecido como uma
alternativa ndo-invasiva e segura para fornecer amostras de vias aéreas inferiores em
pacientes asmaticos,* viabilizando o surgimento de um numero crescente de estudos na

area de inflamagédo bronquica.” *"*-*

A avaliagdo da resposta inflamatoria de vias aéreas inferiores por meio do EI
possibilitou avancos na compreensao da fisiopatogenia da asma, sendo util no

diagndstico e também na decisdo de condutas terapéuticas.”

Ja se sabe que na ‘“asma classica” (associada a atopia) existe um aumento da
proporg¢do de eosindfilos na mucosa bréonquica, com niveis superiores a 3%, e que o
uso de corticoides pode diminuir esta concentragdo.”** A monitorizagdo da proporg¢ao de
eosindfilos no EI pode ser util para predizer resposta ao tratamento com corticdides
inalados e também ajuda na diminuicdo da dose utilizada e na suspensdo dos
mesmos.”* Foi observada uma pobre resposta a terapia com corticoides em pacientes
com concentragdes de eosindfilos inferiores a 3%, o que pode servir de base literaria
para evitar o uso de doses altas destes medicamentos neste grupo de pacientes.” Por
outro lado, pacientes com concentragdes de eosinofilos superiores a 3% (concentragdo
esta comumente considerada como uma eosinofilia no escarro), apresentam uma

resposta favoravel a corticoterapia.” A dose de corticéide deve ser regulada com o
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objetivo de manter concentragdes de eosinofilos inferiores a 3%, podendo a dose ser

diminuida e até suspensa quando as concentra¢des caem abaixo desse nivel.”’ - ¥

Além do auxilio na decisao da dose de corticoide a ser utilizada, estudos sugerem
que a monitorizacdo da concentragdo de eosinodfilos no escarro associada ao uso de uma
terapia que objetive a manuten¢do de niveis normais de eosinéfilos, poderia estabilizar o
paciente e diminuir o risco de exacerbacdes da doenca. Estes estudos baseam-se na
evidéncia de que a concentracdo de eosinofilos no escarro aumenta antes mesmo de

surgirem os sintomas de uma exacerbagdo da asma.” %

Um estudo randomizado, placebo controlado” dividiu 74 pacientes em dois
grupos: um com tratamento objetivando a normaliza¢do da concentragdo de eosinofilos

no EI. O segundo grupo recebia o tratamento convencional.”

A freqiiencia de
exacerbagdes de asma nos pacientes do primeiro grupo foi significativamente menor (35
exacerbagoes versus 109, p=0,01), assim como foi observado na taxa de hospitaliza¢des
(1 versus 6, p=0,047). Este estudo mostrou também que a inclusdo do EI no manejo da

asma ¢ custo-efetiva, considerando a diminuicdo de gastos com o tratamento das

exacerbagdes da asma.”

Outra contribuicdo da avaliacdo da inflamacdo bronquica através do EI consiste
na identificacio de um aumento da concentragdo de neutréfilos em pacientes em
exacerbagdo de asma ou com asma grave.* *>> Além disso, tem sido descritos fendtipos

de asma nao relacionados com eosinofilia.
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1.1.2.1 Inflamacao de via aérea inferior e fenétipos de asma

A asma era classicamente descrita como uma doenga caracterizada por atopia e
maiores concentragdes de eosinofilos no escarro. Entretanto, a avaliagdo da resposta
inflamatéria bronquica e o grande numero de estudos epidemioldgicos desenvolvidos
nos ultimos anos t€ém ajudado na identificacdo de diferentes fenotipos de asma. Existem
fendtipos de asma atdpica e ndo-atopica. No ultimo caso, ndo ocorre associacdo com
alergia e parece haver uma menor propor¢cao de pacientes com inflamacao
eosinofilica.’*** Especula-se que pacientes com asma ndo-cosinofilica tenham uma

maior ativac¢do de neutrédfilos no escarro.”

Hé evidéncias cada vez maiores de que a inflamagdo nao-eosinofilica seja tao
comum quanto a eosinofilica. Em revisdo realizada por Dowes e colaboradores, apenas
50% dos casos de asma foi atribuido a uma inflamacao eosinofilica. Nos demais casos
uma inflamag¢do neutrofilica se mostrou presente, tanto em pacientes com asma grave
quanto naqueles com asma leve e moderada.”®> Em uma outra revisdo, publicada em
2006, o fenotipo de asma nao-eosinofilica pdde ser identificado entre 25 a 55% dos

asmaticos virgens de tratamentos com corticoides.”

A constatagdo de que a asma ndo-eosinofilica ¢ de prevaléncia igualavel a
eosinofilica ressalta a necessidade de um melhor entendimento da doenca. E consenso
que caracteristicas genéticas, socio-econOmicas e ambientais (como influéncia de

infecgdes virais, bacterianas, parasitdrias e de alérgenos) agem em conjunto na

7,12-16 7,54,55

fisiopatogenia da asma, gerando fendtipos relacionados ou ndo a alergia.
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Em criangas, trés fenotipos de asma ja foram bem descritos, baseando-se em
dados clinico-epidemiologicos. Sao eles a sibilancia transitoria, sibilancia nao-atopica da
crianca e de pré-escolares e sibildncia atopica mediada por IgE.” Os fenétipos de
sibilancia transitéria e de sibilancia ndo-atopica da criangca e de pré-escolares nao
apresentam associacao com alergia. Neste tltimo, o fator de risco principal parece ser a
exposicao a infecgdes virais de via aérea inferior (especialmente pelo virus sincicial
respiratorio e se antes dos trés anos de vida), ocorrendo inflamacdo da mucosa
bronquica, perda da fun¢ao da fungdo pulmonar e sibilancia. J4 no fenotipo de sibilancia
atopica mediada por IgE, conhecido como ‘“asma classica”, ocorre sensibilizacdo a

alérgenos e diferenciacdo dos linfocitos em células Th2 (associadas a atopia).’

Na asma atopica existe comumente o relato de histéria materna de asma,
hospitalizagdes por bronquilite, melhor escolaridade materna, além de serem essas
criancas moradoras de areas melhor urbanizadas. Na asma nao-atdpica também ¢
observada uma historia de internacdo por bronquiolite e historia materna de asma, mas
neste fenotipo parece existir uma maior propor¢ao de moradores de uma area mais pobre
(menos urbanizada), além de apresentarem uma maior exposi¢do a infecg¢des virais, o
que parece estar diretamente relacionado com o niimero de irmaos que habitam na
mesma casa. Outro fator que parece estar associado ao fenotipo de asma nao-atdpica € a
exposi¢do passiva ao tabaco, expressa pela cohabitagdo com pais fumantes.”® Apesar de
bem descritas as diferencas clinico-epidemioldgicas entre esses fenotipos de asma, ainda

ndo ha relatos do padrdo inflamatério da mucosa bronquica nestes grupos de criangas.
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1.1.2.2 Estudos com escarro induzido no Brasil

Palomino e colaboradores publicaram em maio de 2005 um estudo descrevendo a
utiliza¢do do escarro induzido em criangas e adolescentes com asma.” Foram incluidos
96 pacientes de 6 a 18 anos de idade (estdveis ou em exacerbacdo de asma),
acompanhados nos ambulatorios de Pneumologia e de Imunologia do Instituto da
Crianga do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo. O exame se mostrou seguro (inclusive nos pacientes em exacerbagdo de asma),

com taxa de sucesso de 67% (o grupo de estudo constituiu-se portanto de 68 pacientes).

Os achados citologicos foram comparados entre quatro grupos (asma leve,
moderada, grave e exacerbagdo de asma), nao sendo encontrada diferenga na
quantificagdo de eosindfilos. Nos pacientes em exacerbacdo de asma houve predominio
de neutrofilos, quando comparados aos outros grupos (p< 0,05).” Este estudo é de
grande valia, uma vez que ¢ um dos pioneiros a utilizar EI em criangas brasileiras.
Entretanto, ndo analisou a relacdo entre os achados citologicos da inflamagdo bronquica
com diferentes fenotipos de asma. Além disso, foram incluidas criancas que recebiam
corticoterapia, o que sabidamente altera a concentragdo de eosin6filos no escarro e pode

ter interferido nos resultados encontrados.

Mais estudos se fazem necessdrios em todo o mundo e principalmente na
populacdo brasileira. O aperfeicoamento da técnica do EI nos ultimos anos torna
possivel essa investigacdo adicional e nos possibilita ampliar a linha de pesquisa em

criangas, estudando inclusive a relagdo entre os padrdes de inflamagdo bronquica e os
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fendtipos de asma na infancia. Para maiores esclarecimentos quanto ao EI, seguem

abaixo algumas consideragdes metodologicas.

1.1.3 Consideracoes metodolégicas da técnica de inducido do escarro através de

nebuliza¢oes com solugio salina hipertonica

Tipo de Nebulizador

Em criangas, o EI foi inicialmente realizado com nebulizadores de baixo fluxo
(fluxos inferiores a 1 ml/min) ou com nebulizadores a jato.”* A taxa de sucesso era em
torno de 76%.*' O aperfeicoamento da técnica com o uso de nebulizadores ultrassonicos

21,44,59,60

contribuiu para um aumento na taxa de sucesso da inducao, chegando a indices de

92%.7* Gragas a isto, estes nebulizadores sdo hoje os mais empregados™

Concentracdo de solugdo salina

Outro fator importante reside na utilizagdo de concentragdes de solucdo salina de
acordo com protocolos validados. As nebulizagdes podem ser realizadas com
concentragdes crescentes (inicando-se em 3%, sendo progressivamente aumentadas até

5%),”****" ou com uma mesma concentragdo durante todo o periodo de indugao.*** Neste
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caso, a concentragdo de 4.5% ¢ das mais utilizadas por ser efetiva, geralmente bem
tolerada e disponivel comercialmente. As outras concentragdes necessitam de

manipulagdo por parte dos pesquisadores.®

Solugdes salinas isotonicas (0.9%) também podem ser utilizadas, especialmente
nos pacientes em exacerbacdo de asma ou naqueles com asma grave que ndo toleram

nebulizagdes com solugdes hipertonicas.®

Nao foi observada diferenca na composicdo celular das amostras de escarro
obtidas com solugdo salina isotdnica ou hipertonica. Entretanto, a taxa de sucesso da
indugdo ¢ superior quando se utilizam solug¢des hipertonicas, independente de terem sido
utilizadas concentragdes crescentes de solu¢do salina ou uma mesma concentragdo em
todos os periodos de nebuliza¢do.” De modo geral, se o paciente ndo apresentar asma
grave e nao estiver em exacerbacdo da doenga, utilizam-se nebulizagdes com solucdes
hipertonicas. Nos pacientes com asma grave, inicia-se a indug¢do com solugdes

isotOnicas.”

Espirometrias

Durante todo o processo do EI devem ser realizadas curvas espirométricas para a

obtencao de medidas do volume expiratorio forgado em um segundo (VEF1). Pacientes

23,64

com VEF1 inferior a 75% do valor previsto™* ndo devem ser submetidos ao EI com

solugdes hipertonicas, uma vez que estas solugdes sdo agentes broncoprovocadores da
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via aérea.”® Uma alternativa neste grupo de pacientes é a indug¢do de escarro com

solucdes isotonicas. ™

A medida do VEF1 ¢é também utilizada como valor de alerta durante a inducao
do escarro. Espirometrias sao repetidas entre cada periodo de nebulizagdo com solugao
salina e se em algum momento o VEFI1 cair abaixo de 20% do valor basal (alguns
protocolos aceitam uma queda de no maximo 15%), deve-se interromper a indugdo,
administrar um broncodilatador e prosseguir o exame apenas no caso de retorno do

VEF]1 a pelo menos 90% do seu valor basal *'**%

Broncodilatadores

Além do tipo de nebulizador e da concentracdo de solug¢do salina utilizados,
pode-se optar pelo uso de broncodilatadores antes ou apenas depois do inicio da

indugao.

O emprego de broncodilatadores (como o salbutamol) antes do inicio da indugdo
de escarro ¢ 1til na prevencao de uma broncoconstric¢do secundaria a solugdo salina
hipertonica e auxilia na obten¢do de amostras mais adequadas de escarro, sendo este o

método mais recomendado pela literatura.***+%

Por outro lado, quando se opta por ndo usar broncodilatadores antes de iniciar a
inducdo de escarro, existe a vantagem de uma avaliagdo de forma simultinea da
inflamacdo e da hiperresponsividade de vias aéreas.” A solugdo salina hipertonica serve

como um agente broncoprovovador.” Nao sendo administrado salbutamol spray antes do
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inicio da indug¢do, pode ocorrer broncoconstri¢ao, o que indicaria hiperresponsividade de
vias aéreas e seria um dado adjuvante no diagndstico da asma.” Nesta técnica o

broncodilatador € utilizado apenas no caso de piora clinica ou da fungdo pulmonar.*

Jones e colaboradores publicaram um estudo comparando as técnicas de indugao

1.* A taxa de sucesso da inducio,

de escarro com e sem inalacao prévia de salbutamo
com obten¢do de uma amostra adequada de escarro, foi de 92% no grupo com inalac¢do
prévia de broncodilatador e de 70% no grupo submetido a técnica associada a
broncoprovocagao (p = 0,03), sendo a indu¢ao melhor tolerada na técnica com inalagdo
prévia de broncodilatador. O efeito colateral mais comumente observado foi tosse e esta
ocorreu em apenas 4% dos pacientes submetidos a técnica com inalagdo prévia de

broncodilatador. Ja na técnica concomitante a broncoprovocacao, a tosse foi observada

em 13% dos pacientes (p = 0,0005).*

Tempo total de nebulizacdo com solugao salina hipertonica

A variacdo no tempo de nebulizagdo pode alterar a contagem diferencial de
células.*** Nebulizagdes por periodos mais longos fornecem amostras de escarro de vias
aéreas mais inferiores, resultando em menos neutréfilos e eosinéfilos € mais macréfagos.
Nebulizag¢des por periodos mais curtos viabilizam escarro de vias aéreas mais proximais,
sendo o diferencial de células mais rico em neutréfilos e eosinofilos, com menos

macrofagos alveolares.” %
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Para assegurar coleta de material de vias aéreas mais inferiores e evitar
diferencas entre as amostras coletadas, recomenda-se o uso de nebulizacdes com tempos
constantes* e mais prolongados. Atualmente sugere-se um tempo total de nebulizagio
de pelo menos 15 minutos, podendo as nebulizagdes serem realizadas por mais cinco
minutos se uma amostra adequada de escarro néo tiver sido obtida.?***> O periodo total
de nebulizagdes deve sempre ser citado, a fim de possibilitar adequada comparagao entre

os resultados dos diferentes estudos publicados.®

Qualidade da amostra de escarro

Independente de qual método for escolhido, o objetivo principal ¢ obter uma
amostra adequada. O escarro ¢ composto por liquidos e componentes celulares como
macroéfagos, eosinofilos, neutrofilos, linfocitos, células da mucosa bronquica e células

inflamatorias. Quando expectorado ha mistura com saliva, células epiteliais escamosas e

8

bactérias da orofaringe.”® A contaminagdo por saliva, rica em células escamosas, ¢ um

problema comum. As células escamosas sdo células grandes que, em concentracdes
elevadas, dificultam a visualizagdo das outras células.”"*® Essa contaminagdo pode ser

minimizada se o paciente lavar a boca com agua (antes de iniciar o exame e durante o

intervalo das nebulizagdes) e se assoar o nariz antes do inicio da indugéo.*"®

Ap0s processada, a amostra ¢ considerada adequada se houver concentragdes de

34,53,59,68

células escamosas inferiores a 20%, uma viabilidade celular superior a 50%**>*% e

possibilidade de analisar pelo menos 400 células.***>*
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Efeitos colaterais da indugao de escarro

Ainda nao foi registrado nenhum efeito colateral grave em pessoas submetidas ao
El. Os eventos adversos mais comuns sao salivacdo, boca salgada, nauseas, tosse,
dispnéia e broncoconstric¢do. A salivacdo, a boca salgada e as nauseas podem ser
evitadas se o paciente lavar a boca com agua antes de cada nebuliza¢do. Os sintomas
respiratorios podem ser prevenidos com inalagdo de salbutamol antes do inicio do

exame.**%

Processamento do escarro induzido

Hé4 duas técnicas atualmente utilizadas: uma seleciona (através de um
microscopio invertido) os “plugs” de secrecdo, tentando assim diminuir a quantidade de
saliva na amostra a ser processada. A outra técnica processa todo o material coletado,
sem separacdo da saliva. A vantagem de selecionar o escarro ¢ a menor contaminagao
por saliva, sendo conseqiientemente menor a percentagem de células escamosas nas
laminas processadas. A desvantagem deste método ¢ a necessidade de um microscopio
invertido (nem sempre disponivel nos laboratdrios) e a maior demora no processamento

da amostra.***

: . . 52
O material pode ser processado em até 9 h apos a coleta se armazenado a -4 °C,

mas recomenda-se o processamento da amostra em até 2 horas.>**"
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1.1.4 Comparaciao entre amostras obtidas por escarro induzido e por lavado

broncoalveolar

A proporg¢ao de eosinodfilos na via aérea inferior ja foi bem descrita e validada em

amostras obtidas por LBA.”'”

No escarro induzido, a propor¢do de eosindfilos encontra-se também validada,”
sendo consideradas normais pela maioria dos estudos amostras com menos de 3% de
eosinodfilos *°7*** A propor¢do destas células se mostrou semelhante entre amostras

coletadas por EI e por LBA.*

As concentragdes normais de neutrofilos, macrofagos e linfocitos no EI e
também no LBA ainda ndo estdo validadas. A percentagem de neutrofilos no escarro
induzido de individuos normais se mostrou bastante variada, com indices de 20 a
60%,”**¢"7*” bem superiores aos valores encontrados no LBA.”"” Esta variabilidade
pode ser explicada pela amostragem de compartimentos diferentes e mais proximais da

arvore respiratoria, observada na técnica do EL**!

Para fins de pesquisa e de avaliacdo de resposta a tratamento, sugere-se a coleta

de células da mucosa bronquica utilizando sempre o mesmo método. Como o EI ¢ a

técnica menos invasiva, tem sido a técnica eleita pela maioria dos estudos.*'?% *33436:340
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1.1.5 Comparacio entre amostras obtidas por escarro espontianeo e por escarro

induzido

Pacientes em exacerbagdo de asma ou com outras doengas pulmonares cronicas

costumam produzir escarro espontaneamente. As concentragdes de células e mediadores
inflamatérios ¢ semelhante entre amostras obtidas por escarro espontaneo e por EI.
Entretanto, as amostras obtidas pelo EI sao de melhor qualidade: a viabilidade celular ¢
maior e as laminas preparadas possibilitam uma melhor visualiza¢ao das células, com

resultados mais acurados.””’

Recomenda-se a analise do EI mesmo nos pacientes que apresentam amostras
espontaneas de escarro. Isto possibilita uma adequada comparagdo com outros pacientes

que ndo tenham conseguido uma amostra espontinea.®

1.1.6 Uso do EI no estudo da asma

A influéncia dos fatores ambientais na asma tem sido amplamente estudada em
grandes estudos epidemioldgicos.>"""” A avaliagdo de caracteristicas inflamatorias por
meio do EI pode ser incluida em estudos epidemioldgicos e quem sabe relagcdes entre
padrdes inflamatérios e fatores de risco possam ser encontrados, enriquecendo ainda

mais a caracteriza¢do de cada fen6tipo de asma.”’
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Outra vantagem do EI é a viabilidade de seu uso em criangas.” Esta técnica
contribuiu de forma significativa no estudo da inflamacao de via aérea neste grupo de
pacientes, onde a realizagdo de broncoscopia com LBA muitas vezes ndo era possivel
por implicagcdes €ticas (ndo autorizagdo pelos pais, por exemplo). Gibson publicou em
1998 um estudo descrevendo o uso do EI em criangas com asma. O método se mostrou
seguro e com taxas de sucesso semelhantes aos adultos, sendo viavel em criangas a partir

de 6 anos de idade.”

Considerando a existéncia de fendtipos diversos de asma (contrariando a antiga
classificagdo de asma como sendo em todos os casos associada a alergia) e sua relagdo
com diferentes padrdes inflamatorios (como eosinofilia ou neutrofilia no escarro),
observa-se uma crescente necessidade de estudos nesta area. Ainda hé poucos estudos
que combinem esta avaliacdo fenotipica com achados inflamatdérios de vias aéreas

inferiores, principalmente na populagao pediatrica.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O EI ¢ um método ndo-invasivo muito util ndo s6 para avaliar o padrdo
inflamatorio da asma, mas também facilita a adequacdo das medicacdes anti-
inflamatorias de uso comum em asmaticos e ajuda no monitoramento da melhora clinica

do paciente.

A maioria dos estudos que avaliam o processo inflamatdrio através da técnica do
EI tém sido feitos em pacientes adultos e, portanto, dados de pacientes pediatricos sao
ainda escassos. Um avango importante de nosso estudo ¢ a identificagdo do tipo de
resposta inflamatéria em criangas com diferentes fendtipos clinicos da asma,

comparados a uma populagdo de controles sem doenca respiratoria.

Estas novas informacdes tém o potencial de modificar a maneira como
identificamos e, conseqiientemente, como tratamos nossos pacientes pedidtricos com
asma. Sabe-se que a asma ¢ uma doenca de carater multifatorial, influenciada por
caracteristicas étnicas, genéticas, ambientais e sdcio-culturais, além de outras ainda

desconhecidas. Gragas a isto se faz necessario o estudo da resposta inflamatoria de vias
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aéreas em condigOes tipicas de cada regido, obtendo-se assim resultados representativos
de cada populagdo. A identificacdo de qual fenotipo e qual padrao inflamatorio ¢
predominante em cada regido pode levar a utilizagdo de técnicas terap€uticas mais
adequadas ao padrao da doenga, especificas para cada paciente (menos uso de

corticdides na asma nao-eosinofilica, por exemplo).

O presente estudo se justifica pela caréncia de informacdes referentes a
inflama¢ao da mucosa bronquica na populagdo brasileira € no Rio Grande do Sul. Nao
ha até o momento nenhum dado no sul do Brasil descrevendo padrdes inflamatoérios em
criancas com fenotipos de asma atopica e ndo-atOpica, assim como nao ha estudos

comparando os achados com criancas sem doencga respiratoria.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Descrever caracteristicas citolégicas do escarro induzido (percentagem de

eosindfilos, neutrofilos e macrofagos) em criancas com diferentes fendtipos de asma.

1.3.2 Objetivo Especifico

Avaliar a concentracdo de eosinofilos e neutréfilos no escarro induzido de trés

grupos de criangas: asmaticos atopicos, asmaticos ndo-atopicos e controles normais.
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1.4 HIPOTESES

» Criangas com asma atopica apresentam maior concentracdo de eosinofilos nas
amostras de escarro induzido, comparadas a crian¢as com asma nao-atopica € a

controles normais.

» Nas criancas com asma ndo-atopica ha predominio de uma inflamagdo ndo-
eosinofilica. Nestas criancas a concentracao de neutréfilos € significativamente

superior, quando comparadas as criangas com asma atdpica e aos controles.




Capitulo 1 24

1.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. III Consenso Brasileiro no Manejo da Asma. J Pneumol 2002:28(Supl 1).

2. Burr ML, Butland BK, King S, Vaughan-Williams E. Changes in asthma
prevalence: two surveys 15 years apart. Arch Dis Child 1989;64(10):1452-6.

3. Ninan TK, Russell G. Respiratory symptoms and atopy in Aberdeen
schoolchildren: evidence from two surveys 25 years apart. BMJ

1992;304(6831):873-5.

4. DATASUS MdASGF. Informagdes de Saude — DATASUS. In: Saude Md,
editor. Volume 2005: Ministério da Saude / Governo Federal;2002.

5. Sole D, Yamada E, Vana AT, Werneck G, Solano de Freitas L, Sologuren
MJ, et al. International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC): prevalence of asthma and asthma-related symptoms among
Brazilian schoolchildren. J Investig Allergol Clin Immunol. 2001;11:123-8.

6. Ngoc LP, Gold DR, Tzianabos AO, Weiss ST, Celedon JC. Cytokines,
allergy and asthma. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2005;5:161-6.

7. Stein RT, Martinez FD. Asthma fenotypes in childhood: lessons from an
epidemiological approach. Paediatric Respiratory Reviews 2004;5:155-61.




Capitulo 1 25

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Pearce N, Pekkanen J, Beasley R. How much asthma is really attributable to

atopy? Thorax 1999;54(3):268-72.

Steering Committee. Worldwide variations in the prevalence of asthma
symptoms: The International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC). Eur Respir J 1998;12(2):315-35.

Faniran AO, Peat JK, Woolcock AJ. Prevalence of atopy, asthma symptoms
and diagnosis, and the management of asthma: comparison of an affluent and

a non-affluent country. Thorax 1999;54:606-10.

Guilbert TW, Morgan WJ, Zeiger RS, Bacharier LB, Boehmer SJ, Krawiec
M, et al. Atopic characteristics of children with recurrent wheezing at high
risk for the development of childhood asthma. J Allergy Clin Immunol
2004;114:1282-7.

Miranda C, Busacker A, Balzar S, Trudeau J, Wenzel S. Distinguishing
severe asthma phenotypes: role of age at onset and eosinophilic

inflammation. J Allergy Clin Immunol 2004;113:101-8.

Céledon JC, Wright RJ, Litonjua AA, Sredl D, Ryan L, Weiss ST, et al. Day
care attendance in early life, maternal history of asthma, and asthma at the

age of 6 years. Am J Respir Crit Care Med 2003;167:1239-43.

Holt PG. Parasites, atopy and the hygiene hypothesis: resolution or a
paradox? Lancet 2000;356:1699-700.

Ball TM, Castro-Rodriguez JA, Griffith KA, Holberg CJ, Martinez FD,
Wright AL. Siblings, daycare attendance, and the risk of asthma and
wheezing during childhood. N Engl J Med 2000;343:538-43.

von Mutius E, Illi S, Hirsch T, Leupold W, Keil U, Weiland SK. Frequency
of infections and risk of asthma, atopy and airway hyperresponsiveness in

children. Eur Respir J 1999;14:4-11.




Capitulo 1 26

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Wright AL, Taussig LM, Ray CG, Harrison HR, Holberg CJ. The Tucson
Children's Respiratory Study. II. Lower respiratory tract illness in the first
year of life. Am J Epidemiol. 1989;129:1232-46.

Sears MR, Greene JM, Willan AR, Wiecek EM, Taylor DR, Flannery EM, et
al. A longitudinal, population-based, cohort study of childhood asthma
followed to adulthood. N Engl ] Med 2003;349:1414-22.

Oswald H, Phelan PD, Lanigan A, Hibbert M, Bowers G, Olinski A.
Outcome of childhood asthma in mid-adult life. BMJ 1994;309:95-6.

Kay AB. Asthma and inflammation. J Allergy Clin Immunol 1991:87:893-
910.

Djukanovic R. Induced Sputum. Chestnet, PCCU, lesson 4, vol. 16

www.chestnet.org/education/online/pccu/voll6/lessons3-4/lesson04.php

Cai Y, Carty Y, Henry RL, Gibson PG. Persistence of sputum eosinophilia in
children with controlled asthma when compared with healthy children. Eur

Respir J 1998;11:848-53.

American Thoracic Society. Lung function testing: selection of reference

values and interpretative strategies. Am Rev Respir Dis 1991;144:1202-18.

Global Initiative of Asthma (GINA). Global strategy for asthma management
and prevention. Bethesda(MD): National Heart, Ling, and Blood Institute,
National Institutes of Health;2002. NIH publication 02-3659. Available at:

http://www.ginasthma.com

Green RH, Brigthling CE, McKenna S, Hargadon B, Parker D, Bradding PI,
et al. Asthma exacerbations and sputum eosinophils counts: a randomized

controlled trial. Lancet 2002;360:1715-21.

Jayaram L, Pizzichini MM, Cock RJ, Boulet LP, Lemiere C, Pizzichini E, et
al. Determining asthma treatment by monitoring sputum cell counts: effect on

exacerbations. Eur Respir J 2006;27:483-94.




Capitulo 1 27

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Leuppi JD, Salome CM, Jenkis CR, Anderson SD, Xuan W, Marks GB, et al.
Predictive markers of asthma exacerbation during stepwise dose reduction of

inhaled corticosteroidis. Am J Respir Crit Care Med 2001;163:406-12.

Jatakanon A, Slim S, Barnes PJ. Changes in sputum eosinophils predict loss

of asthma control. Am J Respir Crit Care Med 2000;161:64-72.

Gibson PG, Wlodarczyk JW, Hensley MJ, Gleeson M, Henry RL, Cripps
AW, et al. Epidemiological association of airway inflammation with asthma
symptoms and airway hyperresponsiveness in childhood. Am J Respir Crit

Care Med 1998;158:36-41.

Grootendorst DC, Sont JK, Willems LN, Kluin-Nelemans JC, van Krieken
JF, Veselic-Charvat M, et al. Comparison of inflammatory cell counts in

asthma: induced sputum vs bronchoalveolar lavage and bronchial biopsies.

Clin Exp Allergy 1997 Jul;27(7):769-79.

Keatings VM, Evans DJ, O’Connor BJ, Barbes PJ. Cellular profiles in
asthmatic airways: a comparison of induced sputum, bronchial washings, and

bronchoalveolar lavage fluid. Thorax 1997 Apr;52(4):372-4.

Pavord ID, Sterk PJ, Hargreave FE, Kips JC, Inman MD, Louis R, et al.
Clinical applications of assessment of airway inflammation using induced

sputum. Eur Respir J 2002;20:40s-43s.

Kips JC, Inman MD, Jayaram L, Bel EH, Parameswaran K, Pizzichini
MMM, et al. The use of induced sputum in clinical trials. Eur Respir J

2002;20:47s-50s.

Pin I, Gibson PG, Kolendowicz R, Girgis-Gabardo A, Denburg JA,
Hargreave FE, et al. Use of induced sputum cell counts to investigate airway

inflammation in asthma. Thorax 1992; 47: 25-9.

Fahy JV, Liu J, Wong H, Boushey HA. Cellular and biochemical analysis of
induced sputum from asthmatic and from healthy subjects. Am Rev Respir

Dis 1993 May;147(5):1126-31.




Capitulo 1 28

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Pizzichini E, Pizzichini MM, Efthimiadis A, Evans S, Morris MM, Squillace
D, et al. Indices of airway inflammation in induced sputum: reproductibility
and validity of and fluid-thase measurements. Am J Respir Crit Care Med

1996 Aug;154(2 Pt 1):308-17.

Spanevello A, Confaloniere M, Sulotto F, Romano F, Balzano G, Migliori
GB, et al. Induced sputum cellularity. References values and distribution in

normal volunteer. Am J Respir Crit Care Med 2000 Sep;162(3 Pt 1):1172-4.

Belda J, Leigh R, Parameswaran K, O’Byrne PM, Sears MR, Hargreave FE,
et al. Induced sputum cell counts in healthy adults. Am J Respir Crit Care
Med 2000 Feb;161(2 Pt 1):475-8.

Wilson NM, Bridge P, Spanevello A, Silverman M. Induced sputum in
children: feasibility, repeatability, and relation of findings to asthma severity.

Thorax 2000 Sep;55(9):768-74.

Magnussen H, Holz O, Sterk PJ, Hargreave FE. Noninvasive methods to
measure airway inflammation: future considerations. Eur Respir J

2000;16:1175-9.

Bickerman HA, Sproud EE, Barach AL. An aerosol method of producing
bronchial secretions in human subjects: a clinical technique for detection of

lung cancer. Dis Chest 1958;4:347-62.

Pavord ID, Pizzichini MM, Pizzichini E, Hargreave FE. The use of induced
sputum to investigate airway inflammation. Thorax 1997 Jun;52(6):498-501.

Nocker RE, Out TA, Weller FR, de Riemer MJ, Jansen HM, van der Zee JS.
Induced sputum and bronchoalveolar lavage as tools for evaluating the

effects of inhaled corticosteroids in patients with asthma. J Lab Clin Med

2000 Jul;136(1):39-49.

Jones PD, Hankin R, Simpson J, Gibson PG, Henry RL. The tolerability,
safety, and success of sputum induction and combined hypertonic saline

challenge in children. Am J Respir Crit Care Med 2001;164(7):1146-9.




Capitulo 1 29

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Basyigit I, Yildiz F, Ozkara SK, Boyaci H, Ilgazli A. Inhaled corticosteroid
effects both eosinophilic and non-eosinophilic inflammation in asthmatic

patients. Mediators Inflamm 2004 Aug;13(4):285-91.

Gibson PG, Saltos N, Fakes K. Acute anti-inflammatory effects of inhaled

budesonide in asthma: a randomized controlled trial. Am J Respir Crit Care

Med 2001 Jan;163(1):32-6.

Deykin A, Lazarus SC, Fahy JV, Wechsler ME, Boushey HA, Chinchilli
VM, et al. Sputum eosinophil counts predict asthma control after
discontinuation of inhaled corticosteroids. J Allergy Clin Immunol 2005

Apr;115(4):720-7.

Zacharasiewicz A, Wilson N, Lex C, Erin EM, Li AM, Hansel T, et al.
Clinical use of noninvasive measurements of airway inflammation in steroid
reduction in children. Am J Respir Crit Care Med 2005 May;171(10):1077-
82.

Bacci E, Cianchetti S, Bartoli M, Dente FL, Di Franco A, Vagaggini B, et al.
Low sputum eosinophils predict the lack of response to beclomethasone in

symptomatic asthmatic patients. Chest 2006;129:565-72.

Pavord ID, Brightling CE, Woltmann G, Wardlanw AJ. Non-eosinophilic
corticosteroid unresponsive asthma. Lancet 1999;353(9171):2213-4.

Jatakanon A, Uasuf C, Masiak W, Lim S, Chung KF, Barnes PJ. Neutrophilic
inflammation in severe persistent asthma. Am J Respir Crit Care Med

1999;160:1532-9.

Fahy JV, Kim KW, Liu J, Boushey HA. Prominent neutrophilic
inflammation in sputum from subjects with asthma exacerbation. J Allergy

Clin Immunol 1995;95:843-52.

Palomino AL, Bussambra MH, Saraiva-Romanholo BM, Martins MA, Nunes
MT, Rodrigues JC. Escarro induzido em criangas e adolescentes com asma:

seguranca, aplicabilidade clinica e perfil de células inflamatorias em




Capitulo 1 30

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

pacientes estaveis e durante exacerbagdo. J Pediatr (Rio J) 2005;81(3):216-
24,

Green RH, Brightling CE, Woltmann G, Parker D, Wardlaw AJ, Pavord ID.
Analysis of induced sputum in adults with asthma: identification of subgroup
with isolated sputum neutrophilia and poor response to inhaled

corticosteroids. Thorax 2002;57:875-9.

Douwes J, Gibson PG, Pekkanen J, Pearce N. Non-eosinophilic asthma:

importance and possible mechanisms. Thorax 2002;57:643-8.

Simpson JL, Scott R, Boyle MJ, Gibson PG. Inflammatory subtypes in
asthma: Assessment and identification using induced sputum. Respirology

2006 Jan;11(1):54-61.

Brigthling CE. Clinical Applications of Induced Sputum. Chest
2006;129:1344-48.

Kurukulaaratchy RJ, Fenn M, Matthews S, Arshad SH. Characterisation of
atopic and non-atopic wheeze in 10 years old children. Thorax 2004;59:563-
8.

Popov TA, Pizzichini MM, Pizzichini E, Kolendowicz R, Punthakee Z,
Dolovich J, et al. Some technical factors influencing the induction of sputum

for cell analysis. Eur Respir J 1995;8;559-65.

Kelly MG, Brown V, Martin SC, Ennis M, Elborn JS. Comparison of sputum
induction using high-output and low-output ultrassonic nebulizers in normal

subjects and patients with COPD. Chest 2002;122:955-9.

Pizzichini MM, Popov TA, Efthimiadis A, Hussack P, Evans S, Pizzichini E,
et al. Spontaneous and induced sputum to measure indices of airway

inflammation in asthma. Am J Respir Crit Care Med 1996;154:866-9.

Paggiaro PL, Chanez P, Holz O, Ind PW, Djukanovic R, Maestrelli P, et al.
Sputum induction. Eur Respir J 2002;20:3S-8S.




Capitulo 1 31

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Pizzichini MM, Pizzichini E, Clelland L, Efthimiadis A, Mahony J, Dolovich
J, et al. Sputum in severe exacerbations of asthma. Kinetics of inflammatory
indices after prednisone treatment. Am J Respir Crit Care Med

1997;155:1501-6.

Polgar CPV. Standart values. In: Pulmonary function testing in children:

techiniques and standards. Saunders W, editor. Philadelphia;1971.87-122p.

Riedler J, Reade T, Dalton M, Host D, Robertson C. Hypertonic saline
challenge in an epidemiologic survey of asthma in children. Am J Respir Crit

Care Med 1994;150(6 Pt 1):1632-9.

Weiland SK, Bjorksten B, Brunekreef B, Cookson WO, von Mutius E,
Strachan DP. Phase II of the International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC II): rationale and methods. Eur Respir J 2004;24(3):406-
12.

Gershman NH, Liu H, Wong HH, Liu JT, Fahy JV. Fractional analysis of
sequential induced sputum samples during sputum induction: evidence that
different lung compartments are sampled at different points. J Allergy Clin

Immunol 1999;104:322-8.

Pizzichini E, Pizzichini MM, Efthtimiadis A, Hargreave FE, Dolovich J.
Measurement of inflammatory indices in induced sputum: effects of selection

of sputum to minimize salivary contamination. Eur Respir J 1996;9:1174-80.

Efthimiadis A, Spanevello A, Hammid Q, Kelly MM, Linden M, Louis R, et
al. Methods of sputum processing for cell counts, immunocytochemistry and

in situ hybridization. Eur Respir J 2002;20(Suppl.37):S19-S23.

Holz O, Kips J, Magnussen H. Update on sputum methodology. Eur Respir J
2000;16:355-9.

Riedler J, Grigg J, Stone C, Tauro G, Robertson CF. Bronchoalveolar lavage
cellularity in healthy children. Am J Respir Crit Care Med 1995;152:163-8.




Capitulo 1 32

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Ratjen F, Bredendiek M, Zheng L, Brendel, Costabel U. Lynphocyte subsets
in bronchoalveolar lavage fluid of children without bronchopulmonary

disease. Am J Crit Care Med 1995;152:174-8.

Midulla F, Villani A, Merolla R, Bjermer L, Sandstrom T, Ronchetti R.
Bronchoalveolar lavage studies in children without parenchymal lung
disease: cellular constituents and protein levels. Pediatr Pulmonol

1995;20:112-118.

Sozanska E, Gasior G, Semik A, Barczuk A, Purzchala W. Range in the
normal values for induced sputum cells in Silesian population. Pneumol

Alergol Pol 2005;73(2):148-52.

Thomas RA, Green RH, Brightling CE, Birring SS, Parker D, Wardlaw Aj, et
al. The influence of age on induced sputum differential cell counts in normal

subjects. Chest 2005 Dec;128(6):4049-50.

Moodley YP, Krishnan V, Laloo VG. Neutrophils in induced sputum arise
from central airways. Eur Respir J 2000 Jan;15(1):36-40.

Bartoli ML, Bacci E, Carnevali S. Quality evaluation of samples obtained by
spontaneous or induced sputum: comparison between two methods of
processing and relationship with clinical and functional findings. J Asthma

2002;39:479-86.

Gibson PG. Use of induced sputum to examine airway inflammation in

childhood asthma. J Allergy Clin Immunol 1998;102:S100-01




CAPITULO 11




METODOS E

ESTRATEGIAS DE PESQUISA

2.1 CASUISTICA E METODOS
2.2 ANALISE ESTATISTICA
2.3 CONSIDERACOES ETICAS

2.4 REFERENCIAS BILIOGRAFICAS




Capitulo 11 35

2.1 CASUISTICA E METODOS

2.1.1 Delineamento

Estudo de caso-controle.

2.1.2 Local

Laboratdério Biosul (Uruguaiana-RS) e Instituto de Pesquisas Biomédicas da

PUCRS (Laboratorio de Pediatria, Hospital Sdo Lucas, Porto Alegre-RS).

2.1.3 Populacio e amostra

De um total de quase 2000 criangas da cidade de Uruguaiana-RS (entre 11 e 15

anos de idade), dados de historia e fatores de risco para asma e alergia foram coletados
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através do questionario padronizado e pré-validado do estudo ISAAC-fase II, em um

estudo realizado em 2003 por Pereira e colaboradores.'

Um subgrupo de 1200 criangas (amostra aleatéria e representativa) foi também
submetido a testes cutdneos para resposta a alérgenos ambientais comuns.! Destas 1200
criancas, 90 foram sorteadas para o presente estudo e divididas entre os trés grupos

abaixo:

AA (asma atdpica): 30 criangas com asma ativa e teste cutaneo positivo;

ANA (asma ndo-atépica): 30 criangas com asma ativa e teste cutaneo negativo;

NANA (ndo-asmaticos, nao-atdpicos, contoles normais: 30 criangas sem asma ou

sibilancia alguma vez na vida e com teste cutaneo negativo (ndo asmaticos, nao-

atopicos).

2.1.3.1 Tamanho da amostra

Kips e colaboradores sugerem que cada grupo de pesquisa determine o tamanho
de amostra baseado em dados de variabilidade e reprodutibilidade da concentracdo de
eosindfilos no escarro de sua propria populagdo.” Nao dispomos destes dados em
amostras de criangas brasileiras. Gragas a isto, ndo foi possivel realizar um célculo de
tamanho amostral. O presente estudo foi realizado como um estudo-piloto, podendo

servir de base para definir tamanho de amostra em futuros estudos do nosso grupo de
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pesquisa. Tomando-se por base os estudos relatados na literatura este numero de 90

criangas pareceu adequado.

2.1.4 Critérios de inclusao

e C(riancas de 11 a 15 anos, participantes do estudo ISAAC na cidade de

Uruguaiana-RS;
e Teste cutaneo previamente realizado;

¢ (Consentimento por escrito fornecido pelo representante legal.

2.1.5 Critérios de exclusao

¢ Incapacidade de realizar espirometria (segundo critérios da American Thoracic

Society - ATS);?
e VEF]I basal inferior a 75% do previsto;*
¢ Criangas com idade gestacional ao nascimento inferior a 37 semanas;

e Uso de corticoterapia oral ou inalatoria nos ultimos 30 dias;
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e Uso de drogas antiinflamatorias nos ultimos 30 dias (incluindo inibidores de

leucotrienos);

e Exacerbacdo de asma ou de rinite alérgica nos ultimos 30 dias;

¢ Infecgdo de via aérea (superior ou inferior) nos ultimos 30 dias;

e Doencas cronicas de via aérea exceto asma (fibrose cistica, bronquiolite

obliterante, fibrose pulmonar, pneumonias de repeti¢ao, doenca intersticial);

¢ Doenga cardiaca associada;

¢ Imunodepressao (SIDA, imunodeficiéncias congénita ou adquirida, leucemia,

linfoma);

¢ Uso de drogas imunossupressoras nos ultimos 30 dias.

2.1.6 Descricao dos procedimentos

Os pacientes foram submetidos a inducao de escarro com inalacao prévia de
salbutamol spray. As amostras foram processadas em um prazo maximo de 2 horas (no
Laboratorio Biosul, em Uruguaiana-RS) e a andlise das caracteristicas citologicas foi

realizada no Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.
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2.1.6.1 Termo de consentimento

Foi acrescentado um adendo (anexo 1) ao termo de consentimento livre e
esclarecido aplicado no estudo de Pereira e colaboradores' (anexo 2). O adendo foi lido
pelo mesmo entrevistador que havia aplicado o questionario ISAAC em 2003', sendo
esclarecidas todas as duvidas da crianca e de seu representante legal. No caso de
concordancia em participar do atual estudo, o adendo foi assinado pelo paciente, por seu
responsavel legal e pelo investigador que aplicou o questiondrio. Uma copia ficou em

poder do paciente.

2.1.6.2 Aplicacao do questionario

Todas as criangas incluidas responderam em 2003' ao questionario padronizado
da fase II do estudo ISAAC, traduzido para o portugués e pré-validado.’ Para o presente
estudo foram repetidas as questdes principais referentes a sibilancia nos ultimos 12
meses (“Seu filho/a apresentou chiado (tipo miado de gato ou apito) nos ultimos 12
meses?”’) e diagnostico de asma alguma vez na vida (“Seu filho/a teve asma alguma vez
na vida?”’) (anexo 3)."” Estas questdes foram aplicadas aos pais ou representantes legais
das criancas imediatamente antes da indug¢do do escarro, sendo preenchidas por uma

coletadora treinada segundo critérios do ISAAC.” As respostas do questionario atual
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foram comparadas as fornecidas ao questionario aplicado em 2003,' sendo os grupos

definidos baseados nas respostas atuais.

As criangas com historia de sibilancia nos ultimos 12 meses e historia de asma
alguma vez na vida foram classificadas como asma ativa, conforme recomendado pelo
estudo ISAAC.” Foram considerados controles ndo-asmaticos os individuos que nunca
sibilaram e que nunca apresentaram historia de asma ou de sibilancia na vida.” Os pais

ou o representante legal foram também questionados quanto a presenga de sintomas

respiratorios nos ultimos 30 dias (anexo 3).

2.1.6.3 Testes cutaneos

Todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidos, no estudo de Pereira e
colaboradores,’ a testes cutdneos para seis alérgenos ambientais comuns
(Dermatophagoides pteronisinus, Dermatophagoides farinae, Alternaria alternata,
extrato de gramineas, extrato de arvores e epitélio de gato). Histamina 10mg/ml foi
utilizada como controle positivo e glicerina, como controle negativo (importante na
detecg¢do de reacdo inespecifica como o dermografismo ou uma reatividade traumatica
que possa ocorrer ocasionalmente).! Foram utilizados extratos, solu¢des de controle e

lancetas do laboratorio ALK-Horsholm-Dinamarca.

Os profissionais que aplicaram os testes cutdneos receberam treinamento de

acordo com a padronizagdo do estudo ISAAC.” A reprodutibilidade dos resultados foi
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testada em trés séries de 16 testes com histamina 10mg/ml para avaliar a performance de

cada coletador. Todos os resultados encontram-se devidamente documentados.'

Os testes cutaneos foram realizados durante o periodo matutino (existe um ritmo
circadiano que influi no tamanho da reagdo cutdnea aos alérgenos e a histamina,
devendo por isso o exame ser realizado pela manha).! O local da pele devia estar livre de
eczema, respeitando-se um intervalo de 2 a 2,5 cm entre cada gota de extrato e uma
distancia de 5 cm em relacao ao pulso e de 3 cm em relagdo a fossa antecubital. As gotas
dos extratos foram colocadas sempre na mesma seqiiéncia, da esquerda para a direita.
Uma lanceta individual foi utilizada para cada gota (a fim de evitar contaminagdo),

marcando a epiderme em um angulo ente 45° a 60°.'

A leitura foi feita apds 15 minutos, sendo o edema e o eritema medidos com uma
régua transparente (em milimetros) e comparados com os controles positivos e
negativos. O contorno de cada reacdo foi marcado com uma caneta de filtro fino ¢ a
medida da reagdo foi feita através da soma do maior didmetro horizontal da papula com
seu maior diametro vertical, dividido por dois. Quando esta medida era > 3 mm do

didmetro médio do halo do controle negativo, o teste era considerado positivo.

As criangas foram consideradas atdpicas quando apresentavam o teste cutaneo

positivo para pelo menos um dos alérgenos testados.'”
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2.1.6.4 Inducao de escarro

Os pesquisadores foram submetidos em dezembro de 2005 a um treinamento
para inducdo do escarro no Nucleo de Pesquisas em Asma e Infeccdes de Vias Aéreas da
Universidade Federal de Santa Catarina (NUPAIVA-UFSC-Florianépolis-SC), centro de
referéncia para pesquisas com escarro induzido no Brasil. Apoés este periodo foi
realizado um teste piloto com indugdo e processamento do escarro nos proprios
pesquisadores, entre janeiro ¢ mar¢o de 2006. Uma vez confirmada a realizagdo

adequada do exame, procedeu-se a coleta de dados.

O escarro foi induzido no Laboratério Biosul (na cidade de Uruguaiana-RS) e as
criancas foram identificadas pelo mesmo nimero utilizado no estudo de Pereira e
colaboradores.' Imediatamente antes do exame, as perguntas do questionario ISAAC que
se referiam a sintomas recentes foram novamente realizadas (Anexo 3) € o uso de
medicamentos concomitantes, assim como o peso em kg (medido com balancga digital) e
a altura em cm (medida com antropdmetro recomendado pelo ISAAC)’ foram

registrados (Anexo 4).

O mesmo periodo de nebulizacdo foi respeitado em todos as criancas. Além
disso, as nebulizagdes foram realizadas pelo periodo méximo recomendado pela
literatura, totalizando 20 minutos.® O protocolo de indug@o por nés adotado consiste em

uma modificagdo do descrito por Pin ¢ colaboradores.””

Material utilizado: Nebulizador ultrassonico ULTRA-NEB DeVilbiss - Large Volume

2000® (diametro das particulas entre 0,5 ¢ 5 mcm), valvula ndo-reinalante de 2 vias
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(namero 2700), bocal Vacumed 1001°, espirdmetro (MicroLab-SuperSpiro®) calibrado
conforme critérios da ATS,’ espagador FLUMAX®, balanca digital (para peso do
paciente), antropémetro, solugdo salina 4,5%, salbutamol spray (Aerolin Spray®),

frascos estéreis.

Apds explicagdo de como realizar manobras adequadas, trés curvas
espirométricas eram realizadas.” O valor basal do VEF1 e da relagio VEF1/CVF da
melhor curva espirométrica™ eram registrados. Se o paciente apresentasse o valor basal
de VEFI inferior a 75% do previsto®, o mesmo seria excluido do estudo. Caso contrario,
prosseguia-se o exame, sendo administrados 200 mcg de salbutamol spray (com auxilio
do espacador Flumax®) e apos dez minutos realizadas mais trés curvas espirométricas. O
maior VEF1 obtido apds o uso do salbutamol spray era utilizado para calculo do “valor

de alerta”, conforme féormula abaixo:

Valor de alerta (VEF1 com 15% de queda) = VEF1 pds-salbutamol x 0,85

Este valor era utilizado como padrdao de seguranga do exame: se durante a

indugdo do escarro o VEF1 caisse além de 15%, o exame deveria ser interrompido.’

Antes do inicio da induc¢do, as criancas eram instruidas a lavar a boca com agua

. A 10 r . z
(gargarejo) por trés vezes."” Era também demonstrado como obter escarro da via aérea
inferior (através da realizagdo de uma tosse intensa e prolongada, seguida de

expectoragdo).’
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Enquanto um pesquisador realizava as espirometrias e explicava as criangas
como realizar o exame, outro preparava o sistema para as nebulizagdes. Solucao salina a
4.5% era colocada no nivel padronizado e indicado pelo frasco do nebulizador
ultrassonico. O frasco era conectado ao nebulizador e a mangueira do mesmo. Na outra
extremidade da mangueira, conectava-se um bocal com valvula nao-reinalante. O

material era higienizado entre cada exame.

ApoOs explicada a manobra da tosse e uma vez montado o sistema de nebulizagao,
demonstrou-se como seria realizado o exame. A boca das criangas era mantida fechada
em volta do bocal acoplado a valvula ndo-reinalante e ao sistema de nebulizagao,
evitando-se escape de ar. Um clipe nasal era utilizado para assegurar uma respiracao
exclusivamente oral. Era entdo solicitado a crianga que respirasse normalmente (em
volume-corrente) pela boca e que, havendo necessidade de tossir, a tosse fosse realizada

preferencialmente sem a retirada do bocal.

Uma vez estando a crianca confortavel e sem duavidas quanto as manobras a
serem realizadas, era iniciada a indugdo do escarro. As nebuliza¢des eram realizadas por
quatro periodos de cinco minutos (totalizando 20 minutos de exposi¢cdo a solucao
salina), controlados com o auxilio de um cronémetro. Apods cada periodo de cinco
minutos, o nebulizador era desligado, retirando-se o bocal e lavando-se a boca do
paciente com agua. No intervalo de um minuto (respeitado entre cada nebulizagdo) era
medido o VEFI e encorajado as criangas a tossirem. Se o VEF1 era superior ao “valor

de alerta”, o exame era continuado.

Se a medida do VEF1 em algum momento era inferior ao valor de alerta, 200
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mcg de salbutamol eram administrados via inalatéria e apds dez minutos, repetida a
mensuracdo do VEF1. Se o VEFI retornasse a pelo menos 90% do valor basal, as
nebulizacdes poderiam ser recomecgadas. Por exemplo, se o VEF1 fosse 100% antes de
iniciar a inducdo de escarro, a percentagem de queda de 15% aceitavel implicaria em um
VEFI1 de 85%. Se durante o exame fosse registrado um VEF1 abaixo de 85%, a inducdo
deveria ser interrompida e sé reiniciada se apds a administracdo de 200 mcg de

salbutamol spray fosse atingido um VEF1 de pelo menos 90%.%7'""?

Os critérios utilizados para o término da indugdo foram o tempo total de
nebulizacdo de 20 min, uma queda persistente de VEF1 além de 15% e a solicitacdo de

interrupg¢do do exame por parte da crianga.*"

Terminada a indu¢do do escarro, uma ultima espirometria era realizada, sendo as
criangas liberadas se o VEF1 aferido atingisse pelo menos 90% do valor basal e ndo
houvesse desconforto respiratério ao exame fisico. Caso contrario, as criancas deveriam

ficar sob os cuidados do pesquisador até resolucdo dos sintomas.

Os dados obtidos (medidas de VEF1 e de VEF1/CVF, tempo para obtencdo da
primeira amostra de escarro, tempo total de nebulizagdo, inicio e término da indugdo,
medidas antropométricas, intercorréncias clinicas) eram devidamente registrados (anexo
4). Todas as amostras de escarro eram armazenadas em frascos estéreis, sendo mantidas
em um refrigerador a -4°C até que fosse iniciado o seu processamento. Para garantir
resultados acurados, as amostras foram processadas em um intervalo de maximo 2

horas.® '
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2.1.6.5 Processamento da amostra

Empregamos um protocolo modificado do descrito por Pizzichini

colaboradores.!'>!>1¢

Material utilizado: Microscopio Optico, citocentrifuga (Eppendorf Citocentrifuge

5417C®) e filtros estéreis para citocentrifuga, “Shaker” (3D Rocking Platform STR9®),
pipetas ajustaveis (de dez a 40 mcl, de 40 a 200 mcl e de 200 a 1000 mcl), pontas de
pipeta estéreis, pipeta Pasteur®, laminas, placa de Neubauer® (hemocitdmetro), filtros de
nylon (Millipore®, 60 mem), ditiotreitol (DTT®, concentracio de 1000,56 mcl/10 ml,
Calbiochem Corp, San Diego, CA), azul de tripan, PBS (Phosphate buffered saline),
agua destilada (AD), placas de Petri® estéreis, tubos de Eppendorf® estéreis (1,5 ml),

tubos de Falcon® estéreis (15 ml), criotubos estéreis, cilindro de nitrogénio, metanol.

Processamento:

Parte do DTT foi rediluida em 1:10 (1 ml de DTT + 9 ml de AD): esta solugao
poderia ser utilizada por até 48 h, caso armazenada a 4 °C. No presente estudo

utilizamos esta orientagdo, rediluindo-se o DTT a cada 48 h.

Cada amostra de escarro era colocada em uma placa de Petri, separando-se (com

o auxilio de uma pipeta estéril e a “olho nu”) o escarro da saliva.."”> Uma vez separado o
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escarro da saliva, o mesmo era transferido da placa de Petry para um tubo de Falcon, na
quantidade minima de 100 mcL e maxima de 1 mL. O volume total do escarro obtido era
registrado. A seguir era adicionada a solu¢do rediluida de DTT em quatro vezes o
volume do escarro, misturando-se delicadamente o conteido com o auxilio de uma
pipeta. O tubo de ensaio era entdo colocado no “Shaker” por 30 minutos,
homogeneizando-se o escarro com o DTT (no caso de escarro muito densos, este tempo
poderia ser aumentado para 60 minutos). Apos este periodo, era adicionado PBS
(também em quatro vezes o volume inicial do escarro), sendo a amostra homogeneizada
delicadamente por mais cinco minutos: a solugdo resultante era filtrada através de um
filtro de nylon de 60 mcm (para evitar perda da amostra nas fibras do filtro, este era

antes embebido em PBS).

O volume filtrado era documentado (V1). Num tubo de Eppendorf®, 25 mcL
desse volume eram delicadamente misturados com 25 mcL de azul de tripan. Esta
solugdo era colocada no hemocitometro onde, com auxilio do microscopio Optico no
aumento de 400 x, era realizada a contagem total de células (TCC). Eram contadas
células de quadrantes de duas areas diagonalmente opostas do hemocitometro, conforme

a formula abaixo:

TCC = contagem de células inflamatérias x 2,22 = ....X 10%/mL

numero de quadrantes contados

No hemocitometro era também definida a viabilidade celular: as células eram
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consideradas vivas se ficassem transparentes. As células mortas eram aquelas coradas de
azul (impregnadas pelo azul de tripan). Foram consideradas adequadas as amostras com
viabilidade superior a 50%.'>'* A viabilidade celular era calculada segundo a seguinte

formula:

% Viabilidade = namero de células vivas x 100

numero total de células

Ap0s calculadas a viabilidade celular e a TCC, o restante do V1 era centrifugado
a 3000 rpm por dez minutos. O sobrenadante era aspirado e armazenado em um tubo de
Eppendorf® a -80 °C, no cilindro de nitrogénio (este material serd utilizado para
posterior dosagem de citocinas pro-inflamatorias). Ao precipitado era acrescentado um

volume de PBS (V2), conforme uma das recomendacdes abaixo:
a) V2=Clx VIl

b) Se o volume calculado de V2 era superior a 10 ml, a suspensao
era recalculada para manter uma concentracio final de 1x10%ml.
Acrescentava-se ao precipitado um volume de PBS igual ao V1.
Um ml era retirado desta solucdo e a ele acrescentado PBS até

chegar ao volume de C1 em ml.

Exemplo: se tivéssemos uma amostra com TCC = 5 x 10° (onde C1 = 5) e com
V1 = 5,2 ml (volume filtrado), o volume de suspensao pelo calculo V2 = C1 x V1 seria
26 ml. Neste caso a suspensdo deveria ser realizada acrescentando-se 5,2 ml (V1) de

PBS ao precipitado. Disto, 1 ml era retirado e acrescido de 4 ml de PBS (volume
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necessario para completar os 5 ml de C1). Esta diluicdo garante uma concentracdo de

1x10°/ml.
Uma vez calculada a adequada suspensao, o conteudo (precipitado + PBS) era

homogeneizado até que o precipitado estivesse completamente disperso no PBS. Setenta
mcL desta solu¢do eram a seguir colocados em cada lamina da citocentrifuga (pelo

menos 4 laminas eram preparadas para cada paciente), sendo centrifugadas por cinco
minutos a 500 rpm.

As laminas eram identificadas pelo registro da crianca e fixadas com metanol.

2.1.6.6 Exame citologico diferencial

As laminas (fixadas com metanol em Uruguaiana-RS) foram levadas até o
laboratorio de Pediatria do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS (Porto Alegre-
RS), onde foram coradas e analisadas por um profissional com experiéncia em citologia
e previamente treinado,"” o qual ndo foi informado sobre a classificagdo das criangas.
Apenas o pesquisador principal sabia quem pertencia a cada grupo estudado (asma

atopica, asma ndo-atopica e controles), e este ndo interferiu na analise das laminas.

Todas as amostras eram coradas com May-Grumwald-Giemsa (MGG), na
dilui¢do de 1:9 (uma parte de MGG para nove partes de AD), por cinco minutos. Apos

este periodo, as ldminas eram mantidas em AD, por mais cinco minutos. Foram aceitas
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apenas as laminas que tivessem um maximo de 20% de células escamosas e viabilidade

celular superior ou igual a 50%.""®

Quatrocentas células ndo-escamosas foram contadas em cada amostra obtida. A
concentracdo de eosinofilos, neutrofilos, macrofagos, linfocitos e células
broncoepiteliais foi documentada conforme a propor¢ao de cada variavel nas 400 células

contadas, sendo os dados imediatamente registrados em formulario especifico (anexo

4).6,12,15,19-22
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2.2 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis categoéricas (gé€nero, escolaridade materna superior a 8 anos, mae
fumante, histéria materna de asma, morador em area melhor urbanizada, hospitaliza¢ao
por bronquiolite, nimero de irmaos igual ou superior a 1 e percentagem de eosinofilos
no escarro > 3%) foram apresentadas através de freqiiencia absoluta e percentagens e
analisadas por meio do teste de Qui-quadrado. O teste de Qui-quadrado foi aceito se

existisse um numero inferior a cinco criangas em no maximo 50% as caselas analisadas.

As varidveis continuas foram inicialmente avaliadas quando a critérios de
normalidade. As com distribuicdo normal (idade, VEF1 basal, VEF1/CVF e VEFI1 pos-
salbutamol) foram expressas em média, desvio padrao e valor minimo ¢ maximo, sendo

comparadas por meio dos testes de ANOVA e Bonferroni.

As varidveis continuas com distribuicdo nao-Gausseana (contagem total de
células, percentagem de eosinofilos, macréfagos e neutréfilos no escarro) foram

expressas em mediana, intervalo interquartil e valor maximo e minimo. Para que estas
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variaveis pudessem ser comparadas por meio de um teste paramétrico, as mesmas foram
transformadas para a forma exponencial de log'’. No caso de variaveis com valor igual a
zero, estas foram consideradas como sendo de valor igual a 0.001, para poderem ser a
seguir expressas na forma exponencial). Essas variaveis foram também comparadas

através dos testes de ANOVA e Bonferroni.

Os programas empregados foram o SPSS versao 13.0 e o Excel 2003.
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2.3 CONSIDERACOES ETICAS

A inducdo de escarro por meio de nebulizagdes com solucdo salina hipertdnica
tem sido amplamente util em ensaios clinicos desde 1990. Comparado ao LBA, o
escarro induzido ¢ método ndo-invasivo, mais seguro e nao necessita de inducdo
anestésica, sendo de grande beneficio no estudo da via aérea na populacdo

pediatrica.'" >

Os efeitos colaterias possiveis sdao tosse, broncoconstricio e desconforto
respiratdrio leves. Estes eventos costumam ser transitorios e podem ser prevenidos com
a inalag@o prévia de salbutamol.'' Nauseas, garganta seca ¢ saliva¢do podem também se
fazer presentes, sendo estes sintomas aliviados ao ser a boca lavada com agua antes do

exame ¢ nos intervalos das nebulizagdes.

No presente estudo tomamos todas as precaugdes necessdrias para evitar
exposi¢des desnecessarias e diminuir a ocorréncia de eventos adversos. Foi utilizado
salbutamol spray antes do inicio da indu¢do do escarro, a fim de prevenir uma

broncoconstri¢do e sintomas como tosse e desconforto respiratorio. Espirometrias foram




Capitulo 11 54

realizadas a cada cinco minutos do exame, para detectar precocemente uma possivel
piora da funcdo pulmonar. Quedas de VEF1 além de 15% do valor basal foram
utilizadas como medida de seguranca do exame (ha estudos que permitem quedas ainda

maiores, de até 20%).>**

Todos os procedimentos foram realizados com a concordancia do paciente e de
seu responsavel legal, apés esclarecimento de todas as suas duvidas. Foi garantido ao
paciente a confidencialidade e o direito de desisténcia do estudo, se assim desejado. Os
pais ou responsaveis legais receberam um folheto explicativo sobre o procedimento e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, ficando uma cépia do mesmo

em seu poder. Nao houve conflitos de interesse.

Este projeto foi considerado etica e metodologicamente adequado, de acordo
com as Diretrizes e Normas Regulamentares de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
(Resolugao 196/96), do Conselho Nacional de Saude, atendendo as resolugdes
normativas do Grupo de Pesquisa em Po6s-Graduacdo da PUCRS. Foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da PUCRS (Porto Alegre-RS), em 09 de dezembro de 2005,

sob o oficio de niimero 1181/05-CEP.
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3.2 INTRODUCAO

A asma ¢ uma das doengas respiratorias mais prevalentes no mundo,
caracterizada por uma inflamagao cronica de vias aéreas associada a hiperresponsividade
bronquica e limitagdo ao fluxo aéreo. Mesmo nos quadros mais leves, a inflamagao
bronquica se faz presente.' Gragas a isto, a investigacdo dos padrdes inflamatorios se
mostrou necessaria ¢ de grande valia para um melhor entendimento da fisiopatogenia

dessa doenca.

O reconhecimento do escarro induzido como um método seguro, acurado e nao-
invasivo™"® facilitou o estudo da mucosa bronquica na ultima década, auxiliando na
identificacao de fenotipos de asma eosinofilica e ndo-eosinofilica. Em adultos a asma
eosinofilica, conhecida como “asma classica”, mostra-se fortemente associada a atopia e
a uma resposta ao tratamento com corticoides.'"'> J4 a asma ndo-eosinofilica, fendtipo
identificado nos ltimos anos, parece cursar com uma maior concentracao de neutréfilos
e auséncia de eosinofilia no escarro, apresentando uma pobre resposta a

corticoterapia.'>"

Os estudos de coorte de nascimento (realizados para identificagdo da historia
natural da asma e seus fatores de risco na infancia) que foram publicados na tultima
década, aumentaram significativamente o entendimento dos diferentes fendtipos clinicos
da doenga."”"” A maioria das criangas com sibildncia nos primeiros anos de vida ndo
persiste com sintomas apOs os primeiros 5 anos de vida (Sibilantes Transitorios

Precoces); uma minoria de criangas persiste sintomatica até a vida adulta, e apresenta
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sintomas de asma ligadas a atopia (Asmaticos Atdpicos); um outro grupo de criancgas,

com quadro clinico mais leve, apresenta asma ndo ligada a atopia (Asma nio-atopica).”

Apesar de bem definidos esses fendtipos clinicos de asma na infancia, pouco se
sabe sobre os padrdes inflamatérios predominantes em cada sub-grupo de criangas. A
literatura atual ainda ¢ pobre em estudos que caracterizem a inflamagdo bronquica na
populagdo pediatrica. No presente estudo descrevemos as caracteristicas citoldgicas do
escarro induzido em criangas brasileiras com asma atopica e ndo-atdpica, além de

compara-las a um grupo-controle de criangas sem doenca respiratoria.
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3.3 METODOS

Populagdo e amostra

De um total de quase 2000 criangas (entre 11 e 15 anos) avaliadas segundo
critérios do estudo ISAAC-fase II'"® na cidade de Uruguaiana-RS-Brasil desde o inicio
de 2003, um subgrupo de 1200 criancas (amostra aleatoria e representativa) foi
submetido a testes cutdneos para alérgenos ambientais comuns.”” Destas 1200 criangas,
90 foram selecionadas de forma aleatdria para participar desse estudo, sendo divididas
em trés grupos: 30 criangas com asma ativa e teste cutaneo positivo (asma atopica: AA),
30 criangas com asma ativa e teste cutdneo negativo (asma nao-atopica: ANA) e 30
criangas sem asma ou sibilancia alguma vez na vida e com teste cutaneo negativo

(controles, nao-asmaticos, nao-atopicos, NANA).

Os critérios de exclusao foram a incapacidade de realizar curvas espirométricas
(segundo critérios da American Thoracic Society - ATS),” volume expiratédrio forgado
em um segundo (VEF1) basal inferior a 75% do previsto,” idade gestacional ao
nascimento inferior a 37 semanas, uso de corticoterapia oral ou inalatéria (ou de drogas
antiinflamatérias e imunossupressoras) nos ultimos 30 dias, diagnostico de doencas
cardiacas, de imunodepressdao (imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, leucemia,
linfoma) ou de doencas cronicas de vias aéreas exceto asma (fibrose cistica, bronquiolite
obliterante, fibrose pulmonar, pneumonias de repeti¢do, doengas intersticiais), historia
de exacerbagdo de asma ou de rinite alérgica nos ultimos 30 dias e diagndstico de

infec¢des de vias aéreas (superiores ou inferiores) nos ultimos 30 dias.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Sdo Lucas
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da PUCRS-Porto Alegre-Brasil e os representantes legais das criangas leram e assinaram

um consentimento informado.

Desenho do estudo

Estudo transversal, de caso-controle.

Questionario ISAAC

Todas as criangas haviam respondido no ano de 2003 ao questiondrio
padronizado e pré-validado do estudo ISAAC-fase II,""" sendo o diagnostico de asma
ativa definido pela resposta afirmativa as perguntas “Seu filho/a teve asma alguma vez
na vida?” e “Nos ultimos 12 meses seu filho/a apresentou chiado (tipo miado ou apito)
no peito?”"® Para o presente estudo as perguntas principais referentes a asma foram
repetidas e registradas para confirmacdo da categorizagdao dos pacientes entre os trés
grupos estudados.'™” Foram também analisadas respostas fornecidas no questionario
aplicado em 2003," referentes a fatores de risco para asma (tabagismo, escolaridade e
historia de asma maternos, historia de hospitalizacdo por bronquiolite, nimero de
irmaos). Foi questionado o padrdo habitacional, considerando-se como area melhor

urbanizada aquelas regides que apresentavam pragas ou parques.

Testes cutaneos
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Todos as criancas incluidas foram submetidas, no estudo de Pereira e
colaboradores,” a testes cutdneos para seis alérgenos ambientais comuns
(Dermatophagoides pteronisinus, Dermatophagoides farinae, Alternaria alternata,
extrato de gramineas, extrato de arvores e epitélio de gato), utilizando-se lancetas do
laboratorio ALK-Horsholm-Dinamarca. Histamina 10mg/ml foi utilizada como solugao
para controle positivo e glicerina, como controle negativo. A crianca foi considerada
atopica se apresentasse teste positivo a pelo menos um dos alérgenos testados, definido
pela presenga de uma papula com didmetro = 3 mm do diametro médio do halo do

controle negativo."®

Testes de Fungao Pulmonar

Espirometrias  (espirdmetro MicroLab-SuperSpiro®) foram  realizadas
imediatamente antes, durante ¢ apos a indugdo de escarro, conforme critérios da ATS.*
Antes do inicio da inducdo, foram registrados o VEF1 basal e a relacdo VEF1/CVF e a
seguir administrados 200 mcg de salbutamol spray, sendo a espirometria repetida apos
10 minutos. O VEF1 poés-salbutamol foi utilizado como critério de seguranca para a
indugdo de escarro. A cada cinco minutos de indugdo, uma espirometria era repetida.
Ap6s o términdo da indugdo, uma ultima espirometria era realizada. Criancas com VEF1
basal inferior a 75% do previsto®' ou com queda persistente do VEF1 além de 15 % do
valor obtido apds o uso de salbutamol spray deveriam ser excluidas do estudo. As
criangas sO foram liberadas se apds o término do exame apresentassem um VEF1 de

pelo menos 90% do valor basal obtido antes do inicio da indugao de escarro.
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Indugao de escarro

Os pesquisadores foram submetidos em dezembro de 2005 a um treinamento
para inducdo do escarro no Nucleo de Pesquisas em Asma e Infeccdes de Vias Aéreas da
Universidade Federal de Santa Catarina (NUPAIVA-UFSC-Florianépolis-SC), centro de
referéncia para pesquisas com escarro induzido no Brasil. Apoés este periodo foi
realizado um teste piloto com indugdo e processamento do escarro nos proprios
pesquisadores, entre janeiro ¢ margo de 2006. Confirmada a realizagdo adequada do

exame, procedeu-se a coleta de dados.

O escarro foi induzido no Laboratorio Biosul, na cidade de Uruguaiana-RS,
através de nebulizacdes com solucdo salina a 4.5% e segundo protocolo modificado de
Pin e colaboradores.® Foi utilizado um nebulizador ultrassénico dosimetrado da marca

ULTRA-NEB DeVilbiss — 2000® num débito de 1 ml/min, que produz particulas com

um didmetro aerodindmico mediano de 0.5 a 5 mcm.

Todas as criancas foram submetidas ao periodo total de 20 minutos de exposi¢ao
a solucdo salina hipertonica (quatro periodos de cinco minutos, sendo entre cada periodo
repetido o VEF1 e encorajado a criancga a tossir). O exame foi antes interrompido apenas
no caso de queda do VEF1 além de 15% do valor pos-salbutamol, piora clinica (tosse

intensa, dispnéia, sensacao de opressao toracica) ou desisténcia do paciente.
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Processamento do escarro

O escarro foi processado em um periodo maximo de duas horas apos o término
da indugdo. Enquanto aguardavam o processamento, as amostras ficavam refrigeradas a
-4°C. Foi empregado um protocolo modificado do descrito por Pizzichini colaboradores.
Em resumo, o escarro era selecionado da saliva a olho ni (sem o auxilio de um
microscopio invertido) e entdo depositado em um tubo de poliestireno de 15 ml (tubo de
Falcon®), onde era tratado com ditiotreitol (DTT) a 0.1% (Sputolysin 10%"°,
Calbiochem Corp, San Diego, CA) em quatro vezes o seu volume, misturando-se

delicadamente o conteudo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

O tubo de poliestireno era colocado em um agitador de mesa (3D Rocking
Platform STR9®), sendo seu contetido homogeneizado por mais 30 minutos. Apds este
periodo, adicionava-se PBS (Phosphate buffered saline), também em quatro vezes o
volume inicial do escarro, seguido por mais cinco minutos de homogenizacdo. A
suspensdo resultante era filtrada através de um filtro de nylon (Millipore® 60 mcm).
Parte desta suspensdo era utilizada para calculo da contagem total de células (TCC,
expressa na unidade x10%ml) e também da viabilidade celular (através do método de
exclusdo do Azul de Tripan). O volume restante era centrifugado e o sobrenadante
armazenado em um tubo de Eppendorf a -80 °C (este material serd utilizado para futura
dosagem de citocinas inflamatorias). O precipitado era resuspenso em PBS e
homogeneizado até que estivesse completamente disperso no PBS. Setenta a 80 mcL

desta suspensdo (ajustada para 1,0 x 10° células/ml) eram colocados em cada citospina
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(Eppendorf Citocentrifuge 5417C®), sendo cetrifugados a 500 r.p.m. por 5 minutos.
Quatro citospinas codificadas foram preparadas para cada crianga, sendo fixadas com

metanol e coradas pelo método de May-Grumwald-Giemsa.

Foram contadas 400 células ndo-escamosas e o citologico diferencial foi
expresso pela percentagem de cada variavel (eosinofilos, neutréfilos, macréfagos,
linfocitos e células broncoepiteliais) sobre as 400 células contadas. S6 foram aceitas
amostras de escarro com viabilidade celular superior a 50% e menos de 20% de células
escamosas. Apenas o pesquisador principal tinha conhecimento da classificagdo dos

pacientes e este ndo interferiu na andlise citologica do material.

O escarro foi considerado eosinofilico se apresentasse uma concentracdo de
eosinofilos igual ou superior a 3%, com base nos valores normais relatados por Belda e
colaboradores.* Criangas com asma ativa e sem evidéncia de eosinofilia no escarro

foram consideradas como portadoras de uma inflamagao ndo-eosinofilica.

Analise estatistica

As variaveis categoricas (género, escolaridade materna superior a 8 anos, mae
fumante, historia materna de asma, morador em area melhor urbanizada, hospitalizagao
por bronquiolite, nimero de irmaos igual ou superior a 1 e percentagem de eosinofilos
no escarro = 3%) foram apresentadas através de freqiiencia absoluta e percentagens e
analisadas por meio do teste de Qui-quadrado. O teste de Qui-quadrado foi aceito com

um numero inferior a cinco criangas em no maximo 50% as caselas analisadas.

As varidveis continuas com distribuicdo normal (idade, VEF1 basal, VEF1/CVF
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e VEFI1 pos-salbutamol) foram expressas em média, desvio padrdo e valor minimo e
maximo. A comparagdo entre estas variaveis foi realizada por meio dos testes de
ANOVA e Bonferroni. As varidveis continuas com distribui¢do nao-Gausseana
(contagem total de células, percentagem de eosinofilos, macrofagos e neutrofilos no
escarro) foram expressas em mediana, intervalo interquartil e valor médximo e minimo.
Para que estas varidveis pudessem ser comparadas através de um teste paramétrico, as
mesmas foram expressas na forma exponencial de log'’. Todas as varidveis continuas

foram comparadas através dos testes de ANOV A e Bonferroni.

Os programas empregados foram o SPSS versao 13.0 e o Excel 2003. Nao foi
realizado calculo de tamanho de amostra, uma vez que nao dispunha-mos de dados de
inflamagao bronquica na populagdo brasileira. O numero de criangas foi determinado

segundo revisao de literatura.
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3.4 RESULTADOS

Das 90 criangas sorteadas, setenta e seis concordaram em participar do estudo
(84.4%). A inducdo do escarro e a aplicacdo do questiondrio ocorreram entre abril e
setembro de 2006. Destas 76 criangas que aceitaram fazer o exame, 21 (7 AA, 8 ANA e
6 NANA) nao conseguiram amostras adequadas de escarro, sendo que 12 (5 AA, 4 ANA
e 3 NANA) ndo conseguiram nenhuma amostra e nove (2 AA, 4 ANA ¢ 3 NANA)
obtiveram amostras insuficientes (i.e. > 20% de células escamosas). Nao houve

diferencas significativas entre os trés grupos quanto a essas perdas.

Cingiienta e cinco criangas obtiveram uma amostra adequada de escarro, sendo o
indice de sucesso da indugdo 72.4% (55/76). A média de idade nos 55 pacientes foi de
13 anos (11,9 a 14,7 anos), sendo 27 (49%) do sexo masculino. As caracteristicas

demograficas e fenotipicas dos trés grupos estudados encontram-se listados na tabela 1.

O questionario aplicado no presente estudo demonstrou uma concordancia de 92
% (70/76), quando comparado as respostas fornecidas as mesmas perguntas do
questionario aplicado em 2003."” Respostas discordantes foram observadas em apenas

seis (7.9%) questionarios.

As caracteristicas fenotipicas consideradas na tabela 1 (escolaridade materna
superior a 8 anos, mae fumante, historia materna de asma, morador de area melhor
urbanizada, histéria de hospitalizacdo por bronquiolite € nimero de irmaos igual ou
superior a 1) foram coletadas pelo questionario do estudo ISAAC em 2003. Nos AA
observou-se um maior numero de moradores de areas melhor urbanizadas e de maes

com maior escolaridade. Além disso, a historia materna de asma ¢ significativamente
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maior neste grupo. As criancas do grupo dos ANA apresentaram com maior freqiiéncia

um numero de irmaos igual ou superior a 1.

Tabela 1 — Caracteristicas demogrzificas e fenotiBicas da amostra estudada (n = 55)

Caracteristicas AA (n=21) ANA (n=21) NANA (n=13)
Idade em anos (médiatDP) 12.9320.77  13.0120.66 13.00+0.72
Género masculino (n, %) 12 (57.1) 10 (47.6) 5(38.5)
Mae fumante (n, %) 7(33.3) 6 (28.6) 5(38.5)
Histéria materna de asma (n, %) 3(14.3)" 2(9.5) 1 (7.7)
Escolaridade materna >8 anos (n, %) 4 (19)7 2(9.5) 1 (7.7)
Morador area melhor urbanizada (n, %) 3 (14.3)Jr 2(9.5) 1(7.7)
Hospitalizacdo por bronquiolite (n, %) 3(14.3) 3(14.3) 0 (0)'
Coabita¢do com irmaos > 1 ano (n, %) 14 (66.7) 19 (90.5)"" 10 (76.9)

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atopica; NANA = controles

1 = diferenga significativa se comparado a ANA e NANA, p<0.05

11 = diferenca significativa se comparado a AA e ANA, p<0.05

11+ = diferenga significativa se comparado a AA ¢ NANA, p<0.05

x = média; DP = desvio padrdo; Anova-Bonferroni para variaveis continuas, Qui-quadrado para
as categoricas.

O periodo total de nebulizagdo com solucdo salina a 4.5 % foi de 20 min e o

processamento foi iniciado em um prazo maximo de 2 h em todos os pacientes.

Todas criangas apresentaram-se estaveis, sem distarbio ventilatorio grave
detectavel pela espirometria e ninguém apresentou piora da fungdo pulmonar durante o
exame. As médias de VEF1 antes do uso de salbutamol spray (VEF1 basal) e ap6s o uso
do mesmo (VEF1 pds-salbutamol), assim como a relagdo VEF1/CVF antes do uso de
salbutamol, encontram-se representadas na tabela 2. O VEF1 basal foi
significativamente menor no grupo dos AA, quando comparado ao grupo controle
(NANA, p<0.05). A relagdo VEF1/CVF foi significativamente menor nos grupos dos
AA e dos ANA, quando comparados ao grupo dos NANA (p<0.001). A medida de

VEF]1 pos-salbutamol foi semelhante nos trés grupos.
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Tabela 2 — Fun¢io Pulmonar, em percentual do valor previsto (Polgar)

Func¢io pulmonar AA (n=21) ANA (n=21) NANA (n =13)
VEF1 basal 92.6 (5.5)" 93.9 (4.8) 96.8 (3.9)
VEF1/CVF 81.9 (3.3)' 82.3 (3.8)'" 87.5(5.2)
VEF1pbs- 94.6 (3.9) 95.2 (3.9) 97.1 (2.3)
salbutamol

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atdpica; NANA = controles

Variaveis expressas em média * desvio padrdo. Utilizado ANOV A-Bonferroni.
1 Diferenca significativa comparado a NANA, p<0.05

17 Diferenga significativa comparado a NANA, p<0.001

As variaveis citologicas analisadas foram a contagem total de células (TCC), a
percentagem de eosindfilos, de neutrofilos e de macrofagos nas 400 células nao-
escamosas contadas. Os dados sdo demonstrados na Tabela 3. Uma quinta varidvel foi
analisada, estratificando-se a concentracdo de eosindfilos em duas categorias: <3% e
>3%. Criangas com eosinofilia no escarro (concentra¢do de eosinofilos >3%) foram
classificadas como tendo uma inflamagao eosinofilica. A inflamag@o nas criangas com
asma ativa e sem eosinofilia no escarro foi classificada como ndo-eosinofilica. Estes

dados estido também descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas citologicas do escarro induzido, expressas em mediana e

intervalo interquartil, valor minimo e valor maximo*

Citologia AA(m=21) ANA@m=21) NANA (n=13)
TCC (x10%ml) 3.4 (2.7) 4 (3) 2.2 (1.4)
1.2-13 1.5-7.6 1.8-8
Eosinéfilos (%) 9 (14)f 1(2) 0.5 (1)
0-64 0-66 0-2
Neutrofilos (%) 11 (2) 18 (5.6)1 13 (7)
0-16 7-31 8-22
Macréfagos (%) 76.4 (11) 78 (8) 81 (6)
29-86 24-84 74-87
Eosinofilos > 3% 17/21 (81) ' 5/21 (23.8) 0/13 (0)
Inflamag&o ndo-eosinofilica” 4/21 (19) 16/21 (76.2)"" 0

* Exceto nas variaveis Eosindfilos = 3% e Inflamac@o ndo-eosinofilica, expressas em n (%)
** Variavel categorica, utilizado Qui-quadrado. Nas demais variaveis, utilizado ANOVA-
Bonferroni.

1 Diferenca significativa comparado a ANA e NANA, p<0.001

17 Diferenga significativa comparado a ANA e NANA, p<0.001

11+ Diferenca significativa comparado a AA e NANA, p<0.001

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atopica; NANA = controles

A distribuicdo da percentagem de eosindfilos (Tabela 3 e Figura 1) foi

significativamente maior no escarro das criancas do grupo dos AA (p<0.001).
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Figura 1 - Concentracao de eosindfilos, expressa em mediana

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atopica; NANA = controles

O numero de criancas com inflamagdo eosinofilica (Figura 2) foi também

significativamente maior nos AA.
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Figura 2 — Eosinofilia no escarro induzido

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atdpica; NANA = controles

Oitenta e um % (17/21) dos AA apresentaram uma inflamacao eosinofilica, o que
foi encontrado em apenas 23.8 (5/21) dos ANA (p<0.001, Tabela 3). Nenhuma crianga
do grupo-controle apresentou inflamagao eosinofilica. A maioria das criangas do grupo
dos ANA (16/21, 76.2%) apresentou uma inflamacio ndo-eosinofilica e esta freqiiéncia
foi estatisticamente superior quando comparado aos grupos de AA ¢ NANA (p<0.001).

Estes dados estdo representados na Tabela 3. Dentre as criangas com asma ativa (grupos
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AA e ANA), 20 apresentaram uma inflamacao nao-eosinofilica, sendo a grande maioria

do grupo dos ANA (16/20, 80%).

A contagem total de células (TCC), a percentagem de macréfagos e a

percentagem de neutrofilos foram semelhantes nos trés grupos estudados. (Tabela 3 e

Figura 3).
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Figura 3 - Concentragdo de neutrofilos, expressa em mediana

AA = asma atopica; ANA = asma ndo-atopica; NANA = controles
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3.5 DISCUSSAO

Este estudo ¢ o primeiro a relacionar as caracteristicas fenotipicas da asma com
os achados de inflamagdo bronquica em criangas brasileiras, através da técnica do
escarro induzido. As criangas foram estratificadas de forma aleatoria em trés grupos
(asma atOpica, asma ndo-atdpica e controles sem doenca respiratéria), baseado em

respostas ao questionario ISAAC-fase II e nos resultados de testes cutaneos.

Nossa hipotese inicial era de que criangas com asma atdpica apresentariam uma
inflamag¢ao predominantemente eosinofilica e que este achado ndo estaria presente
naquelas com asma ndo-atopica. Além disso, hipotetizamos que a asma nao-atopica

estaria associada com uma inflamacao neutrofilica.

O principal achado de nosso estudo consiste na confirmagao do predominio de
uma inflamacao eosinofilica nas amostras de escarro induzido das criangas com asma
atopica. Nossos dados demonstraram um aumento significativo na concentragdo de
eosinofilos neste grupo, quando comparado aos asmaticos nao-atopicos € também ao
grupo controle. Mais de 80% das criancas com asma atopica apresentou uma
concentracdo de eosindfilos igual ou superior a 3%, niveis considerados elevados e
utilizados como critério de eosinofilia no escarro induzido.*” Esta ecosinofilia foi
encontrada em apenas 23.8% das criancas com asma ndo-atopica e nao foi observada em

nenhuma crianga do grupo-controle.

Nossos achados combinam com os dados descritos previamente em populagdes
de adultos. Sabe-se que a asma atdpica em adultos apresenta-se diretamente relacionada

ao estimulo de citocinas pré-inflamatérias responsaveis pelo recrutamento e ativacao de
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eosinodfilos nas vias aéreas.'" Conseqiientemente, concentragdes elevadas de eosin6filos

sdo observadas no escarro de asmaticos atopicos.****

Nas criancas, ainda sdo poucos os estudos desenvolvidos dentro dessa linha de
pesquisa, mas ha fortes evidéncias de que a asma atopica também apresente essa
inflamagao eosinofilica e os dados apresentados no nosso estudo fortalecem esta
hipétese. Nossos achados estdo de acordo com os poucos estudos realizados até o
momento na populacao pediatrica. Um grupo de pesquisadores australianos publicou em
1998 um estudo longitudinal descrevendo associagdes epidemiologicas entre inflamacao
de via aérea, sintomas de asma e hiperresponsividade bronquica. Dentre as criangas com
hiperresponsividade bronquica, a maioria era atopica e apresentava uma maior
concentra¢do de eosindfilos no escarro induzido.” Outro estudo, publicado em 2004,
também mostra uma inflamagao eosinofilica em criancas com asma atopica, onde a
concentracdo de eosindfilos se mostrou significativamente superior do que nas criangas

sem atopia.”

As criancas com quadro clinico de asma ligada a atopia apresentam um padrdo
de doenca mais persistente e grave,” portanto a identificagdo de eosinofilia no escarro
oferece um potencial diagndstico e de auxilio terapéutico enorme. Nossos achados sdo
muito significativos, pois a definicdo fenotipica da asma baseada em dados de estudos
epidemioldgicos como o ISAAC, foi aqui validada e documentada através de dados
laboratoriais objetivos. Criangas classificadas pelo ISAAC como asmaticos atopicos
apresentaram no escarro uma inflamacao eosinofilica, o que condiz com a defini¢do de
que neste fendtipo ocorre uma maior ativagao de eosinofilos na mucosa bronquica. Outra

observagao importante reside no fato de que essa inflamacao eosinofilica foi evidenciada
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mesmo estando essas criancas estaveis e assintomaticas. Isto vai ao encontro do conceito
ja utilizado em adultos, de que uma inflamagdo de vias aéreas existe em todos os casos

de asma, inclusive naqueles estaveis e mais leves.'

Além disso, refor¢ca a importancia da monitorizacdo da inflamacao bronquica
mesmo nos pacientes com a asma aparentemente controlada. Sabe-se que a identificacdo
dos niveis de eosinofilos no escarro ¢ util no manejo terapéutico da asma (na decisao
entre usar ou nao terapias com corticoides, assim como no auxilio ao emprego de doses
adequadas destes medicamentos).'"'>** Postula-se ainda que exacerba¢des de asma
possam ser preditas pelo aumento dessas células no escarro induzido.** Desta forma, a
adogdo de terapias que mantenham concentracdes estaveis e reduzidas de eosinofilos no
escarro poderia evitar exacerbagdes da asma."****® Todas essas consideragdes chamam a
atencdo para a importancia da andlise das caracteristicas inflamatorias das vias aéreas
por meio de uma técnica nao-invasiva como o escarro induzido e também para o valor
da continua monitorizacdo do padrdo inflamatério de cada paciente. A maioria dos
estudos aqui referenciados foram realizados entre asmaticos adultos, portanto ha ainda

um campo enorme a ser desenvolvido na Pediatria.

Analisando as criangas com asma ndo-atdpica incluidas em nosso estudo,
observamos que a grande maioria ndo apresentou uma inflamacdo eosinofilica. Neste
grupo foi encontrado um aumento significativo dos niveis de neutréfilos. O grupo-
controle apresentou uma concentragdo mediana de neutrdfilos igual a 13%. Nos
asmaticos nao-atopicos a mediana foi de 18% e nos asmaticos atopicos, 11%. Apesar
dos niveis de neutréfilos encontrados nos trés grupos poderem ser considerados normais

por alguns pesquisadores, essa maior propor¢do de neutrdfilos nos asmaticos nao-
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atopicos foi significativa quando comparada aos asmaticos atopicos e também ao grupo-

controle.

Ainda ndo existe uma valida¢dao para a concentragao normal de neutrofilos em
amostras obtidas por escarro induzido. Essa concentracdo pode apresentar uma variacao
muito grande, podendo ser tdo baixa quanto 17% e tdo alta quanto 78.8%.*****" Talvez
isto seja conseqiiéncia dos varios fatores que influenciam na distribui¢do neutrofilica, tal
como a poluicdo atmosférica, as infec¢des de vias aéreas, as exacerbagdes de asma ¢ a

idade do paciente.'**’

Thomas e colaboradores demonstraram que a concentragdo normal de neutréfilos
no escarro induzido esta diretamente relacionada com a idade: quanto menor a idade,
menor a concentracdo dessas células. Adultos com idade média de 60 anos apresentaram
concentracdes meédias de 68.5% (desvio padrao 20,6%) de neutrofilos, enquanto
adolescentes com idade média de 18 anos obtiveram concentra¢des menores, com média

de 26.9% (desvio padrdo de 19,8%).”

Em nosso estudo foram incluidas criangas com média de idade ainda menor que
no estudo de Thomas e colaboradores,” o que justifica uma propor¢ao de neutrofilos
mais baixa. Além disso, tomamos o cuidado de ndo incluir criangas com infec¢des
agudas de vias aéreas (fossem elas virais ou bacterianas) ou em exacerbacdo de asma
(situagdes que parecem estar associadas a um aumento da neutrofilia no escarro
induzido)."**”* O grande fator desencadeante de exacerbagdes de asma em criangas ¢
justamente a infec¢do por virus respiratorios, a qual estimula a liberagdo de citocinas

inflamatorias que parecem ser responsaveis pela ativacdo dos neutrofilos na mucosa
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bronquica.'* Nossas criangas estavam clinicamente assintomaticas ¢ sem a agdo de
agressores virais ou bacterianos no momento da indu¢ao do escarro, e isso pode explicar
o fato de ndo termos observado propor¢des anormalmente elevadas de neutréfilos.
Mesmo assim, conseguimos evidenciar um aumento significativo dessas células no
escarro das criancas com asma nao-atopica. Pode ser que a expressao dessa inflamacao
neutrofilica em criangas com asma nao-atopica/nao-eosinofilica possa ser ainda melhor

documentada nos periodos de exacerbagdo da doenga.

Dowes e colaboradores publicaram uma revisao sobre os possiveis mecanismos
da asma nao-eosinofilica em criangas e adultos. A expressdo da inflamagdo nao-
eosinofilica parece estar realmente associada a uma maior liberacdo de neutrdfilos na
mucosa bronquica, semelhante ao que se observa em pacientes com asma ocupacional.'
A mobilizacao dos neutrofilos parece ser conseqiiéncia da acdo de fatores externos
(poluicao atmosférica, endotoxinas bacterianas e agressdes virais) que estimulam a
liberacdo de citocinas pro-inflamatodrias especificas (como a interleucina 8) responsaveis
pela infiltragdo e ativagdo dos neutrofilos nas vias aéreas." Outro estudo, recentemente
publicado por Simpson e colaboradores, vai ao encontro das observagdes descritas acima
e defende que os neutréfilos apresentam implicagdes importantes na investigacdo e

caracterizagdo da inflamagdo de vias aéreas na asma.”

Portanto, a avaliacdo das citocinas envolvidas na fisiopatogenia da asma nao-
eosinofilica e sua relagdo com a ativagdo de neutrofilos parece ser a chave para a
compreensdo desse fenotipo: principalmente em criangas, onde essa provavel associacao
com uma neutrofilia no escarro nem sempre consegue ser documentada. Mais estudos na

linha pediatrica sdo necessarios para elucidar qual o verdadeiro mecanismo e quais os
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agentes inflamatorios associados ao fenotipo de asma ndo-eosinofilica. Apesar de aceita
sua associagdo com uma inflamagdo neutrofilica de vias aéreas inferiores, os

mecanismos envolvidos devem ainda ser melhor esclarecidos e comprovados.

Uma boa parte dos estudos com inflamagao bronquica e asma apresenta testes de
broncoprovocagdo em seus protocolos. Nos ndo realizamos estes testes, o que pode ser
apontado por alguns leitores como uma limitacdo para um adequado diagndstico de
asma. Entretanto, a classificacdo das criangas por dados do questionario do ISAAC
(validado e mundialmente aceito),' juntamente com a afirmativa de que essas criangas
apresentavam-se estdveis e tinham historia de asma leve (o que pode justificar as
espirometrias normais no momento da coleta de dados), dé credibilidade ao diagndstico
da doenca e a estratificagdo entre os trés grupos estudados. Ha relatos de que a
hiperresponsividade bronquica apresenta forte associagdo com a asma eosinofilica, mas
esta menos associada e algumas vezes até inexiste na asma nao-eosinofilica." Logo, os
resultados dos testes de broncoprovocagdo poderiam ser normais nesse grupo de

pacientes, e essa normalidade ndo afastaria, em criangas, o diagnostico de asma.

Um dado interessante a ser documentado, e que contribui ainda mais para o
reconhecimento do questionario do estudo ISAAC como bom classificador de subtipos
de asma, consiste na comparagdo de variaveis epidemiologicas desse questionario entre
os trés grupos estudados. No nosso grupo de asmaticos atdpicos, a escolaridade materna
foi significativamente maior, além de este grupo morar em areas melhor urbanizadas.
Isso condiz com a literatura, a qual defende que pacientes com asma atopica apresentam
melhores condigdes socio-econdmicas, quando comparados a pacientes com asma nao-

atopica e a pessoas sem asma.">"’
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Outra consideracdo importante em nosso estudo ¢ a utilizagdo do escarro
induzido. No Brasil ainda h4 poucos grupos empregando este método na avaliacdo da
inflamag¢do bronquica, menos ainda na populagdo pediatrica. Considerando as
particularidades técnicas da inducao e do processamento do escarro, obtivemos uma taxa
de sucesso de 72%. Outros estudos utilizando escarro induzido demonstraram sucesso de
56% a 95%,>'“*® sendo as maiores taxas obtidas com o uso de nebulizadores
ultrassonicos e de um microscopio invertido para selecionar o escarro da saliva.'*” No
nosso estudo ndo dispusemos de um microscopio invertido: a selegdo do escarro foi feita
a “olho nu”, tornando mais dificil a separacdo da saliva e, conseqiientemente, uma maior
concentracdo de células escamosas foi encontrada em algumas criancas. Nove das 76
criangas que aceitaram submeter-se a0 exame apresentaram amostras com concentragdes
inaceitaveis dessas células® e, por isso, ndo foram incluidas na andlise. Se
dispuséssemos de um microscopio invertido, talvez as amostras dessas nove criancas
pudessem ter sido aproveitadas, tornando ainda maior nossa taxa de sucesso de indugdo

€ processamento do escarro.

Concluindo, avaliamos amostras da mucosa bronquica por meio da técnica do
escarro induzido e pudemos demonstrar que criangas com asma atopica, assim como
ocorre em adultos, apresentam uma inflamac¢do predominantemente eosinofilica. Nos
asmaticos nao-atopicos, a inflamacdo eosinofilica se mostrou menos comum, sendo
neste grupo observado um aumento significativo na propor¢cdo de neutrdfilos. A
contribui¢do dos neutr6filos na asma ndo-atopica e ndo-eosinofilica em criangas ainda
permanece indefenida. Mais estudos fazem-se necessdrios dentro dessa linha de

pesquisa, a fim de elucidar os mecanismos que exercem influéncia sobre a inflamacao
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bronquica (principalmente a ndo-eosinofilica) entre os diferentes fenotipos de asma na

populagdo pediétrica.
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CONCLUSOES

1. A concentragdo de eosinofilos € significativamente maior nas criangas com
asma atopica, quando comparado as com asma nao-atopica e as do grupo-
controle.

2. Criancas com asma atopica apresentam uma inflamacao predominantemente
eosinofilica.

3.  Nenhuma crianga do grupo-controle (sem asma e sem atopia) apresentou
eosinofilia no escarro induzido.

4. Criancas com asma nado-atOpica apresentam uma maior proporcao de
neutrofilos nas amostras de escarro induzido, quando comparado as com

asma atopica e ao grupo-controle.
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Resumo

Objetivo: descrever a utilidade e a seguranca do escarro induzido, chamando atencao
para as vantagens e a importancia desta técnica na pesquisa clinica em asma.

Fonte de dados: banco de dados Pubmed (1985 a 2005)

Sintese de dados: a identificacdo do padrao inflamatério da mucosa bronquica por meio
do escarro induzido tem ajudado desde a ultima década no diagndstico e melhor
entendimento da asma. E um método ndo invasivo, acurado e seguro, inclusive em
criancas. O sucesso do exame depende do treinamento da equipe e de adequada
validagcdo do método. A monitoragdo da concentracao de eosinofilos no escarro ajuda a
predizer resposta a corticoterapia e auxilia na retirada deste, além de contribuir no
diagnostico de asma ocupacional. Fenotipos de asma nao eosinofilica foram também
identificados. Estudos epidemiologicos que utilizem a inducdo de escarro poderdo
encontrar relacoes entre fatores de risco distintos e caracteristicas inflamatorias.
Conclusao: o escarro induzido viabiliza a analise das caracteristicas inflamatérias da via
aérea inferior de forma ndo invasiva, sendo utilizado amplamente desde a iltima década.
Mostrou-se um método seguro, acurado e viavel, mesmo na populagdo pediatrica.
Estudos que associem dados epidemiologicos da asma com manifestagcdes inflamatorias

da mucosa bronquica podem sucumbir num melhor entendimento da doenca.
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Abstract

Objective: to describe the utility and safety of induced sputum, calling attention to the
advantages and importance of this technique on asthma clinical research.

Data source: Pubmed data base (from 1985 to 2005).

Data synthesis: the identification of bronchial mucosa inflammatory pattern by induced
sputum analysis has been helpful since the last decade on diagnosis and better
comprehension of asthma. It is a accurate and safe non-invasive technique, including in
children. Test success depends on staff qualification and adequate method validation.
Sputum eosinophil count monitorization helps to predict corticosteroid response and
withdraw; it also contributes to occupational asthma diagnosis. Non-eosinophilic asthma
phenotypes were also identified. Epidemiologic studies using induced sputum might, in
the future, find a relation between distinct risk factors and inflammatory features.
Conclusion: induced sputum allows the analysis of low airway inflammatory features in
a non-invasive procedure that has been widely used over the last decade. It has been
proved a safe, accureted and viable method, even in children population. Association
studies between asthma epidemiology and bronchial mucosa inflammatory features may

lead to a better understanding of the disease.
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Uso do escarro induzido na avaliacio da inflamacao de via aérea em
pacientes com asma
The use of induced sputum to evaluate airway inflammation in patients with

asthma

INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca multifatorial, influenciada por caracteristicas genéticas,
ambientais, socioeconOmicas e culturais. A acdo conjunta de todos estes fatores
contribuiu para um aumento na prevaléncia dessa doenca' e para o surgimento de
diferentes fendtipos de asma, com manifestagdes clinicas variadas. Trés fenotipos bem
documentados consistem na sibilancia transitdria, na sibilancia ndo-atdpica da crianca e

de pré-escolares e na sibilancia atépica mediada por IgE.”

Independente da gravidade da doenga e de seu fendtipo, a asma ¢é caracterizada
por uma inflamagdo cronica da mucosa bronquica, acompanhada por uma obstrucio
variavel ao fluxo aéreo.” Esta inflamagdo estd presente em todos os tipos da doenga,
inclusive nos quadros mais leves, envolvendo diferentes células e mediadores, muitos

ainda desconhecidos.

Gragas a isto, tornou-se necessaria uma melhor avaliagdo das caracteristicas
inflamatorias locais na via aérea. Inicialmente a coleta de células da mucosa bronquica
para a avaliacdo de atividade inflamatoria era feita por bidpsia pulmonar, método
invasivo e de riscos, ja que consiste em procedimento cirirgico. A broncoscopia com

lavado broncoalveolar (LBA) surgiu como alternativa menos invasiva, mas foi apenas na
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ultima década que o estudo do processo inflamatorio das vias aéreas inferiores tornou-se
., , - . . 4 . ~ .
vidvel através de um exame ndo invasivo.” A indug¢do de escarro por meio de
nebuliza¢des com solugdo salina hipertonica se mostrou método ndo invasivo, acurado,
seguro, de baixo custo, sendo desde o inicio da década de 90 amplamente utilizado em

pesquisas clinicas. *

O presente estudo tem como objetivo descrever a utilidade e a seguranga do
escarro induzido (EI), chamando a aten¢do do leitor para as vantagens e a importancia

desta técnica na pesquisa clinica em asma.

METODOS

Identificacao dos estudos:

O banco de dados Pubmed (de 1985 a 2005) foi utilizado para identificar os
estudos. As palavras chaves utilizadas foram: escarro induzido (induced sputum), asma
(asthma), solucdo salina hipertonica (hypertonic saline solution) e inflama¢do de via
aérea (airway inflammation). As referéncias bibliograficas dos artigos selecionados

também foram verificadas para identificar estudos adicionais.

Selecao dos estudos:

Inicialmente foram examinados o titulo e resumo de cada artigo identificado no

banco de dados eletronico. Os estudos considerados potencialmente relevantes foram
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submetidos a uma leitura detalhada do texto completo, sendo selecionados no caso de
demonstrarem resultados relevantes e devidamente analisados. Foram incluidos estudos
de revisdo, estudos de caso-controle e estudos que tiveram como objetivo descrever a
seguranca ¢ viabilidade da técnica do escarro induzido. As referéncias citadas nos

estudos selecionados foram também avaliadas por este método.

SINTESE DE DADOS

A caréncia de um exame ndo invasivo para a coleta de material da mucosa
bronquica foi suprida na ultima década, quando o método da indugao de escarro por
meio de nebulizagdes com solucao salina hipertonica foi finalmente estandartizado.*> A
partir dai varios estudos tem sido publicados demostrando a validade do método, sua

acuracia, eficacia e seguranga, inclusive em criangas.”

A indugdo do escarro era inicialmente realizada com nebulizadores de baixo
. . 5 .
fluxo e nebulizadores a jato. A taxa de sucesso era de 76%.” O aperfeicoamento da

técnica com o uso de nebulizadores ultrassonicos de alto fluxo contribuiu para um

5,10,11

aumento na taxa de sucesso da inducao, chegando a indices de 92%."" Além do tipo

de nebulizador utilizado, ¢ importante que as concentragdes de solugdo salina sejam
utilizadas de acordo com protocolos validados. As concentragdes podem variar de 3 a

5%, utilizando-se concentragdes crescentes (iniciando em 3% , sendo aumentado

4,10, 12

progressivamente até 5%), ou pode ser utilizada uma mesma concentragdo durante

todo o periodo de induggo.'""
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Recomenda-se a utiliza¢do de solugdo salina a 4,5% por ser efetiva, geralmente
bem tolerada e disponivel comercialmente.'® Inducdes com uma mesma concentragdo de
solucdo salina sdo tdo eficientes quanto indu¢des com aumento progressivo das
concentragdes da solugio (3-5%).' Nebulizagdes com solugio salina isoténica (0,9%)
também podem ser utilizadas, especialmente em pacientes que estejam em exacerbacao
de asma ou naqueles com asma grave e que possam nao tolerar nebulizagdes com
solugoes hipert(”)nicas.14 Nao foi observada diferenca na composicao celular das amostras
de escarro obtidas com solugdo salina isotonica ou hipertonica. Entretanto, a taxa de

sucesso da inducdo & superior quando se utilizam solu¢des hipertonicas. '

Além do tipo de nebulizador e da concentragdo de solugdo salina utilizados, ha
diferentes métodos para a inducao de escarro descritos na literatura, podendo a indugao
ser realizada isoladamente ou associada a técnica de broncoprovocag¢ao com solucao

salina hipertonica.''

Inducao de escarro (técnica isolada):

Na técnica isolada da indugdo de escarro administra-se 200 a 400 mcg de
salbutamol spray antes do inicio da indug@o. O uso de salbutamol ¢ util na prevencao de
broncoconstriccdo naqueles pacientes com hiperresponsividade bronquica a solucdo

salina hipertonica, o que faz deste método o mais utilizado e recomendado na

4,8,11,13

literatura. Podem ser utilizadas diferentes concentragdes de solugdo salina (0,9 a

5%), com duragdo de cada nebulizag¢do (de 30 segundos a dez minutos) e tempo total de

4,5,13

nebulizacdes (idealmente de 15 a 20 minutos) também variaveis. Quanto maior o
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tempo da inducdo, maior a chance de serem obtidas amostras de vias aéreas mais

inferiores.'

Espirometrias sao realizadas no inicio do exame (antes e ap6s a administracao do
broncodilatador) e imediatamente apds cada nebulizagdo. O volume expiratério forgado
em um segundo (VEF1) é anotado e quedas do VEFI iguais ou superiores a 20% do
valor obtido apés a administragdo de broncodilatador sao considerados critério para
suspensdo da indug¢do. O exame ¢ também encerrado se uma amostra adequada de

escarro tiver sido obtida ou se o paciente apresentar piora clinica.*”"?

Inducdo de escarro concomitante a técnica de broncoprovocacdo com solucdo salina

hipertonica:

Este método tem a vantagem de possibilitar a avaliagdo da inflamagdo e da
hiperresponsividade de vias aéreas em um mesmo exame, de forma simultanea. Nesta
técnica ndo ¢ administrado broncodilatador antes do inicio do exame, sendo 0 mesmo

utilizado apenas no caso de piora clinica ou da fungdo pulmonar.''

Comparacio entre inducio de escarro (técnica isolada) e inducdo concomitante a técnica

de broncoprovocacido com solucio salina hipertOnica:

Jones e colaboradores publicaram estudo comparando estas duas técnicas,
utilizando a solugdo salina 4,5%."" A indugio com inalagdo prévia de broncodilatador
(técnica isolada) foi realizada por um tempo total de no maximo onze minutos de

nebuliza¢des com solucdo salina hipertdnica (periodos de 1 minuto, dois minutos e dois
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periodos de 4 minutos). A broncoprovocacdo com solu¢do salina hipertonica foi
realizada por um periodo de no maximo 15,5 minutos. Foram incluidas neste estudo 235
criancas com asma (53 foram submetidas a inducdo com inalacdo prévia de
broncodilatador e 182 foram submetidas a técnica associada a broncoprovocagdo). A
taxa de sucesso da inducdo, com obtengdo de uma amostra adequada de escarro, foi de
92% **33 no grupo com inalagdo prévia de broncodilatador e de 70% 127182 1o grupo
submetido a técnica associada a broncoprovocagao (p = 0,03). A inducao do escarro foi
melhor tolerada na técnica com inalagdo prévia de broncodilatador. O efeito colateral
mais comumente observado foi tosse. Apenas 4% dos pacientes 253 submetidos 4 técnica
com inalagdo prévia de broncodilatador apresentaram tosse. Ja na técnica concomitante a

broncoprovocagio, a tosse foi observada em 13% ** 82 dos pacientes (p = 0,0005).

Ao analisar o escarro coletado, ndo houve diferenca entre os dois grupos na
contagem total de células, na percentagem de neutrofilos e de linfocitos, na dosagem de
proteina catidnica eosinofilica e nem de interleucina (IL)-8. Houve diferenga
significativa na viabilidade celular, na percentagem de macréfagos, de eosinofilos e de
células epiteliais e no tempo de nebulizacdo. O tempo de nebulizagdo foi superior na

o ) . ~ 11
técnica associada a broncoprovocagao.

A variacdo no tempo de nebulizagdo pode alterar a contagem diferencial de
células (percentagem de neutrofilos, linfocitos, eosinofilos e macrofagos).”
Nebulizagdes realizadas por periodos mais longos fornecem amostras de escarro de vias
aéreas mais inferiores, resultando em menos neutréfilos e eosinéfilos e mais macréfagos.
Nebulizagdes por periodos mais curtos viabilizam escarro de vias aéreas mais proximais,

sendo o diferencial de células mais rico em neutréfilos e eosinofilos, com menos
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macrofagos alveolares.”" Isto pode explicar a diferenca na contagem de células
encontrada no estudo de Jones e colaboradores: nos pacientes submetidos a técnica com
inalacdo prévia de broncodilatador observou-se menor tempo de nebulizagdo, maior

percentagem de eosinéfilos e menor percentagem de macréfagos.''

Para assegurar coleta de material de vias aéreas mais inferiores e evitar
diferencas entre as amostras coletadas, recomenda-se o uso de tempos constantes e mais
prolongados de nebulizagdes durante a indugdo de escarro. Atualmente sugere-se um
tempo de nebulizacdo de pelo menos 15 minutos, podendo as nebulizagdes serem
realizadas por mais 5 minutos se uma amostra adequada de escarro ndo tiver sido
obtida."* O periodo total de nebulizacdes deve ser sempre citado, a fim de possibilitar

adequada comparacio entre os resultados dos diferentes estudos publicados."

Efeitos colaterais da inducdo de escarro:

Mesmo sendo considerado método seguro e bem tolerado pelos pacientes, a
indugdo de escarro com solugdo salina hipertdnica pode apresentar alguns efeitos

colaterais.

Entre os eventos mais comuns estdo a salivagdo, boca salgada e ndauseas,
podendo estas serem evitadas ou amenizadas se o paciente lavar a boca com agua antes
do inicio e entre o intervalo de cada nebulizagdo. Os sintomas respiratorios: tosse,
dispnéia e broncoconstric¢do, podem ser prevenidos com inalacdo de broncodilatador

antes do inicio do exame.'?
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Nos pacientes que apresentarem funcdo pulmonar reduzida antes do inicio da
indugdo de escarro, a mesma pode ser realizada com solugdo salina isotonica e inalacao
prévia de 200 a 400 mcg de salbutamol spray, diminuindo-se assim a chance de piora da

funcio pulmonar.>"

Qualidade da amostra de escarro:

Independente de qual método for escolhido, o objetivo principal ¢ obter uma
amostra adequada de escarro. O escarro ¢ composto por liquidos € componentes
celulares como macrofagos, eosindfilos, neutrédfilos, linfocitos, células da mucosa
bronquica e células inflamatérias. Quando expectorado, hd mistura do escarro com

. , g . , . . 16 . ~
saliva, células epiteliais escamosas e bactérias da orofaringe.” A contaminacdo por
saliva, rica em células escamosas, ¢ um problema comum. As células escamosas sao

células grandes que, em concentragdes elevadas, dificultam a visualizagdo de outras

, 5,16
células.”

A contaminagdo da amostra por saliva e por secrecdes da via aérea superior pode
ser minimizada se o paciente lavar a boca com dgua antes de iniciar o exame e durante o
intervalo das nebulizagdes e se assoar o nariz antes do inicio da indugdo.>'

Apds processada, a amostra ¢ considerada adequada se houver: pouca
contaminacio por saliva (< 20% de células escamosas);*'*'®!7 viabilidade celular
superior a 50%, visualizada em hemocitdmetro, sendo as laminas coradas com azul de

4,16,17

Tripan; escore de qualidade celular superior a 4: sdo avaliadas a quantidade de

debris celulares, as bordas celulares e a impressdo geral do observador (escore com
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pontuacdo minima de 3 e maxima de 9); e '° possibilidade de analisar pelo menos 400

células.®!>1°

Processamento e analise do escarro induzido:

Um adequado processamento e analise da amostra devem ser realizados. Isto
requer uma equipe de profissionais responsaveis, experientes € com treinamento
adequado, utilizando técnicas pré-validadas.'® Ha duas técnicas validadas bastante
utilizadas atualmente: uma seleciona (com o auxilio de um microscopio) os “plugs” de
secrecdo da amostra, tentando assim diminuir a quantidade de saliva. O material
selecionado ¢ entdo processado. A outra técnica processa todo o material coletado, sem
separacao da saliva. A vantagem de selecionar o escarro antes do processamento da
amostra ¢ a possibilidade de diminuir a contaminagdo da amostra por saliva, sendo
conseqiientemente menor a percentagem de células escamosas nas laminas processadas,
facilitando a visualizacdo das outras células. A desvantagem deste método ¢ a
necessidade de um microscopio invertido (nem sempre disponivel nos laboratérios) e um

tempo maior de processamento da amostra.”'®

O material pode ser processado em até 9 h apos a coleta se armazenado a -4

1 . 417,19
graus C,'” mas recomenda-se o processamento da amostra em até 2 horas.*'”

Apos processada, a amostra pode ser analisada quanto a caracteristicas celulares

(contagem total de células, percentagem de neutrédfilos, eosinédfilos, macréfagos,

e . L1819
linfocitos e células escamosas) e bioquimicas. ™
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Independente de qual componente do escarro induzido for analisado, esta analise
deve ser sempre validada. Até o momento, a analise do escarro induzido foi validada
principalmente quanto a concentracdo de eosinodfilos, expressa em percentagem de

eosinofilos sobre a quantidade total de células ndo escamosas observadas na amostra. '

Utilidade do EI na pratica clinica:

A identificagdo do padrao inflamatério da mucosa bronquica tem ajudado no
diagnostico e no melhor entendimento da asma e também na decisdao de condutas
terapéuticas. Ja se sabe que na “asma classica” (associada a alergia) ha aumento da
concentracio de eosin6filos na mucosa bronquica® e que a terapia com corticoesterdides
pode ajudar a diminuir essa concentracdo.”’ A monitoragio da concentracio de
eosinofilos no EI pode ser ttil para predizer resposta ao tratamento com corticdides e
também para auxiliar na suspensdo do mesmo.”” Pacientes com concentracdes de
cosinofilos inferiores a 3% apresentam pobre resposta & corticoterapia.”® Alteracdes nas
concentragdes de eosinofilos no EI podem também ajudar no diagndstico de pacientes
com asma ocupacional.** Foi descrito ainda que pacientes em exacerbagio de asma ou
com asma grave apresentam um aumento da concentragdo de neutréfilos,'”* e que

pacientes com tosse cronica nao relacionada a asma e sem inflamagdo eosinofilica nao

respondem ao tratamento inalatorio com budesonida.”®

Outra colaboragdo da avaliagdo da resposta inflamatoria bronquica ¢ a
identificacdo de novos fendtipos de asma sem associagdo com atopia, onde a inflamagao

eosinofilica nem sempre estd presente. Em revisao realizada por Dowes e colaboradores,
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apenas 50% dos casos de asma apresentaram uma inflamacdo predominantemente
eosinofilica. Nos demais casos uma inflamagao neutrofilica se mostrou presente, tanto

em pacientes com asma grave como naqueles que apresentavam asma leve e moderada.”’

Uso do EI no estudo da asma:

O EI surgiu como um método nao-invasivo para a coleta de material da mucosa
bronquica, facilitando o estudo das caracteristicas inflamatodrias locais de via aérea. O
grande numero de estudos realizados na ultima década demonstra a importancia do EI no
estudo da asma. E consenso na literatura de que a asma é uma doenga multifatorial,
sendo sua fisiopatogenia influenciada por fatores genéticos, socio-econdmicos e
ambientais."”***>" A influéncia dos fatores ambientais ¢ a identificacdo de fatores de
risco para a doenca tém sido amplamente estudados em grandes estudos
epidemioldgicos.! A avaliagio de caracteristicas inflamatérias por meio do EI pode ser
incluida em estudos epidemiologicos e quem sabe relagdes entre padrdes inflamatérios e
fatores de risco para asma possam ser encontrados. Outra vantagem do EI ¢ a viabilidade
de seu uso em criangas. O uso do EI contribuiu de forma significativa no estudo da
inflamacdo de via aérea neste grupo de pacientes, onde a realizacdo de broncoscopia
com LBA muitas vezes ndo era possivel por implica¢des éticas. Gibson publicou em
1998 estudo descrevendo o uso do EI em criangas com asma. O método € seguro e com
taxas de sucesso semelhantes aos adultos, sendo viavel em criangas a partir de 6 anos de

idade.’
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Para adequada utilizagdo do EI na pesquisa clinica, Inman e colaboradores
sugerem que cada grupo de pesquisa determine o tamanho de amostra baseado em dados
de variabilidade e reprodutibilidade da concentragdao de eosindfilos no escarro de sua
propria populagdo.” Portanto, deve-se inicialmente realizar estudos que descrevam as
caracteristicas citoldgicas do escarro induzido da populacao que se pretenda estudar. No
Brasil, recentemente foi publicado um estudo realizado em Sao Paulo, o qual descreveu
as caracteristicas citoldgicas em pacientes de 6 a 18 anos, estaveis ou em exacerbacgdo de
asma. O exame se mostrou seguro (inclusive no pacientes em exacerbacdo de asma),
com taxa de sucesso de 67%. Os achados citoldgicos foram comparados entre quatro
grupos (asma leve, moderada, grave e exacerbacdo de asma), ndo sendo encontrada
diferenca na quantificagao de eosinofilos. Isto pode ser atribuido ao fato de neste estudo
todos os pacientes estarem recebendo terapia com corticoesterdides, o que diminui a
concentracdo de eosinofilos na mucosa bronquica. Nos pacientes em exacerbagdo de

asma houve predominio de neutréfilos (p < 0,005)."7

No Rio Grande do Sul ainda ndo hé dados descritos referentes a percentagem de

eosinofilos no escarro induzido de pacientes com ou sem asma.

Como ja discutido anteriormente, o uso do EI pode levar a um melhor
entendimento da fisiopatogenia da asma. Entretanto, os estudos utilizando este método
devem ser realizados apenas por equipes previamente treinadas e com experiéncia,

: (13
assegurando-se assim resultados confiaveis.
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CONCLUSAO

O EI viabiliza a andlise das caracteristicas inflamatorias da via aérea inferior de
forma ndo invasiva, sendo utilizado amplamente desde a tltima década. Mostrou-se um
método seguro, acurado e viavel, mesmo na populacao pediatrica. O sucesso do exame
depende do treinamento adequado de toda a equipe, desde a indugdo do escarro até o
processamento e analise da amostra. A descricdo da percentagem de eosinofilos e
neutréfilos na mucosa bronquica possibilitou a identificagdo de fenotipos de asma nao-
eosinofilica, ndo associados a alergia. A monitorizacdo da concentragdo de eosinéfilos
na mucosa bronquica por meio do EI pode ajudar a predizer resposta ao tratamento com
corticoesterdides e também auxiliar no processo de reducao e suspensao do mesmo.
Estudos que associem dados epidemioldgicos da asma com as manifestagdes
inflamatérias da mucosa bronquica podem sucumbir num melhor entendimento da
doenca e talvez na identificagdo de novas opgdes terapéuticas, especificas para cada tipo

de paciente.
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Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Adendo, utilizado para o
estudo atual)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) ja esta participando do estudo coordenado pela Dra Marilyn Urrutia
Pereira e estd sendo convidado para participar de mais um estudo. Este novo estudo tem
o titulo de “Caracteristicas citologicas do escarro induzido em criangas sibilantes e em
criangas normais”. Nosso objetivo ¢ avaliar inflamagdo nos bronquios (canais de ar
dentro dos pulmoes) e para isso pretendemos coletar escarro (catarro) dos pulmdes de
seu filho(a).

Coleta do escarro: para coletar o escarro faremos nebulizagdes com soro salgado

(mais ou menos como a agua do mar) por um tempo de no méximo 20 minutos. Esta
nebulizacdo faz os pulmdes soltarem catarro. O catarro coletado vai ser examinado para
ver diferentes tipos de inflamagdo (parte desse exame vai ser feita no dia da coleta e
outra parte do catarro vai ser guardada para no futuro examinar novamente outros tipos
de inflamacgao).

Efeitos colaterais: durante as nebulizagdes seu filho(a) pode ter boca seca,

aumento da produgdo de saliva (guspe) e enjoo. Esses sintomas podem ser evitados
lavando a boca com agua. Pode também acontecer tosse, leve dificuldade para respirar
(falta de ar) e chiado no peito, mas geralmente esses efeitos sdo passageiros. Eles podem
ser evitados se antes do exame o seu filho(a) receber salbutamol spray (remédio parecido
com o Berotec, que serve para abrir os bronquios): este remédio serd dado ao seu
filho(a) antes de comecar o exame. Se seu filho(a) sentir falta de ar ou chiado,
novamente vai receber o salbutamol spray e o exame seréd interrompido (terminado). O
exame so vai ser novamente comecado se seu filho(a) estiver se sentindo bem.

Todos os dados deste estudo sdo confidenciais e se seu filho(a) desistir de
participar, isto pode ser feito a qualquer momento, sem que haja qualquer forma de
prejuizo. Os pesquisadores garantem o direito a perguntas ou esclarecimentos

especificos sobre os procedimentos realizados ou sobre os resultados obtidos.
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As informagdes obtidas neste estudo sdo muito importantes para ajudar a
entender mais sobre doencas alérgicas em Uruguaiana e podem ajudar a explicar como
acontece a inflamacao na asma. Por isso a participagao de seu filho(a) ¢ muito valiosa.

Eu, , fui informado(a) dos

objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informagdes sobre todos os
procedimentos que serdo feitos e os possiveis desconfortos, riscos e beneficios
associados. Todas as minhas duavidas foram esclarecidas, e sei que poderei solicitar
novas informagdes a qualquer momento. Além disso, sei que as informagdes obtidas
durante o estudo sdo confidenciais e privadas, e que poderei retirar meu filho(a) do
estudo a qualquer momento.

Caso necessite, poderei chamar a coordenadora da pesquisa em Uruguaiana, Dra.
Marilyn Urrutia Pereira pelo telefone 55-4114822, ou Dra Anna Claudia Drews pelo
telefone 51-9245-0893 ou 51-3384-5104 (pesquisadora responsavel pelo estudo atual).

Declaro que recebi copia deste termo de consentimento, ficando outra copia sob

os cuidados do pesquisador responsavel.

Nome da crianca

Assinatura da crianga, se aplicavel Data

Nome do responsavel legal

Assinatura do responsavel legal Data

Nome do entrevistador (autorizado a aplicar o termo de consentimento)

Assinatura do entrevistador Data




Anexos 117

Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Dissertacio Dr Marilyn
Urrutia Pereira

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As doengas alérgicas, como asma, rinite e dermatite atopica (alergia de pele) sdo
mais comuns hoje em dia do que eram antigamente. Sabemos muito pouco do porque do
aumento dessas doengas que sdao muito incomodas, principalmente para as criangas.
Nesta pesquisa queremos saber quantas criancas entre 9 e 12 anos, na cidade de
Uruguaiana e arredores, apresentam asma, rinite (alergia de nariz) ou dermatite atopica
(alergia de pele). Queremos também saber informagdes sobre a familia, a crianca e seu
meio ambiente para podermos ter idéia de quais sao os fatores de risco associados a estas
doengas.

Se vocé concordar que seu(sua) filho(a) participe desta pesquisa, marque as
avaliagdes que ele(a) podera realizar:

( ) A mae ou responsavel legal deverd responder a um questionario sobre a crianga, sua
familia e seu meio ambiente, realizado por um entrevistador;

() Exame fisico da crianga, para investigar dermatite atdpica (alergia de pele) na
crianga;

( ) Coleta de fezes, para avaliar verminoses;

() Teste cutaneo, para ver se a crianga ¢ alérgica. O teste consiste em uma pequenas
picadas no antebrago para ver se a crianc¢a tem alergia as substancias colocadas em
gotinhas sobre a pele. Caso a crianca seja alérgica a alguma das substancias (acaros do
po, pelo de gato, pelo de cachorro, grama, fungos) uma pequena reacao na pele acontece.
Os possiveis desconfortos causados pelo exame sdo: vermelhiddo e coceira no local da
aplicagdo do teste cutdneo. Para evitar maior desconforto, serd fornecido, se necessario,
imediatamente apos o exame, medicamento (pomada) que diminua a irritacao;

() Coleta de sangue para estudo de alergias, e de sangue para avaliagdo genética (para
ver caracteristicas familiares das doengas). Serdo coletados Sml de sangue, através de

puncdo com agulha;
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( ) Teste de capacidade pulmonar (espirometria). A crianga devera soprar através de um
bocal para medir sua capacidade pulmonar. O primeiro teste sera feito antes e apos o uso
de uma medicacgao bronco-dilatadora (salbutamol) muito segura e usada sem problemas
por criangas, mesmo em suas casas. Os efeitos colaterais mais comuns sao de taquicardia
e tremor, mas quando presentes, ndo oferecem qualquer perigo. Uma segunda testagem
sera feita antes a apos um periodo de corrida de alguns minutos.

Todos os dados da pesquisa sdo confidenciais, € o abandono da pesquisa, por
parte do escolar, pode ser feito a qualquer momento, sem que haja qualquer forma de
prejuizo. Os pesquisadores garantem o direito a perguntas ou esclarecimentos
especificos sobre os procedimentos realizados, ou sobre os resultados obtidos.

As informagdes obtidas neste estudo sdo muito importantes para que se possa
conhecer mais sobre doencas alérgicas em Uruguaiana e poder se estudar suas possiveis
causas em outros centros de pesquisa, portanto a participagdo de seu filho(a) ¢ muito
valiosa.

Eu, , fui informado(a) dos

objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informacgdes sobre todos os
procedimentos que serdo feitos e os possiveis desconfortos, riscos e beneficios
associados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas, e sei que poderei solicitar
novas informagdes a qualquer momento. Além disso, sei que as informagdes obtidas
durante o estudo sdo confidenciais e privadas, € que poderei retirar meu filho(a) do
estudo a qualquer momento.

Caso necessite, poderei chamar a coordenadora da pesquisa em Uruguaiana, Dra.
Marilyn Urrutia Pereira pelo telefone 55-4114822.

Declaro que recebi copia do presente consentimento, ficando outra copia sob os

cuidados do pesquisador responsavel.

Nome do responsavel: Ass:
Data: / /
Nome do entrevistador: Ass.:

Data:  / /
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Anexo 3 - Questionario

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA / INSTITUTO DE PESQUISAS BIOMEDICAS

CARACTERISTICAS CITOLOGICAS DO ESCARRO INDUZIDOS EM CRIANGAS
SIBILANTES E EM CRIANCAS NORMAIS

Nome do Aluno:
REGISTRO:

Data de nascimento: / / Sexo: masc. fem.

Mae/Resp.:

Endereco:

Bairro: Telefone:

Escola: Série: a

Em que dia o questionario foi preenchido? / /

1. PERGUNTAS SOBRE PROBLEMAS RESPIRATORIOS:

1.1 Alguma vez na vida seu filho/a teve chiado (tipo miado de gato ou apito) no peito?

Sim Nao
SE A RESPOSTA ACIMA FOI "NAO", POR FAVOR, PASSE A PERGUNTA 1.6.

1.2 Nos ultimos 12 meses seu filho/a teve chiado (tipo miado de gato ou apito) no peito?

Sim Nao
SE A RESPOSTA ACIMA FOI "NAO", POR FAVOR, PASSE A PERGUNTA 1.6.

1.3 Nos ultimos 12 meses gquantas crises/ataques de chiado (tipo miado de gato ou apito) no

peito seu filho/a teve?
Nenhuma 1a3 4a12 Mais de 12

1.4 Nos ultimos 12 meses quantas vezes seu filho/a acordou a noite por causa de chiado (tipo
miado de gato ou apito) ?
Nunca se acordou com chiado Menos de 1 noite por semana
Uma ou mais de uma noite por semana

1.5 Nos ultimos 12 meses os chiados (tipo miado de gato ou apito) no peito tém sido tdo graves
que seu filho n&o consiga dizer duas palavras seguidas sem que tenha que parar para
respirar?
Sim Nao

1.6 Seu filho/a teve asma alguma vez na vida?

Sim Nao
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1.7 Nos ultimos 12 meses vocé notou chiado (tipo miado de gato ou apito) no peito de seu
filho/a ao respirar, durante ou depois de fazer exercicio (correr, jogar bola, pular, etc.)?

Sim Nao

1.8 Nos ultimos 12 meses seu filho/a tem apresentado tosse seca a noite, que ndo tenha sido a

tosse por resfriado ou gripe?

Sim Nao

1.9 Nos ultimos 12 meses vocé ouviu chiado (tipo miado de gato ou apito) no peito de seu filho

durante ou apds exercicios?

Sim Nao

1.10 Nos ultimos 12 meses quantas vezes seu filho/a internou no hospital por crise de chiado ou

asma?

Nenhuma Uma vez Duas vezes Mais de 2 vezes

1.11 Nos ultimos 12 meses quantos dias de colégio (completos ou em parte) seu filho/a perdeu
por chiado ou asma?

Nenhum 1 a5 dias 6 a 10 dias Mais de 10 dias
1.12 Nos ultimos 30 dias seu filho/a teve gripe, resfriado ou outras doencas respiratorias?

Nao Sim
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Anexo 4 - Ficha de dados do paciente

1) Identificagdo (registro): Data de nascimento: /|
2) Peso: (kg) Altura: (cm)
3) Medicamentos nos tltimos 30 dias (corticdides, imunossupressores, etc):
4) Doengas nos ultimos 30 dias (doengas respiratorias, etc):
5) Doengas cronicas além de asma:
6) Espirometria: VEF1 (basal): L (%)
Poés-salbutamol (pos-BD): L (%)
15% queda: ~ x0,85=_ %
7) Indugdo do escarro: _ :  h (inicio) ___: h(término)

Nebulizagoes: duragdo: ~ min VEF1: % CVF/VEF1:.
duragdo:  min VEF1l: % CVF/VEF1:
duragdo:  min VEF1: % CVF/VEF1:
duracdo:  min VEF1l: % CVF/VEF1:

Tempo total de nebulizacdo:  min

Tempo total de nebulizacdo até conseguir primeira amostra de escarro: _ min

Critério de término do exame: () desisténcia da crianga

() queda persistente VEF1

() tempo total de 20 minutos

8) Amostra: volume total:  mL - armazenados 100 mcL: ( )sim ( )ndo

Cor: (marron, verde, amarelo,etc)
Numero plugs de muco: Células escamosas: %
Volume processado:  mcL Viabilidade: %
Volume filtrado:  mcL TCC: __ x 10Ml
Sobrenadante: ~ mcL — armazenado: ( )sim ( )ndo
Processamento:  :  h (inicio) __ . h(término)

9) Citologico diferencial: 400 células contadas: ( )sim  ( )ndo

Eosinofilos: (_ %)
Neutrofilos: (_ %)
Macrofagos: (__%)
Linfocitos: (_ %)

Cél. escamosas: (%)

[
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Apéndice ii
Banco de dados: Parte I
Cat Cat Asma Sib. Sib ult VEF1
ID DN | COLETA | GENERO | IDADE | PESO | ALTURA | antiga atual vida vida ano Atopia basal
25| 12/5/1993 | 4/11/2006 1 12,3 [ 60,00 [ 153,00 1 1 1 1 1 1 90
87 | 30/10/1994 | 9/1/2006 1 11,9 [ 58,00 | 160,00 1 1 1 1 1 1 95
99 | 15/3/1993 | 4/12/2006 2 13 | 45,00 | 160,00 1 1 1 1 1 1 98
107 5/2/1992 | 4/12/2006 2 13,9 [ 37,00 | 148,00 1 1 1 1 1 1 102
109 | 19/10/1993 | 4/11/2006 2 12,5 | 44,00 | 152,00 2 2 1 1 1 2 93
187 | 9/10/1993 | 4/12/2006 1 12,6 | 54,00 | 158,00 3 3 2 2 2 2 105
216 | 10/7/1992 | 13/4/2006 1 13,5 [ 49,00 | 154,00 2 2 1 1 1 2 88
238 5/8/1993 | 29/08/2006 2 13,2 [ 55,00 | 150,00 3 3 2 2 2 2 93
267 | 1/10/1993 | 4/11/2006 1 13,2 | 55,00 | 155,00 3 3 2 2 2 2 97
282 | 24/02/1993 | 28/8/2006 2 13,5 | 60,00 [ 158,00 2 2 1 1 1 2 94
316 | 14/02/1993 | 4/12/2006 2 13,1 [ 39,00 | 145,00 3 3 2 2 2 2 100
410 | 19/06/1993 | 29/8/2006 2 13,1 [ 52,00 | 146,00 1 1 1 1 1 1 99
425 4/6/1994 | 9/1/2006 1 12,4 | 46,00 | 146,00 1 1 1 1 1 1 99
436 | 6/11/1993 | 4/11/2006 1 12,8 | 44,00 | 154,00 2 2 2 1 1 2 93
438 | 22/09/1991 | 4/12/2006 1 14,6 | 47,00 [ 165,00 3 3 2 2 2 2 92
439 1/4/1993 | 4/11/2006 1 13,2 [ 59,00 [ 160,00 2 2 2 1 1 2 99
487 6/4/1992 | 4/10/2006 1 13,8 [ 60,00 | 157,00 2 2 2 1 1 2 89
495 | 27/07/1993 | 13/4/2006 2 12,8 | 43,00 | 153,00 3 3 2 1 2 2 90
500 | 27/06/1994 | 31/8/2006 1 12,1 [ 50,00 | 151,00 1 1 1 1 1 1 83
522 | 26/07/1993 | 4/11/2006 2 12,8 | 42,00 | 151,00 1 1 2 1 1 1 84
534 | 17/06/1993 | 4/10/2006 2 12,9 [ 30,00 | 145,00 3 3 2 2 2 2 96
535 5/9/1992 | 4/10/2006 2 13,9 [ 65,00 | 156,00 1 1 1 1 1 1 90
579 | 21/9/1993 | 13/4/2006 2 12,5 | 44,00 | 147,00 2 2 2 1 1 2 86
582 7/5/1993 | 31/8/2006 1 13,1 [ 57,00 | 154,00 1 1 2 1 1 1 100
625 | 28/9/1993 | 29/8/2006 1 12,9 [ 36,00 [ 144,00 2 2 2 1 1 2 104
630 | 16/11/1993 | 4/10/2006 2 12,5 [ 50,00 | 145,00 2 2 2 1 1 2 94
633 | 21/01/1994 | 30/8/2006 2 12,5 | 35,00 | 138,00 2 2 2 1 1 2 98
647 | 1/11/1993 | 29/08/2006 2 13,5 | 45,00 | 157,00 2 2 2 2 1 2 94
722 | 29/06/1993 | 30/8/2006 2 13,1 [ 45,00 | 152,00 2 2 2 1 1 2 99
724 | 20/07/1992 | 9/1/2006 2 14,1 [ 50,00 [ 158,00 1 1 1 1 1 1 96
772 | 13/10/1993 | 30/8/2006 1 12,9 [ 55,00 | 160,00 1 1 1 1 1 1 94
841 | 28/12/1993 | 30/8/2006 2 12,7 | 55,00 | 157,00 1 1 2 1 1 1 94
853 | 30/06/1993 | 4/11/2006 2 12,9 [ 36,00 | 147,00 3 3 2 2 2 2 100
892 | 3/10/1993 | 30/8/2006 2 13,4 [ 50,00 [ 150,00 1 1 1 1 1 1 101
900 | 11/4/1991 | 31/8/2006 2 14,7 | 46,00 [ 150,00 1 1 2 1 1 1 90
944 | 20/4/1992 | 4/10/2006 1 14 | 53,00 | 153,00 1 1 2 1 1 1 92
949 | 7/12/1993 | 28/8/2006 1 13 | 55,00 | 156,00 1 1 1 1 1 1 94
950 3/9/1993 | 4/12/2006 1 13 | 33,00 | 137,00 2 2 1 1 1 2 98
1000 | 25/8/1993 | 9/1/2006 2 13 | 33,00 | 141,00 2 2 1 1 1 2 87
1131 6/2/1992 | 29/8/2006 1 14,1 [ 33,00 [ 138,00 2 2 2 1 1 2 93
1148 4/8/1994 | 30/8/2006 2 12,3 [ 35,00 | 138,00 2 2 2 1 1 2 93
1168 | 19/06/1993 | 28/8/2006 1 13,1 [ 50,00 | 152,00 2 2 1 1 1 2 97
1169 | 10/12/1993 | 28/8/2006 2 12,9 [ 35,00 | 140,00 2 2 1 1 1 2 95
1200 | 25/01/1994 | 29/8/2006 2 12,7 | 44,00 | 150,00 2 2 2 1 1 2 99
1259 | 18/05/1992 | 4/11/2006 1 14 | 60,00 | 166,00 3 2 1 1 1 2 97
1273 | 12/5/1993 | 31/8/2006 2 12,7 | 38,00 | 141,00 3 3 2 1 2 2 90
1294 5/6/1992 | 29/8/2006 2 14,1 | 59,00 | 156,00 3 3 2 2 2 2 94
1408 | 2/11/1993 | 9/1/2006 2 13,6 | 62,00 | 156,00 1 1 1 1 1 1 90
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Banco de dados: Parte 11

VEF1p6s VEF1 final Induc Induc Tempo

VEF1/CVF | BD indugao Amostra | Eosin | Neut | Mac | Linf | Escamos. | Viabilid. | TCC | inicio fim ind
0,78 91 89 2 8:50 9:30 40
0,8 96 97 1 12 11 72 3 16 87| 7,2 15:20 15:50 30
0,86 98 96 1 10| 10,5 76 1 20 88| 1.2 10:21 11:00 39
0,87 100 97 1 64 0] 34,5 1 6 82 13 10:35 11:10 35
0,79 97 95 1 1,2 | 10,7 83| 21 13 86| 34 9:15 9:40 35
0,88 102 102 1 0 12| 82,6 2 8 75| 1.8 14:15 14:50 45
0,81 92 93 1 1,2 11,6 84| 04 14 90 4 16:05 16:35 30
0,89 94 91 1 0,5 12| 86,3 | 0,2 15 93| 36 15:15 15:44 29
0,8 96 97 1 0,1 20 76| 1,6 11 90 3 16:20 16:55 35
0,84 97 96 2 14:30 15:16 46
0,86 100 98 1 1,1 194 777] 0,8 6 66| 1,9 15:55 16:25 30
0,82 97 100 2 17:00 17:31 31
0,77 102 104 1 33| 104 83| 1.1 12 88| 58 15:14 15:53 39
0,79 92 95 3 0 0 0 0 100 97| 15 15:30 16:05 35
0,88 96 95 1 0,5 20 76| 1,5 18 88 2 14:22 15:05 38
0,88 95 94 1 0] 17,8] 794 | 11 19 71| 23 14:27 15:00 33
0,78 92 91 1 0 18 78 1 9 75| 24 9:27 9:55 28
0,85 90 88 3 0 0 0 0 100 73| 1.8 16:20 16:50 30
0,79 87 86 1 0,2] 12,1 86 0 20 68| 34 14:18 14:49 31
0,78 90 89 3 0 0 0 99 60| 03 15:47 16:23 36
0,85 95 92 3 0 0 0 0 100 60| 1.2 14:56 15:35 39
0,84 92 89 1 13,5 11 73] 03 11 90 9 15:00 15:40 40
0,79 90 88 1 0,3 21| 731 16 20 95 3 10:32 11:04 32
0,87 97 96 2 16:13 16:39 26
0,88 102 102 1 35| 209 | 745 0 17 93| 35 17:00 17:33 33
0,86 95 93 1 30| 657 1 6 80| 24 17:00 17:28 28
0,85 96 97 2 15:30 16:05 35
0,84 95 93 1 0,6 25| 71,2 02 16 90 4 16:00 16:35 35
0,8 98 97 1 66 7 24 2 0 83| 58 18:00 18:28 28
0,81 99 97 3 0 0 34 1 60 90 3 17:16 17:44 28
0,8 93 90 1 56 10 | 29,2 4 0 80| 29 16:30 17:00 30
0,79 94 93 1 1,3] 19,3 79 0 20 90 5 14:45 15:20 35
0,88 99 99 1 0] 21,3 76 0 20 66| 26 14:20 14:53 33
0,85 100 95 1 82| 11,8| 77,8| 0,2 15 89| 45 9:05 9:40 35
0,83 92 88 1 16| 154 79 2 20 95| 14 9:10 9:37 27
0,84 94 95 1 63| 11,3| 77,7 | 11 5 64 5 15:10 15:40 30
0,79 96 95 1 10,2 | 10,7 | 76,4 | 07 2 89| 32 13:30 14:00 30
0,87 97 97 1 0| 159 | 785| 4,2 6 80| 1,7 10:20 10:46 26
0,78 86 87 1 6,2| 18,6 73| 07 17 83| 7,6 15:58 16:29 31
0,8 96 95 1 0| 17,9| 75,6 5 9 60 5 14:20 14:55 35
0,78 95 92 1 4,1 20| 70,7 | 21 3 62| 4.1 15:35 16:06 31
0,87 97 97 2 13:25 13:50 25
0,83 96 96 3 0 0 3 1 96 85| 272 15:25 16:00 35
0,86 102 101 1 152 | 81,9| 04 7 9| 19 13:10 13:37 27
0,84 98 95 1 1,3 31 65 1 20 49| 15 15:32 16:00 28
0,82 95 89 1 27,5 71] 05 16 78| 3,2 9:54 10:25 31
0,86 96 95 3 0 0 0 100 100 | 0,8 9:25 10:10 45
0,77 95 94 1 84| 11,3 79| 03 6 791 29 16:35 17:00 25
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Banco de dados: Parte 111

Tempo | Tempo prim Tempo Tempo V. V. M.

neb amostra coletal/proc proces. processado | filtrado | Precipitado | Conc

20 2
20 5 22 63 400 1500 1400 2
20 15 30 70 120 700 600 2
20 20 30 50 100 500 460 2
20 20 35 45 440 2050 1900 2
20 5 45 40 75 800 615 2
20 20 25 43 285 1900 1700 2
20 15 16 80 300 1530 1590 2
20 5 25 55 100 1800 1600 2
20 2
20 10 20 70 50 400 400 2
20 2
20 5 17 78 300 1000 900 2
20 20 40 40 30 100 100 2
20 15 35 65 300 1800 1600 2
20 10 20 40 100 800 800 2
20 10 30 65 250 2000 1660 2
20 10 10 50 50 400 300 2
20 5 31 80 300 1000 1100 2
20 15 22 80 100 800 470 2
20 5 25 63 100 800 620 2
20 10 20 90 200 1850 1800 2
20 5 16 50 100 700 700 2
20 2
20 15 30 72 280 1700 1500 2
20 10 22 60 300 2100 2000 2
20 2
20 15 36 86 400 900 800 2
20 20 30 82 500 1600 1500 2
20 15 35 74 600 1400 1400 2
20 20 30 85 700 1800 1600 2
20 20 20 77 100 400 300 2
20 10 27 75 100 800 600 2
20 20 20 72 300 1500 1300 2
20 15 23 88 250 900 850 2
20 5 20 70 50 400 400 2
20 20 15 75 200 1000 1000 2
20 5 14 60 300 2000 2000 2
20 10 11 89 400 1400 1200 2
20 5 10 55 400 2000 2000 2
20 10 25 84 400 1400 1300 2
20 2
20 15 15 55 100 600 550 2
20 20 21 77 600 1400 1400 2
20 20 35 85 500 3200 3000 2
20 20 33 69 500 1500 1400 2
20 20 20 85 50 100 80 2
20 10 22 68 400 1800 1700 2
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Banco de dados: Parte IV
Cat Cat Asma Sib. Sib ult VEF1
ID DN | COLETA | GENERO | IDADE | PESO | ALTURA | antiga atual vida vida ano Atopia basal
1459 9/3/1994 | 30/8/2006 2 12| 35,00 | 141,00 3 2 1 1 1 2 95
1494 | 27/06/1993 | 31/8/2006 1 13,1 | 48,00 [ 160,00 1 1 2 1 1 1 85
1499 | 21/09/1993 | 9/1/2006 2 13 | 45,00 | 150,00 1 1 2 1 1 1 97
1576 | 29/05/1993 | 9/1/2006 1 13,2 | 45,00 | 156,00 1 1 1 1 1 1 98
1605 | 23/10/1994 | 9/1/2006 1 11,9 [ 40,00 | 140,00 1 1 1 2 1 1 95
1624 | 16/10/1993 | 28/8/2006 1 12,9 | 45,00 | 150,00 1 1 1 1 1 1 88
1701 | 24/08/1994 | 9/1/2006 1 12,1 ] 58,00 | 160,00 1 1 1 1 1 1 97
1717 | 15/05/1994 | 31/8/2006 1 12,1 [ 40,00 | 143,00 2 2 2 1 1 2 96
1802 3/5/1994 | 9/1/2006 2 12,5 | 45,00 | 148,00 1 1 2 1 1 1 86
1818 | 26/02/1994 | 9/1/2006 2 12,6 | 47,00 | 156,00 1 1 1 1 1 1 89
1850 | 27/01/1993 | 9/1/2006 2 13,6 | 54,00 | 158,00 2 2 2 1 1 2 97
1855 3/5/1994 | 9/1/2006 2 12,5 | 44,00 | 157,00 1 1 2 1 1 1 84
1893 | 21/06/1992 | 4/12/2006 2 13,8 [ 33,00 | 140,00 3 3 2 2 2 2 96
1903 | 25/06/1994 | 4/12/2006 2 11,9 [ 33,00 [ 139,00 3 3 2 2 2 2 99
1911 | 22/11/1993 | 31/8/2006 1 12,9 [ 42,00 | 148,00 3 2 1 1 1 2 89
1914 8/9/1992 | 28/8/2006 1 14 | 40,00 | 145,00 2 2 1 1 1 2 95
1916 | 23/8/1994 | 29/08/2006 1 12| 5,00 160,00 1 1 1 1 1 1 90
1925 | 25/02/1994 | 13/4/2006 2 12,1 | 47,00 | 156,00 3 2 1 1 1 2 88
1927 | 16/5/1994 | 13/4/2006 1 11,9 [ 47,00 | 148,00 3 3 2 2 2 2 97
1940 | 28/10/1991 | 30/8/2006 2 14,9 | 47,00 | 157,00 3 2 1 1 1 2 85
1942 | 23/08/1992 | 31/8/2006 1 14 | 45,00 | 159,00 3 3 2 2 2 2 90
1946 | 16/01/1994 | 31/8/2006 1 12,5 | 33,00 | 133,00 3 2 1 1 1 2 93
1963 | 29/10/1993 | 28/8/2006 2 12,9 [ 47,00 [ 150,00 2 2 2 1 1 2 88
1976 | 13/01/1993 | 29/8/2006 2 13,5 [ 42,00 | 140,00 3 3 2 2 2 2 99
1977 | 29/11/1993 | 31/8/2006 2 12,8 | 72,00 | 167,00 3 3 2 1 2 2 96
1996 | 20/03/1994 | 29/8/2006 2 12,4 | 60,00 | 162,00 3 3 2 2 2 2 98
2002 | 10/3/1994 | 29/8/2006 2 11,9 [ 56,00 | 158,00 3 3 2 2 2 2 94
2003 | 6/6/1993 | 4/11/2006 1 12,9 | 59,00 | 152,00 3 3 2 2 2 2 95
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Banco de dados: Parte V

VEF1p6s VEF1 final Induc Induc Tempo

VEF1/CVF | BD indugao Amostra | Eosin | Neut | Mac | Linf | Escamos. | Viabilid. | TCC | inicio fim ind
0,86 94 96 1 1,2| 20,7| 76,4| 0,6 1 86| 49 9:45 10:16 31
0,84 90 88 1 12,2 15| 71,5] 0,8 15 77| 56 14:19 14:49 30
0,86 96 98 2 9:00 9:35 35
0,85 99 99 1 33 11 81,9 21 10 75| 3,2 9:41 10:10 29
0,83 94 92 1 5,8 8 82| 1,2 15 90 3 8:30 9:00 30
0,76 93 93 1 56| 9,7 33| 03 16 85| 27 8:50 9:19 29
0,87 97 94 1 9 12| 756 | 04 10 86| 4,2 14:36 15:04 30
0,85 95 92 1 11 17,5 79| 05 8 89| 73 14:55 15:25 30
0,83 89 84 1 0,5 11 86 0 10 77| 55 8:48 9:29 31
0,85 91 92 2 10:15 10:40 25
0,84 99 100 1 1] 185 79| 0,5 9 93| 64 15:59 16:30 31
0,81 90 88 1 21,6 9 67| 1.1 1 90| 19 14:37 15:05 32
0,87 95 96 1 0 19 77 1 8 80| 22 15:15 15:41 26
0,85 99 97 1 1,8 18| 76,9 | 0,8 1 9| 19 10:30 11:00 30
0,75 89 87 1 0| 185 787 1 2 84 4 9:58 10:30 32
0,83 98 96 1 4,1 15 80 0 6 90| 44 11:00 11:29 29
0,82 96 94 1 56,8 10 | 30,2 0 2 79| 28 15:50 16:20 30
0,8 94 94 1 0 18| 79,8 1 4 80 6 9:55 10:25 30
0,87 97 98 1 0,1 171 799 | 05 18 88 2 15:55 16:30 35
0,81 90 91 3 0 0 0 0 100 68| 1,9 9:26 10:00 34
0,89 93 91 2 16:50 17:22 32
0,84 92 94 2 16:28 16:55 27
0,79 90 90 3 0| 151] 83,9 0 80 61 8 9:14 9:30 26
0,9 97 98 1 1 11 87 0 17 88| 272 9:55 10:30 35
1,02 96 97 1 1 16 81| 05 4 92| 58 9:00 9:31 31
0,86 97 99 2 8:30 9:00 30
0,86 93 93 2 10:00 10:29 29
0,85 96 96 1 0| 11,8 84| 1,2 20 87 8 9:10 9:37 27
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Banco de dados: Parte VI

Tempo | Tempo prim Tempo Tempo V. V. M.
neb amostra coletal/proc proces. processado | filtrado | Precipitado | Conc
20 20 35 74 300 900 800 2
20 15 40 89 250 1000 900 2
20 2
20 10 30 75 500 1700 1500 2
20 20 10 70 600 2000 1700 2
20 20 15 91 700 1500 1400 2
20 15 31 70 150 200 100 2
20 10 38 84 250 1200 100 2
20 15 16 85 200 900 700 2
2
20 5 30 85 100 300 200 2
20 10 25 90 300 1400 1300 2
20 15 39 40 200 500 460 2
20 10 15 50 300 1000 960 2
20 5 16 74 400 1800 1500 2
20 20 25 86 300 1400 1200 2
20 15 15 85 500 1900 1900 2
20 5 15 55 90 600 560 2
20 5 20 70 500 4000 2800 2
20 20 15 45 90 700 640 2
20 2
20 2
20 5 30 75 300 2500 2420 2
20 20 21 69 400 900 800 2
20 20 39 85 250 900 700 2
20 2
20 2
20 20 23 70 340 2500 2500 2
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LEGENDA DO BANCO DE DADOS

A —1ID: registro
B — DN: data de nascimento em dia/més/ano
C — COLETA: data da indugao/processamento do escarro, em dia/més/ano
D - GENERO: Masculino: 1
Feminino: 2
E — IDADE: em anos
F - PESO: em kg
G - ALTURA: em cm
H — CATEGORIA ANTIGA: AA: 1

ANA: 2
NANA: 3
I - CATEGORIA ATUAL: AA: 1
ANA: 2
NANA: 3
J — ASMA NA VIDA: Sim: 1
Nao: 2
K — SIBILANCIA ALGUMA VEZ NA VIDA: Sim: 1
Nao: 2
L - SIBILANCIA NOS ULTIMOS 12 MESES: Sim: 1
Nao: 2

M - ATOPIA: Sim: 1
Nao: 2
N — VEF1 basal: em % do previsto, Polgar
O - RELACAO VEF1/CVF
P — VEF1 apo6s uso de salbutamol: em % previsto, Polgar
Q - VEF1 AO FINAL DA INDUCAO: em % previsto, Polgar
R - AMOSTRA DE ESCARRO: Sim : 1
Nao conseguiu: 2
Inadequada (>20 células escamosas): 3
S - PERCENTAGEM DE EOSINOFILOS
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T - PERCENTAGEM DE NEUTROFILOS

U - PERCENTAGEM DE MACROFAGOS

V — PERCENTAGEM DE LINFOCITOS

W — PERCENTAGEM DE CELULAS ESCAMOSAS

X — VIABILIDADE CELULAR: em percentagem

Y - TCC (CONTAGEM TOTAL DE CELULAS): na unidade de x10%ml
Z — INICIO DA INDUCAO: em hora e minutos

AA - FINAL DA INDUCAO: em hora e minutos

AB - TEMPO TOTAL DA INDUCAO: em minutos

AC - TEMPO TOTAL DAS NEBULIZACOES: em minutos

AD — TEMPO PARA OBTENCAO DA PRIMEIRA AMOSTRA DE ESCARRO:
em minutos

AE — TEMPO ENTRE A COLETA DO ESCARRO E O INICIO DO
PROCESSAMENTO: em minutos

AF — TEMPO TOTAL PARA TERMINO DO PROCESSAMENTO DA
AMOSTRA: em minutos

AG - VOLUME DE ESCARRO PROCESSADO: em mcl

AH - VOLUME FILTRADO: em mcl

Al - VOLUME DO PRECIPITADO: em mcl

AJ - USO DE MEDICAMENTOS CONCOMITANTES: Nao: 2




