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Introducao

A asma brénquica é definida pela triade infla-macgéo crbnica
das vias aéreas, hiperresponsivi-dade brénquica a diversos
estimulos e episddios recorrentes de broncoconstric¢ao
reversivel, es-pontaneamente, ou através do uso de
medicamen-tosl. Sua prevaléncia e mortalidade
apresentaram aumento em algumas regides do planeta nas
ulti-mas décadas, apesar do grande avango na com-
preensdo de seus complexos mecanismos etiopa-togénicos,
nos dltimos anos. Além disso, a asma traz um custo direto e
indireto a ela associados muito grande, tendo ultrapassado
os seis bilhdes de délares em 1996 nos Estados Unidos da
Amé-rica2. Sendo assim, a asma € hoje considerada um
problema de salde publica mundial.

Considerando a magnitude do problema, torna-se de
fundamental importancia o desenvolvimen-to de novas
técnicas ou o aperfeicoamento de téc-nicas ja existentes que
permitam a investigacdo da asma, e particularmente do
processo inflama-tério brénquico a ela associado, de forma
direta, segura e com baixo custo, tendo sido inclusive essa
uma das recomendacdes da Global Initiative for Asthma -
19951.

Os estudos com escarro induzido vém demons-trando, nos
tltimos anos, que este método de ob-tencdo de material das
vias aéreas inferiores pode responder satisfatoriamente a
essa demanda em termos de investigagcdo da inflamacéo
brénquica na asma. Ja a biépsia brénquica e o lavado bron-
coalveolar (BAL), que permitem o acesso a amostras de
tecidos, células e substancias envol-vidas no processo
inflamatério da asma, sdo mé-todos invasivos, caros, que
demandam tempo e profissionais especializados.

O advento da pandemia de sindrome de imuno-deficiéncia
adquirida e as consequentes pneumo-patias por agentes
oportunistas reviveu um antigo método de obtencdo de
secrecdes das vias aéreas, o escarro induzido, que consiste
na coleta de es-carro obtido durante nebuliza¢do de solucao
sa-lina hiperténica através de um nebulizador ultra- -sénico3.
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Nos ultimos anos os estudos com escarro indu-zido na asma
vém abordando a inflamacao brén-quica também através da
medida de outras molé-culas inflamatérias no escarro, ndo
investigadas nos estudos citados até aqui.

Renaud et all7 encontraram niveis aumentados de expressao
da molécula de adeséo inter-celular 1 (ICAM-1) em linfécitos,
e de complexos forma-dos por interleucina 8 (IL-8) e
imunoglobulina A (IgA) no escarro de asméaticos em
comparacdo com sadios, demonstrando correlagdo entre
esses niveis e indices de ativacdo eosinofilica, como
concentracao de ECP e nimero percentual de eosinéfilos no
material.

O aumento da concentracéo de IL-1B, IL-5, IL--6, IL-8, fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), e a quimiocina denominada
RANTES (regular on activation normal T cell expressed and
secreted) no escarro de asmaticos comparados com sadios,
e dentro do grupo de asmaticos, medidas signifi-cativamente
maiores nos pacientes sintomaticos em comparagdo com 0s
assintomaticos, demons-traram mais uma vez a capacidade
de método em identificar situacdes clinicas distintas na
asmals.

Keatings e Barnes19 demonstraram aumento de marcadores
de ativacdo de neutrdéfilos e eosindéfi-los (metoperoxidase,
lipocalina neutrofilica hu-mana, ECP e peroxidase eosinofilica
- EPO), em asmaticos e em pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), em compara¢do com sadios
através do escarro induzido. Observaram, ainda, que as
proteinas derivadas de neutréfilos estavam mais aumentadas
no grupo de DPOC em relacdo ao grupo de asma,
demonstrando mais uma forma de discriminagdo entre essas
enfermi-dades através do escarro induzido. Foi também
demonstrado o aumento de nitrito e nitrato, meta-bdlitos
estaveis do 6xido nitrico, no escarro indu-zido de asmaticos
em comparacao com sadios20.

Em relagdo ao uso do método do escarro indu-zido na
avaliacdo e acompanhamento dos efeitos da corticoterapia
na asma, Claman et al21 publica-ram em, 1994, suas
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O método permite o diagnéstico etiol6-gico de certas
infecgbes pulmonares como a pneumocistose e a
tuberculose, e tem a vantagem de ser bem tolerado e de facil
realizagdo no ambi-ente ambulatorial.

A partir do inicio da década de 90, o escarro induzido passou
entdo a ser testado como método de obtengcdo de material
das vias aéreas inferiores para investiga¢éo do processo
inflamatoério da asma brénquica.

Objetivo e método

Rever a aplicacdo do método de inducdo de es-carro por
nebulizacdo de solugdo salina hipert6-nica, na investigacao
da patogenia do processo inflamatério e no tratamento da
asma bronquica.

Para isso, foi realizada busca bibliografica no banco de dados
MEDLINE de artigos publicados em lingua inglesa a partir de
1990 até 1999, abor-dando a investigagcao da asma
brénquica pelo uso do método do escarro induzido. Foi
utilizado o cruzamento dos termos asma brénquica (bron-
chial asthma) e escarro - escarro induzido (spu-tum - induced
sputum) para obtencdo das re-feréncias dos artigos a serem
avaliados.

Resultados e discusséo

A busca bibliogréfica resultou em diversos es-tudos com
informacgdes relevantes a esta revisdo publicados entre 1992
e 1999, abordando a utili-zagdo do método do escarro
induzido na investi-gacdo da asma brénquica. Sdo também
citados dois estudos em forma de dissertacéo realizados na
Universidade Federal do Rio de Janeiro, nos quais foi
utilizado o método do escarro induzido para obtencao de
material da via aérea inferior em asmaticos e individuos
sadios.

O preparo do escarro obtido requer a sua ime-diata utilizagdo
para garantir a viabilidade celular. Alguns autores utilizam o
material obtido na sua totalidade, enquanto outros preferem
recolher apenas os plugs mucosos para processamento,
visando diminuir a contaminacgdo salivar. Com o mesmo
objetivo, o material pode ser filtrado em material especial que
retém as células escamosas, provenientes das vias aéreas
superiores, cujo diametro é maior que as demais células
obtidas das vias aéreas inferiores (células epiteliais, ma-
créfagos, neutrofilos, eosindfilos e linfocitos). Em seguida, o
material é solubilizado pela adicdo de ditiotreitol, que atua
guebrando moléculas de mucopolissarideos do muco,
homogeneizado e centrifugado para separacédo da fase
liquida da fa-se celular. O pellet celular é entdo centrifugado
em placas especiais, resultando em laminas de
citocentrifugados. A fase liquida e os citocentrifu-gados
podem, entdo, ser utilizados imediatamente ou estocados sob
refrigeracdo para analise futura.

Pin et al4 foram os primeiros investigadores a utilizar a
inducdo do escarro pela nebulizagdo de solugéo salina
hipertbnica em asmaticos, obtendo material adequado para
estudo de células da &r-vore brénquica em 77% das
primeiras tentativas de coleta, aumentando esse indice para
84% apls uma segunda inducdo. Dos 17 asmaticos estuda-
dos, apenas um apresentou queda do volume ex-piratério
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observagdes demonstrando a reducdo da concentracdo de
ECP e do nimero percentual de eosinoéfilos no escarro, ap6s
admi-nistracao de prednisona por via oral durante seis dias,
num estudo randomizado, duplo cego e con-trolado com
placebo, sugerindo que o método po-deria ser repetido oara
acompanhamento do tra-tamento.

Trés anos apds, Pizzichini et al22 publicaram os resultados
de um estudo com a utilizagcao seriada do escarro induzido
ao longo de trés semanas, avaliando os efeitos do
glicocorticdide, inicial-mente administrado por via oral
(prednisona por dez dias) e continuado por via inalatoria
(bude-sonida por 21 dias). Nesse estudo, os autores uti-
lizaram o método de inducdo do escarro em as-maticos que
nao conseguiram produzir expecto-racdo espontaneamente
durante exacerbacao da doenca, caracterizada pela
ocorréncia de sintomas noturnos interrompendo 0 sono e/ou
necessidade de uso de 8 ou mais jatos de beta-agonista por
dia, acompanhados de medidas de VEF 1 inferio-res a 60%
do valor previsto ap6s uso de broncodi-latador inalado. Além
de conseguir utilizar o mé-todo nessa situagao de
agravamento da doenca, repetiram-no seriadamente,
demonstrando os efei-tos do tratamento anti-inflamatério em
indices co-mo o percentual de eosindfilos e a concentracao
de ECP e IL-5 no escarro. Comparando essas me-didas com
aquelas do sangue, observaram que as medidas sanguineas
eram menores e diminuiram mais rapidamente que no
escarro, sugerindo que as medidas no escarro parecem
refletir melhor a cinética dos efeitos anti-inflamatérios obtidos
com o tratamento.

Poucos estudos tém examinado a inflamacédo das vias aéreas
em criangas asmaticas. Cai et al29 compararam contagens
celulares no escarro indu-zido entre criangas sadias, criangas
com asma controlada e outras com asma ndo controladas.
Os autores observaram eosinofilia e maior numero de células
epiteliais nas criangas com asma, mais acentuadas durante
exacerbacdes da doenca.

O método do escarro induzido também foi uti-lizado com
sucesso para avaliar os efeitos da ex-clusdo de alérgenos
em grande altitude em crian-¢cas com asma24, e também foi
sugerido como mé-todo mais seguro e toleravel que a
broncoscopia para investigacdo da asma em idosos25,
constitu-indo-se, desta forma, num método potencialmente
aplicavel em individuos asmaticos em qualquer faixa etaria.
Os efeitos da inalagdo de endotoxina sobre o perfil celular na
arvore broénquica foram avaliados em asmaticos e sadios
pela técnica de indu¢édo do escarro, demonstrando uma
inflamac&o com pre-dominio de neutrdfilos e niveis elevados
de IL-8 nos ambos os grupos de individuos26. A medida de
oxido nitrico no ar expirado que, assim como o escarro
induzido, é um método ndo invasivo Util como marcador da
inflamacédo das vias aéreas, tem correlagdo com a
responsividade brénquica & metacolina e com a
concentracdo de ECP e eosi-nofilia no escarro induzido27.
Tivemos a oportunidade de observar o efeito inibitério da
corticoterapia inalatdria sobre a ex-presséo da sintase
induzivel de éxido nitrico (NOS 2) em células inflamatérias e
epiteliais bronquicas, obtidas através da inducdo de escarro
em asmaticos antes e durante o tratamento com
beclometasona por 90 dias. A reducdo da expres-séo de
enzima se deu paralelamente a reducéo das contagens
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forcado no primeiro segundo superior a 20% do valor inicial.
As diferencgas entre os per-centuais de eosindfilos e células
metacromaticas (mastécitos e basofilos) entre sadios e
doentes fo-ram semelhantes a outros métodos de investiga-
¢do, e a reprodutibilidade das contagens percen-tuais das
diverasa células foi satisfatdria.

Esses autores utilizaram o escarro induzido pa-ra estudar os
efeitos da broncoprovocacgédo especi-fica em doze asmaticos,
observando aumento de contagem percentual de eosindfilos
e células me-tacromaticas no escarro, aumento esse
correlacio-nado significativamente com a reducéo da res-
ponsividade brénquica a histamina5, confirman-do, pelo
escarro induzido, os achados de estudos anteriores que
utilizaram o lavado broncoalveolar e a bidpsia brénquica com
0 mesmo objetivo6-8.

Os estudos iniciais de Pin et al4,5, citados aci-ma, abordaram
basicamente as contagens celula-res obtidas no escarro
induzido de asméticos e sadios. Posteriormente, outros
grupos de investi-gadores analisaram, também, indices
bioquimicos associados ao processo inflamatério da asma
atra-vés do escarro induzido.

Fahy et al9 compraram as concentracdes de fi-brinogénio,
proteina catidnica eosinofilica (ECP), histamina e triptase,
além das contagens celula-res, entre asméticos e sadios,
encontrando maior concentracdo das trés primeiras
substancias, além do percentual de eosindfilos, nos
asmaticos. Nes-se estudo, os autores chamam a atengdo
para a presenca de fibrinogénio no material colhido co-mo
um possivel indicador da origem sub-glética da secrecéo,
devido a relativa impermeabilidade da mucosa orofaringea
aquela substancia de alto peso molecular. Este mesmo grupo
analisou aque-les mesmos indices bioguimicos e celulares
antes e apos teste de provocagdo com alérgeno, de-
monstrando o aumento de ECP e histamina apés a
broncoprovocacgéo especificalO.

A partir de entdo, foram publicados estudos comparando, nos
mesmos pacientes, os resultados de contagens celulares e
dosagens bioquimicas obtidas pelo escarro induzido com
outros méto-dos que dependem da broncoscopia para
obtencdo de material de vias aéreas inferiores.

Em comparagéo entre o escarro induzido, o es-covado e o
BAL, todas as células provenientes da arvore brénquica
estavam representadas no mate-rial obtido pelos diferentes
métodos. Entretanto, obteve-se maior nimero total de células
inflama-térias e maior percentual de neutréfilos no escarro
induzido em relagdo aos outros dois métodos, en-quanto o
BAL forneceu maior percentual de ma-crofagos e o escovado
maior percentual de células epiteliais11. O maior percentual
de neutréfilos (média de 36%), seguido do percentual de
macro-fagos (média de 30%), no escarro induzido suge-rem
gue o material obtido por esse método seja proveniente de
grandes e médias vias aéreas, lo-cais habitualmente ricos
em neutréfilos, enquanto o BAL obtém material de pequenas
vias aéreas e alvéolos.

Apesar da diluicdo do material pela saliva ser variavel no
escarro induzido, ela é possivelmente limitada se forem
tomados os devidos cuidados na coleta, e o efeito diluidor da
solugdo nebuliza-da é o mesmo para todas as coletas. Ja a
diluicdo da secrecdo induzida pelo BAL, apesar de ser de-
finida pelo volume de solugéo instilada, € muito maior,
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percentuais de eosindfilos e de células epiteliais no escarro.
Nesse mesmo estudo, tam-bém constatamos a seguranca e
eficacia do méto-do. Dentre as 54 coletas de escarro
efetuadas, apenas uma foi interrompida pela ocorréncia de
broncoespasmo significativo, e o percentual mé-dio de
células escamosas contaminantes nas amostras foi de
229%28. Também pudemos comparar, satisfatoriamente, a
expressdo da NOS 2 nas células obtidas através da indugéo
do escar-ro entre asmaticos e individuos sadios29.

A duracéo da indugdo do escarro tem influéncia sobre qual
segmento das vias aéreas estara sendo abordado. Ou seja,
de acordo com a duracado da nebulizac&o, diferentes
segmentos das vias aéreas inferiores estardo mais ou menos
representados. Nas amostras de escarro coletadas no inicio
da in-ducéo, aparecem em propor¢cdes maiores 0s neu-
trofilos, eosindfilos e EDN, todos predominantes em grandes
e médias vias aéreas. Nas amostras obtidas em periodos
mais tardios da indugdo, ob-tem-se mais macrofagos e
proteinas surfactante, provenientes das vias aéreas mais
distais30. Sendo assim, o0 método do escarro induzido pode
dar a opgéo ao pesquisados de obter material de dife-rentes
segmentos das vias aéreas para investiga-¢do do processo
inflamatdrio brénquico, de acor-do com a duragéo do
procedimento.

Conclusao

Como aborda de forma direta e ndo invasiva os diversos
segmentos afetados pela doencga, e tem se mostrado seguro,
reprodutivel, de facil aplica-cdo e de grande utilidade ao
identificar diferengas entre enfermidades distintas e, ainda,
entre situa-¢des clinicas diversas em individuos asméticos, o
escarro induzido firmou-se, na Ultima década, co-mo um
método bastante adequado para a investi-gagdo da
inflamac&o brénquica relacionada a as-ma, incluindo a sua
modulacao por glicocorti-céides e outros medicamentos, de
uso tépico ou sistémico.

A necessidade de preparo imediato do material obtido pela
inducdo de escarro, por enquanto, re-presenta uma
dificuldade para sua aplicagdo em larga escala na prética
clinica diaria, mas, sem davida, ndo diminui seu destacado
papel na pes-quisa atual da inflamacéo brénquica na asma.
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podendo dificultar a dosagem de substan-cias que estejam
em pequena quantidade, como varias interleucinas e
mediadores inflamatérios.

As contagens percentuais de células inflamatd-rias entre o
escarro induzido, o BAL e a bidpsia brénquica foram
comparadas em pacientes com asma, bronquite cronica
estavel e bronquite crd-nica durante exacerbacdo. No grupo
de asmaticos, também encontraram maior percentual de
neutré-filos no escarro induzido (média de 40%) e maior
percentual de macrofagos e de linfocitos no BAL (média de
75% e 8% respectivamente). Houve maior percentual de
eosindfilos no escarro indu-zido em relagdo ao BAL (média
de 14% versus 8%), mas essa diferenca néo foi
estatisticamente significatival2.

Outro estudol13, mais recente, encontrou estas mesmas
diferencas entre as contagens obtidas pe-lo escarro induzido
e o BAL, inclusive o maior percentual de eosinéfilos no
primeiro, reforcando a idéia de que o escarro induzido aborda
material de seguimentos das vias aéreas com maior envol-
vimento na inflamacao asmatica.

O casal de pesquisadores brasileiros Marcia e Emilio
Pizzichini, e seus colaboradores, publica-ram importantes
observac6es em relagdo ao uso do método do escarro
induzido para investiga¢do da asma nos Ultimos anos.
Comparando amostras de escarro de vinte e trés asmaticos
obtidas por expectoracdo esponténea e por indugdo com
solucdo salina hipertdnica, ob-servaram que as contagens
celulares (absoluta e percentual de células inflamatérias),
assim como as medidas de triptase e ECP néo foram
distintas entre os dois métodos, sugerindo que a solugcéo
hipertbnica nebulizada ndo causa alteragéo na proporgao de
células inflamatdrias e nem ativacdo de mastécitos e
eosindfilos suficiente para gerar alteragdes naqueles indices
biogquimicos medidos. Neste mesmo estudo, observaram que
as amostras de escarro induzido apresentavam maior viabili-
dade celular e menor contaminacéo salivar, além de
proporcionarem citocentrifugados de melhor qualidade para
estudol4.

Uma caracteristica indispensavel para qualquer método de
investigacdo é a reprodutibilidade das medidas por ele
obtidas para as mesmas condi-¢des de observagdo. A
habilidade em detectar di-ferencas entre grupos distintos de
enfermidades e, ainda, entre subgrupos da mesma
enfermidade séo fatores que aumentam a utilidade e confir-
mam a validade do método em questéo.

Os mesmos pesquisadores citados acima fize-ram duas
coletas de escarro induzido dentro de seis dias em 29
asmaticos (sendo dez sintomati-cos e nove sem sintomas),
dez controles sadios e dez fumantes com bronquite ndo
obstrutival5. Além da grande viabilidade celular obtida
(média de 83%) e da baixa contaminagdo salivar (percen-tual
médio de células escamosas = 1,2%), obtive-ram 6tima
reprodutibilidade para as contagens percentuais de
eosinofilos, neutréfilos, macréfa-gos e mastécitos e, também,
para as dosagens de ECP, proteina basica principal (MBP),
neuroto-xina derivada do eosindfilo (EDN), albumina e
fibrinogénio. Os autores creditaram a boa repro-dutibilidade
desses parametros a estabilidade cli-nica dos pacientes
durante o periodo de estudo, a boa qualidade dos
citocentrifugados, a alta viabi-lidade celular e baixa
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O método do escarro induzido no estudo

contaminacao salivar das amostras e, ainda, a pouca diluicdo
do escarro pela saliva. As contagens de namero total de cé-
lulas e de percentual de linfécitos ndo foram re-produtiveis,
possivelmente pela grande variabili-dade do nimero total de
células em porc¢des dis-tintas de escarro selecionado para
processamento e pela dificuldade relatada pelos préprios
pesqui-sadores em identificar com precisdo os linfocitos,
respectivamente. Esta dificuldade néo foi relatada por outros
autores.

Nesse estudo, assim como em outros, o método foi eficaz em
demonstrar diferencas significativas entre condi¢8es clinicas
distintas (sadios, asmati-cos e pacientes com bronquite) e
entre situag@es clinicas diferentes da mesma enfermidade, ao
de-monstrar diferencas significativas no nimero per-centual
de esindfilos e nas concentracdes de ECP, MBP, EDN e
albumina, entre asméticos sintomé-ticos e assintoméaticos.
Bacci et al16 avaliaram os possiveis efeitos da prépria
solugéo salina hiperténica nebulizada so-bre a contagem
percentual de células nas vias aé-reas e a responsividade
brénquica. Compararam os achados no escarro obtido pelo
uso de solucéo hipertdnica (3%, 4% e 5%) e isotOnica (0,9%)
na nebulizacdo e mediram a responsividade brénqui-ca a
metacolina antes e logo apds os exames. Foram estudados
21 asmaticos com intervalo de uma semana entre cada,
executadas em ordem randdmica. Os resultados
demonstraram que o uso de solucdo hipertdnica néo alterou
as con-tagens percentuais de células no escarro, entre-tanto,
produziu aumento da responsividade brén-quica apds a
coleta, o que poderia estar relacio-nado & maior liberacdo de
mediadores induzida pela propria solu¢do nebulizada.

Esta é uma questdo que merece mais estudos, visto que as
observacdes anteriormente citadas de Pizzichinni M. et al14
ndo confirmam essa possi-bilidade, pelo menos no que diz
respeito triptase e ECP, marcadores de ativacéo de
mastdcitos e eo-sindfilos, respectivamente.
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