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ARrTIGO DE REVISAo

Marcadores inflamatorios no monitoramento
do controle da asma: revisao

Inflammatory biomarkers in asthma management: a review

Eduardo Costal, José Angelo Rizzo!, Adelmir de Souza Machado?,
Alfeu T. Franca?, Flavio Sano?, Gustavo F. Wandalsen?, Marcelo V. Aun?,
Pedro F. Giavina-Bianchi Jr.1, Jodo Negreiros Tebyrica2, Dirceu Solé3

Resumo

Asma brénquica caracteriza-se por sintomas decorrentes da obstru-
cdo variavel ao fluxo aéreo, hiperresponsividade bronquica a diversos
estimulos e inflamagé&o cronica da via aérea.

As formas atuais de classificagdo da gravidade e do controle da
asma ndo incluem marcadores do processo inflamatorio. Nas Ultimas
duas décadas varios métodos tém sido estudados para preencher esta
lacuna no manuseio da asma.

O artigo faz uma revisé&o das evidéncias atuais em relag&o a potencial
utilizagdo desses métodos no diagndstico e monitoramento do controle
da asma, com especial atengdo ao escarro induzido, 6xido nitrico no ar
expirado e condensado do ar expirado.

E provavel que no futuro, com um conjunto destes pardmetros,
avaliemos de forma mais completa o controle da asma, analisando de
forma direta e ndo invasiva o processo inflamatério da via aérea.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2011; 34(5):193-202: Asma, mar-
cadores inflamatorios, escarro induzido, 6xido nitrico, condensado do
ar expirado.

Introducgao

Asma brbnquica resulta da interagdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais, sendo ainda influenciada
por fatores psicossociais. E definida como doenga da via
aérea caracterizada por episédios de obstrugdo brénquica
reversivel, espontaneamente ou por medicamentos, que se
manifesta clinicamente por dispneia, tosse, aperto no peito
e sibilancia. Apresenta hiperresponsividade das vias aéreas
a estimulos alergénicos ou irritativos, associada a inflamagao
cronica da arvore brénquica, com participacdo de diversas
células, mediadores inflamatdrios e interleucinas!:2.

Abstract

Bronchial asthma is defined by symptoms due to variable bronchial
obstruction, airway hyperresponsiveness to specific and non-specific
stimuli and chronic airway inflammation. Classification of severity and
control level of the disease don’t take into consideration biomarkers of
bronchial inflammation. In the last two decades many methods have
been investigated to fulfill this gap in asthma management.

This is a review of evidence about potential utilization of biomarkers
in diagnosis of asthma and its control monitoring, with particular focus
on induced sputum, fractional exhaled nitric oxide and expired breath
condensate.

It's reasonable to believe that in a few years, using some of these
methods together, it will be possible to evaluate asthma control in a
more complete way, with direct and non-invasive biomarkers of airway
inflammation.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2011; 34(5):193-202: Asthma,
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Apesar do crescente conhecimento sobre a imunopa-
togenia e patofisiologia da asma e o aumento do arsenal
terapéutico disponivel para seu tratamento, a avaliagdo
de sua gravidade e o monitoramento de sua evolugdo e
resposta ao tratamento, de acordo com as guias nacionais
e internacionais, é baseada exclusivamente em parédmetros
clinicos. Entre eles temos: frequéncia de sintomas, uso
de medicagdo de alivio e impacto nas atividades diarias, e
funcionais, como as medidas de volume expiratdrio forcado
no primeiro segundo (VEF;) e de pico de fluxo expiratdrio
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(PFE)!2, Essa avaliagdo e monitoramento da doenca ainda
ndo sao completos, visto que nao incluem medidas diretas
do processo inflamatério brénquico.

A broncoscopia com lavado broncoalveolar e bidpsia,
considerada o padrao ouro para estudo da inflamagdo das
vias aéreas inferiores, € método invasivo, de custo relativa-
mente alto, sujeito a complicagdes e ndo aplicavel de forma
generalizada na maioria dos asmaticos.

Nos ultimos 20 anos, diversas técnicas pouco ou ndo
invasivas vém sendo estudadas e desenvolvidas para obten-
cdo de medidas diretas do processo inflamatério da arvore
brénquica na asma. O método ideal, na asma, seria o0 mais
barato, menos invasivo, tecnicamente mais simples de ser
realizado e com melhor reprodutibilidade e correlagdo com
a inflamagdo brénquica3.

Até o momento ainda ndo ha definicdo do melhor método,
ou conjunto de métodos, para o monitoramento da resposta
ao tratamento da asma que tem, como alicerce, a terapéutica
anti-inflamatdria topica. Por isso podemos afirmar que nas
ultimas décadas melhoramos muito o tratamento da doenca
com o foco no controle da inflamagdo brénquica, entretanto
ainda monitoramos a resposta a esse tratamento com pa-
rametros indiretos, e ndo com medidas diretas de reducao
da inflamacgdo na via aérea.

Esta revisdo teve por objetivo rever as evidéncias cienti-
ficas recentes relacionadas aos métodos de monitoramento
da inflamagdo bronquica e a sua aplicabilidade no acompa-
nhamento da resposta a terapia anti-inflamatéria na asma.

Método

Artigo de revisdo baseado em busca bibliografica no banco
de dados PubMed entre 2001 e 2011 utilizando os termos
asthma, induced sputum, nitric oxide, breath condensate e
biomarkers.

Resultados e discussao

Foram selecionados artigos de revisdo, metanalises,
guias e artigos experimentais que continham informagdes
recentes e relevantes e por trazerem novas evidéncias com
potencial de utilizagdo na pratica clinica. Também foram
incluidos artigos de conhecimento prévio do autor, publica-
dos em periodo anterior ao da busca, porém necessarios
a contextualizagdo histdrica adequada do assunto.

Escarro induzido

O advento da pandemia de Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA/AIDS) e as consequentes pneumopatias por
agentes oportunistas reviveu um antigo método de obtencgao
de secrecGes das vias aéreas, o escarro induzido (EI). Este
consiste na coleta de escarro obtido durante nebulizagao de
solugdo salina normo ou hiperténica através de um nebuliza-
dor ultrass6nico*. O método permite o diagndstico etioldgico
de certas infecgbes pulmonares como a pneumocistose e a
tuberculose, e tem a vantagem de ser bem tolerado e de
facil realizagdo no ambiente ambulatorial.
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No inicio da década de 1990 esse método passou a
ser empregado na investigacdo da inflamacdo brbénquica
associada a asma. Pin et al.> foram os primeiros a utili-
zar a inducdo do escarro em asmaticos, obtendo material
adequado para estudo de células da arvore brénquica
em 77% das primeiras tentativas de coleta, aumentando
esse indice para 84% apdés uma segunda indugdo. Dos
17 asmaticos estudados, apenas um apresentou queda do
VEF, superior a 20% do valor inicial, as diferengas entre
os percentuais de eosindfilos e mastdcitos entre sadios e
doentes foi semelhante a outros métodos de investigagdo
e a reprodutibilidade das contagens percentuais das di-
versas células foi satisfatoria. Em estudo posterior, Pin et
al.b utilizaram o escarro induzido para estudar os efeitos
da broncoprovocacdo especifica em pacientes com asma,
e observaram aumento da contagem percentual de eosi-
nofilos e mastdcitos no escarro, aumento esse relacionado
significativamente a redugdo da PC20 de histamina apds a
provocacao, confirmando, pelo escarro induzido, os achados
de outros autores que utilizaram o lavado broncoalveolar
(LBA) e a bidpsia brénquica com o mesmo objetivo.

A indugdo do escarro pode ser feita com inalagdo de
solucdo salina fisiolégica ou com salina hipertonica (2% a
4%), o que aumenta a quantidade de escarro produzida.
Geralmente é feita em trés etapas de 5 a 7 minutos e, em
geral, é bem tolerada. A coleta é simples e é fundamental
0 acompanhamento clinico-funcional (VEF,; ou PFE) durante
o procedimento. Queda igual ou superior a 30% do VEF,
ou PFE, ou surgimento de sintomas intensos, indicam a
suspensdo do mesmo. Em nossa experiéncia, metade dos
pacientes com asma leve a moderada apresentou redugao
< 30% do VEF,, ndo sendo necessaria a interrupgdo do
exame. Pacientes com asma grave podem ndo tolerar o
procedimento até o final, mas mesmo assim costumam
fornecer quantidade suficiente de escarro para analise’.

O processamento do material obtido requer pessoal
treinado e instrumentos adequados (filtros para separagao
de células escamosas, centrifuga, citocentrifuga, e arma-
zenamento do sobrenadante em temperatura adequada) e
deve ser feito em até duas horas apos a coleta. Acredita-
mos que este tem sido o principal empecilho para o uso
clinico rotineiro da técnica. Recentemente foram propostas
formas mais simples e rapidas de processamento do ma-
terial para contagem do percentual de eosindfilos que, se
devidamente validadas, poderdo aumentar a utilizacdo do
método na pratica clinicas.

Alguns estudos foram publicados comparando, nos mes-
mos pacientes, os resultados de contagens celulares obtidas
pelo escarro induzido com outros métodos que dependem
da broncoscopia para obtencdo de material de vias aéreas
inferiores (LBA e bidpsia). Enquanto o escarro induzido ob-
tém material predominantemente de grandes e médias vias
aéreas, o LBA obtém material de pequenas vias e alvéolos.
Por conseguinte, nas amostras de escarro induzido predomi-
nam macrdéfagos, neutroéfilos e eosinéfilos, enquanto no LBA
predominam macroéfagos. Apesar do escarro e o LBA também
fornecerem material com linfécitos, a bidpsia bronquica é o
método mais adequado para obtencdo destas células.
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Comparando amostras de escarro de asmaticos obtidas
por expectoragdo espontdnea e por indugdo com salina
hipertonica, Pizzichini et al.® observaram que as contagens
celulares (absoluta e percentual de células inflamatorias)
assim como as medidas de triptase e de proteina catiénica
eosinofilica (ECP) ndo foram diferentes com os dois métodos,
sugerindo que a solucdo hiperténica nebulizada ndo causa
alteragdo na proporgdo de células inflamatdrias e nem ativagéo
de mastocitos e eosindfilos suficiente para gerar alteracdes
naqueles indices bioquimicos medidos. Neste mesmo estudo
observaram que as amostras de EI apresentavam maior
viabilidade celular e menor contaminagdo salivar, além de
proporcionarem citocentrifugados de melhor qualidade para
estudo.

Uma caracteristica indispensavel para qualquer método
de investigacgdo é a reprodutibilidade das medidas por ele
obtidas para as mesmas condigdes de observagdo. A ha-
bilidade em detectar diferencas entre grupos distintos de
doengas e ainda entre subgrupos da mesma doenga sao
fatores que aumentam a utilidade e confirmam a validade
do método em questdo.

Pizzichini et al.1%realizaram duas coletas de EI no intervalo
de seis dias em asmaticos estaveis (metade deles sintoma-
ticos), controles sadios e fumantes com bronquite ndo obs-
trutiva. Além da grande viabilidade celular obtida (média de
83%) e da baixa contaminagdo salivar (percentual médio de
células escamosas = 1,2%), obtiveram 6tima reprodutibilidade
para as contagens percentuais de eosindfilos, neutrofilos,
macrofagos e mastocitos, e também para as dosagens de
ECP, proteina basica principal (MBP), neurotoxina derivada
do eosindfilo (EDN), albumina e fibrinogénio. As contagens
de nimero total de células e de percentual de linfécitos ndo
foram reprodutiveis, possivelmente pela grande variabilidade
do nuimero total de células em porgdes distintas de escarro
selecionado para processamento e pela dificuldade relatada
pelos proprios pesquisadores em identificar com precisdo
os linfocitos. Concluem eles que o método foi eficaz em
demonstrar diferengas significativas entre condigdes clinicas
distintas (sadios, asmaticos e pacientes com bronquite) e
entre situagbes clinicas diferentes da mesma doenga, ao
demonstrar diferengas no nimero percentual de eosindfilos
e nas concentragdes de ECP, MBP, EDN e albumina entre
asmaticos sintomaticos e assintomaticos.

Bacci et al.1! avaliaram os possiveis efeitos da propria
solugdo salina hipertonica nebulizada sobre a contagem
percentual de células nas vias aéreas e a responsividade
brénquica, comparando os achados no escarro obtido através
do uso de solugdo hipertonica (3%, 4% e 5%) e isotOnica
(0,9%) na nebulizagdo e medindo a responsividade bronquica
a metacolina antes e logo apds os exames. Os resultados
demonstraram que o uso de solugdo hipertonica ndo alterou
as contagens percentuais de células no escarro, entretanto
produziu aumento da responsividade brénquica, o que poderia
estar relacionado a maior liberacdo de mediadores induzida
pela solucdo hipertoénica.

Outros autores demonstraram o aumento da concentra-
cdo de interleucina (IL)-1B, IL-5, IL-6, IL-8, RANTES e TNFa
(fator de necrose tumoral alfa) no escarro de asmaticos
comparado ao de sadios, e dentro do grupo de asmaticos
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essas medidas foram significativamente maiores nos pacientes
sintomaticos em comparacdo com os assintomaticos, mos-
trando mais uma vez a capacidade do método em identificar
situagOes clinicas distintas da asmal?. Keatings e Barnes?3
demonstraram aumento de marcadores inflamatdrios em
escarro induzido, marcadores de ativacdo de neutrdfilos e
eosindfilos (mieloperoxidase, lipocalina neutrofilica humana,
ECP e peroxidase do eosinofilo [EPO]) em asmaticos e em
pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
em comparagdo com sadios. Observaram também que as
proteinas derivadas de neutrofilos estavam mais aumentadas
no grupo de DPOC em relagdo ao grupo de asma, demons-
trando mais uma forma de discriminagdo entre essas doencas
através do escarro induzido.

Em relagdo ao uso do método na avaliagdo e acompa-
nhamento dos efeitos da corticoterapia na asma, Claman et
al.14 demonstraram reducdo da concentracdo de ECP e do
percentual de eosinéfilos no escarro apos administragdo oral
de prednisona durante seis dias, sugerindo que o método
poderia ser repetido para acompanhamento do tratamento.
Pizzichini et al.15> avaliaram os efeitos de glicocorticoide ini-
cialmente administrado por via oral (prednisona por 10 dias)
e continuado por via inalatéria (budesonida por 21 dias) em
adultos asmaticos. Nesse estudo os autores utilizaram o EI
durante exacerbagdo da doenga e repetiram-no seriadamente
demonstrando os efeitos do tratamento anti-inflamatdrio em
indices como o percentual de eosinofilos e a concentragdo de
ECP e IL-5. Comparando essas medidas com aquelas do san-
gue, 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.

Estudo longitudinal com asmaticos adultos tratados com
corticosteroide inalado (CI) por 90 dias documentou redu-
c¢do no percentual de eosindfilos e de células descamadas
do epitélio bronquico ja na primeira avaliagdo (30 dias de
tratamento). Esses achados assim se mantiveram até o final
do estudo, enquanto o percentual de macréfagos, células
habitualmente residentes da via aérea, teve comportamento
inverso, denotando o repovoamento da mesma com esse
tipo celular a medida que a inflamag&o eosinofilica diminuiu.
J& o VEF, s6 alcangou melhora significativa apds 90 dias de
tratamento anti-inflamatério, indicando que o monitoramento
direto da inflamagéo eosinofilica pelo EI é capaz de detectar
a resposta ao tratamento antinflamatdrio mais precocemente
que a avaliagdo funcional” .

O aumento de eosinoéfilos no escarro induzido foi um bom
preditor da perda posterior de controle da asma em criangas
apods redugdo da dose de CIt6,

Em individuos normais o percentual de eosinoéfilos no EI
varia de 0 a 1,4%!7 e valores acima de 1,5% sao indicati-
vos da presenca de inflamacdo eosinofilica e seu aumento
se correlaciona com parametros clinicos e funcionais de
gravidade da asma.

Petsky et al.18 em revisdo sistematica que incluiu trés es-
tudos com 221 adultos asmaticos, avaliaram o monitoramento
da doenga e a decisdo por ajuste de doses de CI usando o EI
em comparagdo com a guia da Sociedade Britanica de Tdrax
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(BTS) que, como outros consensos, utiliza parametros clini-
co-funcionais para isso. Os resultados demonstraram que a
utilizagdo do EI resultou em menor nimero de exacerbagoes,
principalmente as mais graves, sem diferenga na dose total
de CI utilizada, sugerindo sua utilidade para o monitoramento
de asmaticos adultos, com histéria de exacerbacGes graves
e inflamagdo eosinofilica.

Gagliardo et al.1® avaliaram o percentual de eosindfilos
e as concentragdes de IL-8, metaloproteinase (MMP-9) e
inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-1) no escarro
induzido como indicadores de gravidade e de maior nimero
de exacerbacgOes em criangas asmaticas tratadas com asso-
ciacao CI e agente beta2 agonista de longa duragédo (LABA)
durante um ano. Encontraram correlagdo positiva entre a
quantidade de eosindfilos e niveis de IL-8 com a frequéncia de
exacerbagdes. Antes do inicio do tratamento anti-inflamatdrio,
mas nao apos, houve correlagdo entre MMP-9 e a gravidade
da doenca e as concentragdes de TIMP-1 foram menores na
asma moderada em comparagdo com asma leve.

Em estudo piloto com adultos com asma leve, Chakir et
al.20 compararam o monitoramento do tratamento anti-in-
flamatério usando o EI com parametros clinico-funcionais.
Ap06s dois anos de controle adequado da doenga, realizaram
biépsias bronquicas para avaliar a celularidade e a expres-
sdao de mucina 5A (MUC5A) e colageno, como indicadores
de remodelamento. No grupo monitorado pelo EI houve
reducdo de eosindfilos e de MUC5A, mas ndo de neutroéfilos,
enquanto no grupo monitorado por parametros clinico-fun-
cionais, houve reducdo de eosindfilos e neutrdfilos, mas ndo
de MUCS5A. Ndo houve reducdo da deposicdo de colageno
subepitelial e a dose média de CI utilizada foi semelhante
nos dois grupos.

Na asma ocupacional, estudos demonstraram aumento
significativo de leucotrieno C4 (LTC4) e de eosindfilos no EI
apos broncoprovocacdo especifica. Além disso, a eosinofilia
superior a 2% demonstrou ter étima correlagdo com a po-
sitividade da broncoprovocagéo?!.

Estudo interessante sugeriu recentemente que a con-
centragdo de zinco no EI pode ser Gtil como marcador do
processo inflamatdrio na asma. Modelos de asma animal
mostram correlagdo entre a redugao do Zn e a inflamacao
da via aérea. Jayaram et al.22 pesquisaram a concentragao
de Zn total e livre no EI em asmaticos e individuos sadios. A
concentracdo do Zn no EI foi menor nos asmaticos e correla-
cionou-se significativamente com a frequéncia de sintomas,
VEF1 e hiperresponsividade bronquica.

Uma nova possibilidade para o uso do EI diz respeito a
comprovagao da adesdo do paciente ao uso do CI. O pro-
pionato de fluticasona foi detectado por espectrometria de
massa no EI 16 e 24 horas ap0s ter sido inalado em todos
os asmaticos testados?3.

Por abordar de forma direta e ndo invasiva as dreas mais
afetadas pela asma (vias de médio e grosso calibre), ser
seguro, reprodutivel, capaz de identificar diferengas entre
doencas e entre situagdes clinicas diversas em asmaticos,
o EI tem se firmado como método adequado no monitora-
mento da inflamacdo bronquica relacionada. Além disso,
permite documentar a modulagdo da agdo anti-inflamatoéria
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de glicocorticoides de uso topico ou sistémico, principalmente
em adultos. Além disso, é método muito Gtil e ndo invasi-
vo para diferenciacdo dos fendtipos de asma eosinofilica e
neutrofilica.

Medidas do 6xido nitrico expirado

A partir de 1980 foram publicados diversos estudos de-
monstrando a producgdo de 6xido nitrico (NO) por células de
varias espécies de mamiferos. No final daquela década, com
a identificacdo do NO como o responsavel pela atividade do
entdo chamado fator de relaxamento derivado do endotélio
(endothelium-derived relaxing factor, EDRF)24-26, abriu-se
vasto campo de pesquisas, que resultou no reconhecimento
do NO como importante em diversos mecanismos fisioldgicos
vasculares, neuroldgicos e imunitarios.

Por ser uma molécula extremamente labil, cuja meia-vida
variade 0,1 a 5 segundos, de acordo com a sua concentragao,
o pH e com a presenga de outras moléculas no meio, o NO
possui acles diretas, de forma paracrina, em outras células,
e varios efeitos indiretos, dependentes dos compostos dele
derivados. Os compostos oxinitrogenados de importéancia
bioldgica sdo encontrados em cinco estados de oxidagdo,
representados por 13 moléculas diferentes, sendo de maior
importancia no aparelho respiratério o préprio radical NO,
a menor molécula com atividade biolégica conhecida até
o momento, e alguns de seus metabdlitos como o nitrito
(NO2 -), produto da reagdo do NO com oxigénio molecular
(02) em fase aquosa, nitrato (NO3 -), formado em pH acido
a partir do nitrito, peroxinitrito (ONOO -) e acido peroxini-
troso (OONOH), formados a partir da reagdo com o radical
superoxido (02 -). Em meio aquoso, o nitrito é estavel
por varias horas, entretanto no sangue ele é rapidamente
transformado em nitrato. Desta forma a concentracao basal
de nitrito no sangue é muito baixa, enquanto a de nitrato é
cerca de 100 vezes maior.

Pela ativacdo da guanilciclase, o NO aumenta os niveis
intracelulares de guanidina-monofostafo ciclico (GMP cicli-
co), causando reducgdo de calcio intracelular. Tal fen6meno
é responsavel por relaxamento de células musculares lisas
tanto no sistema vascular como em outros tecidos (musculo
liso uterino e intestinal). Além disso responde também pela
inibicdo de aderéncia e agregagdo plaquetaria e inibigdo da
quimiotaxia de neutrofilos, transdugdo de sinais na neu-
rotransmissdo (central e periférica), estando ai incluida a
broncodilatagdo mediada por fibras NANC27-30,

Outros efeitos descritos do NO, independentes da ati-
vagao de guanilciclase, sdo a ativagdo da cicloxigenase em
macrofagos, inibicdo da sintese proteica por hepatocitos,
citotoxicidade por inibigdo de enzimas mitocondriais do Ciclo
de Krebs, e inibigdo da sintese de acido desoxirribonucleico
(DNA) por inibicdo da ribonucleotideo-redutase, sendo os
dois ultimos as provaveis bases da atividade inibitoria de
macroéfagos sobre células tumorais29:31,

O peroxinitrito € um potente agente oxidante, pois gera
radicais hidroxila (OH), e atua como importante efetor em
mecanismos de destruicdo de microrganismos patogénicos
por macrdéfagos e neutrofilos. Possivelmente também estimule
a producdo de muco na arvore brénquica e, se produzido em



Marcadores inflamatérios na asma - Costa E et al.

grande quantidade, pode causar lesao celular e tecidual nos
processos inflamatdrios crénicos através da peroxidagdo de
lipideos e nitrosilagdo de proteinas.

O NO é produzido a partir da agdo de trés isoformas
conhecidas de enzimas (NOS 1 e 3 - constitutivas e NOS2
- induzivel) que catalisam a conversdo de L-arginina em L-
citrulina pela oxidagdo do nitrogénio guanidinico da primeira.
As duas formas constitutivas sao estimuladas por bradici-
nina, acetilcolina, histamina, leucotrienos e fator ativador
de plaquetas (PAF). Sdo inibidas por diversos compostos
que competem com a L-arginina como substrato da enzima
(NG-nitro-L-arginina metilester- L-NAME, NG-monometil-L-
arginina- L-NMMA, NG-nitro-L-arginina- L-NNA e NG-amino-L-
arginina- L-NAA), e expressas constitucionalmente em varias
células, como fibras nervosas (NOS 1a), células endoteliais
(NOS 1b e NOS 3) e neutrdfilos (NOS 1c), e essa produgdo
basal de NO é importante no controle do ténus vascular sis-
témico e pulmonar, assim como na transmissdo do impulso
em neurodnios centrais e periféricos.

A forma induzivel da enzima (NOS 2) produz quantidades
muitas vezes maiores de NO que as formas constitutivas e
sua expressao ja foi identificada em macréfagos, linfécitos,
neutroéfilos, eosindfilos, hepatdcitos, células endoteliais,
mastocitos, histidcitos e fibroblastos. A expressdo da NOS 2
é estimulada por IFNy, lipopolissacarideo (LPS) bacteriano,
TNFo, IL-1 e outras IL, e inibida por IL-10, glicocorticoides
e aminoguanidina.

O NO e seus derivados ndo s6 participam em mecanismos
fisioldgicos, como também exercem efeitos deletérios quando
em quantidades acima das fisiolégicas ou em condigbes de
alteracdo do pH ou dos estados de oxidagao, como ocorre em
processos inflamatorios, causando toxicidade para células do
epitélio bronquico, vasodilatacdo, edema da parede brénquica,
além de disfuncdo mucociliar. Além disso, o nitrito aumenta
a permeabilidade do epitélio bronquico, ao contribuir para a
ruptura das tight junctions, e aumenta a produgao de TNFa,
IL-8 e GM-CSF pelo préprio epitélio.

Os estudos iniciais sobre o NO na asma avaliaram sua
utilizagdo como potencial agente terapéutico por seus efeitos
sobre o ténus brénquico em asmaticos. O NO administrado
por via inalatéria em doses de 80 a 100 ppm tem efeito
broncodilatador discreto, menor que o dos agonistas beta-
adrenérgicos, e que parece ser maior ou mais evidente em
grandes vias aéreas e em asmaticos mais leves. Os ensaios
terapéuticos com NO inalado em seres humanos ndo tiveram
sucesso, a excecao do seu uso na hipertensao pulmonar do
recém-nato. Sua utilizacdo em altas doses esta associada
a ocorréncia de edema pulmonar e metahemoglobinemia.
Setenta a 80% do NO inalado sdo transformados em nitrato,
e parte dele se transforma em nitrito, que sistemicamente
pode contribuir para toxicidade neural e carcinogénese32:33,
Por isso sua aplicabilidade como agente terapéutico na asma
foi logo descartada.

Na virada do século XX para XXI, a pesquisa cientifica
direcionou-se na sua produgdo aumentada como reflexo do
processo inflamatdrio da asma. Isso ocorreu quer de forma
direta, pela medida de NO em ar expirado, quer de forma
indireta, pela detecgao do aumento de expressdo de NOS 2
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em material pulmonar, ou ainda pela medida de derivados
mais estaveis do NO como nitrito e nitrato no LBA ou no
escarro induzido.

A dosagem do NO expirado baseia-se na medida de
quimioluminescéncia resultante da emissdo de fotons apos
transformagdo de NO + NO; em NO, + O,. O primeiro apare-
lho produzido para tal fim foi o NIOX. Posteriormente, foram
lancados modelos portateis (NIOX Mino® e NOBreath®). As
medidas sao realizadas em ar ambiente durante expiragao
contra resisténcia pré-definida pelo aparelho, o que produz
um plato de fluxo expiratério (50 L/min) e mantém o palato
mole elevado, impedindo a contaminacgdo pelo ar da cavidade
nasal. Estas medidas sao denominadas de fragao exalada
de NO (FeNO).

Em um dos primeiros e mais amplos estudos publicados
sobre o assunto34, o FeNO foi medido em individuos sadios,
em pacientes com asma leve sem uso de medicacdo ou
usando apenas beta-agonistas e em asmaticos utilizando
dipropionato de beclometasona (DPB) regularmente. O NO
expirado foi claramente maior no grupo de asmaticos que
nao utilizavam glicocorticoide, apesar de terem formas menos
graves da doenga, enquanto que foi semelhante nos outros
dois grupos. Outro estudo publicado naquele mesmo ano
também demonstrou aumento do NO expirado em asmati-
cos quando comparados a individuos sadios e fumantes35.
A redugdo do FeNO em fumantes provavelmente deve-se a
diminuigdo da atividade de macréfagos na via aérea induzida
pelo tabaco.

Nelson et al.3¢ também demonstraram aumento do FeNO
em criangas asmaticas comparadas a sadias. Além disso,
observaram que o tratamento com glicocorticoide sistémico
reduziu o NO expirado para niveis ainda superiores aos en-
contrados nas criangas sadias, apesar da resolugdo total da
obstrugdo bronquica medida pela relagdo VEF,/CVF, sugerindo
gue a medida de FeNO seja mais sensivel que aquele indice
de obstrugdo bronquica como parametro de inflamacgéo.

De acordo com essa observagao, foi demonstrado que a
medida do FeNO em criangas asmaticas com idades entre 6
e 17 anos, correlacionou-se de forma mais significativa com
parametros inflamatdrios, como eosinofilia periférica, IgE
sérica e niveis séricos de ECP do que com VEF, e a relagdo
VEF,/CVF37.

Os niveis de FeNO parecem correlacionar-se com a
hiperresponsividade brénquica a metacolina em asmaticos
atdpicos e virgens de corticoterapia. Essa correlagdo ndo esta
tdo bem definida quando se utiliza outros agentes bronco-
constrictores, como histamina, e se torna mais complexa em
pacientes usando CI38,

Na avaliacdo da resposta a corticoterapia na asma, o
FeNO responde de forma mais intensa que o VEF, para doses
menores de corticosteroide inalado (CI) assim como também
parece reduzir de forma mais rapida que a eosinofilia no
escarro. Apds a retirada do CI ha rebote com aumento do
FeNO em uma a duas semanas38:39,

Usando coloragdo por imunocitoquimica para a NOS 2
em células da arvore bronquica obtidas por escarro induzido,
observamos a reducdo da expressao da enzima na avaliagao
apo6s 30 dias de tratamento, junto a reducgdo da inflamacao
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eosinofilica, enquanto a melhora do VEF, foi mais tardia,
alcancando significancia estatistica apenas aos 90 dias de
tratamento?.

Em criangas, o ajuste de doses baseado nas medidas
do FeNO resultou em melhora mais intensa da hiperres-
ponsividade brénquica se comparado ao ajuste baseado em
sintomas, além de ser (til para prever falha na tentativa de
reducgao da dose de CI em criangas com sintomas controlados,
assim como mostrou-se um preditor de recorréncia da asma
apds suspensdo do CI6:40, Revisdo sistematica que incluiu
quatro estudos (total de 324 adultos e criangas) mostrou
que o ajuste de doses baseado no FeNO resultou em uso de
menores doses totais de CI em comparagao com o ajuste
baseado em pardmetros clinico-funcionais de acordo com
guias internacionais de manejo da asma, para um mesmo
nivel de controle atingido, apenas nos adultos?*!.

Ja ensaio clinico multicéntrico, duplo-cego e controlado
por placebo, realizado em 10 centros diferentes com 546
participantes com idades entre 12 e 20 anos, ao comparar
0 acompanhamento da asma de acordo com as diretrizes
do NAEPP (National Asthma Education and Prevention Pro-
gram 2007) com ou sem a utilizagdo das medidas de FeNO
encontrou uso de doses mais elevadas de CI no grupo que
usou o FeNO, sem redugdo do nimero de dias com sintomas
e sem diferenca em parametros funcionais em comparagdo
ao grupo controle42. Esta discrepancia de resultados pode
ser, a0 menos em parte, consequéncia dos diferentes pontos
de corte utilizados para medidas de FeNO nos dois estudos
citados (15-35 ppb!8 e 20-40 ppb*2), assim como de dife-
rengas na classificacdo de frequéncia de sintomas (p.ex. a
utilizada no segundo estudo, incluia na classe mais leve de
frequéncia pacientes com zero até trés dias de sintomas,
todos utilizando a mesma dose de CI.

Foram propostos valores normais de FeNO por diferentes
autores. De forma geral podem ser considerados normais
niveis de 5 a 25 ppb em adultos e 5 a 20 ppb em criangas.
Niveis inferiores a 5 ppb em adultos correlacionam-se com
tabagismo (por reducdo da atividade e produgdo de NO por
macrdfagos pulmonares) e em criangas podem ser encon-
trados na discinesia ciliar, fibrose cistica e doenga pulmonar
cronica associada a prematuridade. Em asmaticos, niveis
aumentados de FeNO indicam presenca de inflamagao eosi-
nofilica, podendo representar perda do controle da doenga
mesmo antes do surgimento ou agravamento de sintomas.
Niveis muito altos, acima de 50 ppb, representam processo
inflamatorio brénquico eosinofilico de grande intensidade
e sdo preditores de boa resposta terapéutica a corticote-
rapia3843,

Os diferentes valores propostos como normais para
adultos foram comparados aos melhores valores obtidos
apos corticoterapia sistémica (prednisona 30 mg/dia por 14
dias) em 73 asmaticos. A média das melhores medidas de
FeNO atingidas apds o tratamento foi 17,7 ppb, enquanto
que a média das medidas em situagdo de perda de controle
da asma foi 27,6 ppb#4.

Na populacdo geral o aumento do FeNO néo é (til para
diagnoéstico de asma, pois aumenta em varios processos
inflamatorios das vias aéreas, como infecgdes agudas ou
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cronicas, além de ser influenciado pela ingestdo de aditivos
(nitritos e nitratos). Entretanto, em pacientes com histoéria
sugestiva de asma, o FeNO pode ser util para confirmacao
diagndstica, principalmente em criangas menores, que nao
conseguem realizar a espirometria®>, ou em criangas maiores
e adultos, onde a espirometria nao foi conclusiva. Na presenga
de histéria clinica, niveis superiores a 76 ppb sao suficientes
para o diagndsticos de asma, enquanto niveis entre 46 e 75
ppb sdo fortemente sugestivos e valores abaixo de 16 ppb
afastam o diagndstico de asma“®.

Na asma pediatrica o FeENO tem se mostrado ferra-
menta pratica para auxiliar o diagnéstico assim como para
identificar as criangas que se beneficiardo de corticoterapia
inalatdria, além de ser (til para monitorar a redugdo de dose
da mesmals,

Gagliardo et al.19, acompanhando criancas asmaticas
por um ano, observaram correlagao direta entre FeNO e
numero de exacerbacdes e demonstraram que a medida
do FeNO foi capaz de separar aquelas com maior risco de
apresentar duas ou mais exacerbagdes (FeNO > 20 ppb) das
que tiveram apenas uma ou nenhuma exacerbagdao (FeNO
< 20 ppb) durante o estudo. Desta forma, o acompanha-
mento da asma infantil com FeNO pode ser (til indicando a
maximizacao de doses de medicacao visando a redugao de
risco de exacerbagoes.

A medida do FeNO também parece ser Util no diagndstico
diferencial do broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE)
em criangas e também no diagndstico diferencial da tosse em
adultos. Malmberg et al.4” compararam criangas sibilantes com
idades entre 3 e 7 anos com e sem broncoespasmo induzido
por exercicio (BIE) e observaram que o FeNO era maior nas
criancas com BIE. Niveis superiores a 28 ppb tiveram valor
preditivo positivo para BIE maior do que 90%.

O FeNO também foi avaliado como ferramenta no diag-
nostico de tosse cronica em 540 adultos jovens*8. Foram
encontrados niveis muito elevados (média = 86 ppb) nos
casos de tosse cujo diagndstico confirmado foi de asma, niveis
moderados (média = 37 ppb) nos casos de rinossinusite e
niveis normais nos casos de tosse associada a doenga do re-
fluxo gastro-esofagico (DRGE), semelhantes aos dos controles
sadios (médias = 14,7 ppb e 12 ppb, respectivamente).

O FeNO ndo tem boa correlagdao com a inflamagao neu-
trofilica de vias aéreas, ndo sendo tdo Gtil como marcador do
processo inflamatério nos fendtipos de asma grave neutro-
filica. Estudo recente mostrou, em adultos com asma grave
refrataria, que o FeNO foi maior (média de 43 ppb) do que
na asma moderada (média de 25 ppb). A correlacdo dessas
medidas foi inversamente proporcional a infiltragdo neutrofilica
no escarro, confirmando achados anteriores quanto a pouca
utilidade do FeNO nos fendtipos de asma neutrofilicad.

Na asma ocupacional, medidas de afastamento do agente
ocupacional envolvido levam a redugdo do FeNO, porém sua
medida ap6s broncoprovocagéo especifica, com o alérgeno
ocupacional, mostrou correlagdo variavell?.

As observagbes de que os niveis do FeNO estdo aumen-
tados nos asmaticos, diminuidos nos pacientes que recebem
CI e correlacionados significativamente com o ndmero de
eosinofilos no EI sustentam a associagdo direta entre FeNO
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e inflamagdo eosinofilica da via aérea. As evidéncias atuais
apontam para a potencial utilidade da medida do FeNO como
procedimento clinico facil e pratico no diagnostico diferen-
cial, avaliagao da gravidade e da resposta ao tratamento em
adultos e criangas com asma.

Confirmando esta impressao, recentemente a American
Thoracic Society (ATS) publicou um guia pratico para uso das
medidas de FeNo na pratica clinica®®. O guia recomenda que
as medidas de FeNO sejam utilizadas para apoiar o diagnds-
tico de asma quando faltam parametros objetivos como as
provas funcionais pulmonares, acompanhar a inflamacao das
vias aéreas em asmaticos e avaliar a potencial resposta ao
tratamento com CI. Além disso, lembra que a persisténcia de
niveis altos de FeNO pode ser consequéncia de persisténcia
ou alta exposicdo a alérgenos.

Foram propostos, neste documento, os seguintes pontos de
corte nos valores de FeNO para apoiar decisOes clinicas:

- valores menores que 25 ppb em adultos e 20 ppb em
criangas diminuem a probabilidade da existéncia de in-
flamacdo eosinofilica e de resposta ao tratamento com
CI;

- valores superiores a 50 ppb em adultos e a 35 ppb em
criangas aumentam a probabilidade da presenca de in-
flamacao eosinofilica e de resposta ao CI em pacientes
sintomaticos;

- valores entre 25 e 50 ppb em adultos, e entre 20 e 35
ppb em criangas, devem ser interpretados com cuidado
e correlacionados com o quadro clinico.

Além disso, sugere que aumentos do FeNO = 20% do
valor anterior (para valores basais maiores que 50 ppb) e
aumentos = 10 ppb em relagdo ao valor anterior (na faixa
basal menorque 50 ppb), sejam interpretados como aumento
significativo da inflamagdo da via aérea, enquanto as redu-
c0es nas mesmas proporcdes apos tratamento significam
boa resposta a terapia anti-inflamatoria.

Condensado do ar expirado

O condensado do ar expirado (do inglés expired breath
condensate - EBC) é o resultado da condensacgdo do vapor
de agua no ar expirado através de um sistema de tubos res-
friados. O liquido obtido solubiliza substéncias volateis e ndo
volateis das vias aéreas. Vem sendo pesquisado intensamente
nos ultimos 10 anos para obtencdo de material da via aérea
inferior em diversas doencas pulmonares, além da asma
(DPOC, bronquiectasia, fibrose cistica e sindrome de angustia
respiratéria) e também ja vem sendo utilizado na pratica
clinica para diagnodstico da tosse associada a DRGE.

No material obtido por esta técnica é possivel dosar di-
versas substancias que podem apresentar-se aumentadas ou
diminuidas nos processos inflamatdrios. Estdo sendo estu-
dados como marcadores de estresse oxidativo: perdxido de
hidrogénio, 8-isoprostano e derivados estaveis do NO, como
nitrito e nitrato (aumentados em asmaticos versus controles
e normalizados com corticoterapia).

Mediadores inflamatoérios e citocinas também tém sido
investigados. Estudos encontraram aumento de LTB4 e
prostaglandina E2 (PGE2) em DPOC, mas com resultados
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conflitantes na asma. Leucotrienos cisteinicos (Cys-LT) tém
sido demonstrados aumentados em criangas com asma
associada ao exercicio, em adultos com asma grave versus
asma leve e moderada e na asma associada a aspirina. Em
criangas com asma a IL-4 estd aumentada enquanto o IFN-y
estad reduzido em comparagao com criancgas sadias, entre-
tanto as medidas de IL sdo as mais dificeis, devido a baixa
concentragdo destas substéncias no EBC.

Nos processos inflamatorios das vias aéreas, inclusive
na asma, a medida do hidrogénio no EBC esta aumentada,
ou seja, o pH estd diminuido. Na asma ha reducdo do
pH durante as crises, mas esta medida tem se mostrado
particularmente Gtil no diagnostico diferencial da tosse
associada a DRGE, na qual esta redugdo é ainda mais
proeminente durante os episddios de tosse. O EBC mos-
trou-se promissor ao diferenciar os casos de asma grave
de dificil controle dos casos de asma moderada, onde as
medidas médias de pH foram mais baixas no primeiro
grupo (respectivamente 7,22 e 7,36), enquanto que nos
controles foi 7,7249.

Em adultos, o nivel de 8-isoprostano no EBC foi signifi-
cativamente maior na asma em comparagao com controles,
e também foi maior na asma grave em comparagdo a mo-
derada e leve, podendo ser util como marcador de gravidade
da doenga. No mesmo estudo os autores observaram que
a dosagem de Cys-LT também foi maior na asma grave em
comparacdo a moderada e leve, mas ndo houve diferenca
significante entre asmaticos leves e controles5!. Também
estd mais aumentado na asma associada a sensibilidade ao
AAS e na asma associada a obesidade.

Em criancas, os niveis de 8-isoprostano e de LTB4 foram
maiores na asma em comparagdo aos controles e também
foram maiores na asma moderada em comparacdo a asma
intermitente>2.

Robroeks et al.53, utilizando métodos mais sensiveis de
deteccdo de mediadores e citocinas no EBC, conseguiram
demonstrar aumento significativo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-13, IFNy, CCL3, CCL5, CXCL10, MCP1, ICAM e VCAM
em criangas asmaticas versus sadias. Este método abre a
perspectiva de utilizacdo do EBC para pesquisa de diferentes
substancias envolvidas na inflamagdo bronquica da asma.

Os estudos com EBC tém grande potencial, pois a coleta
é feita durante respiracdo espontanea em volume corrente,
é féacil, rapida e segura, inclusive em criangas e pacientes
graves. Reflete o estresse oxidativo, acidificacdo e inflama-
Gdo na via aérea e a medida do pH parece ser um potencial
marcador inflamatorio, além de identificar a tosse associada
a DRGE. Ainda falta melhor padronizagdo do método tanto
no que diz respeito aos dispositivos usados para coleta como
para os métodos de dosagem de cada substancia ou grupo
de substancias estudadas>*.

Outros métodos de investigacao
Temperatura do ar expirado

A producdo de calor é uma das caracteristicas de
qualquer processo inflamatério. Partindo dessa premissa,
alguns estudos avaliaram a utilidade da medida da tem-
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peratura do ar expirado (TAE) como marcador do processo
inflamatoério na asma.

Em estudo em adultos com asma e controles, a variagao
de TAE foi maior nos asmaticos em comparagdo aos contro-
les sadios®>. O mesmo grupo de pesquisadores encontrou
correlacdo positiva dela com o fluxo sanguineo brénquico
e com medidas de FeNO em asmaticos e a temperatura foi
igualmente normalizada com uso de budesonida inaladasé.
Também foi relatada correlagdo positiva da TAE com MMP-9
no escarro induzido, o que sugere potencial correlagdo deste
biomarcador com alteracbes relacionadas ao remodelamento
brénquico na asma>’.

Em criangas, foi demonstrado o aumento de TAE apds
exacerbacbes associadas a infeccdo viral>8 e em estudo pi-
loto realizado no Brasil, Melo et al.5%, encontraram reducgdo
média de 1 °C na temperatura do ar expirado em asmaticos
apos 6 semanas de tratamento com corticosteroide inalado,
associado ou ndo a corticosteroide sistémico nos primeiros
dias, sugerindo seu potencial uso na avaliagdo da resposta
ao tratamento anti-inflamatorio.

Medida do gas carbénico no ar expirado

O gas carbbnico (CO2) estd presente normalmente
no ar expirado e também foi investigado como marcador
inflamatorio da via aérea. Metanalise recente, que incluiu
18 estudos, observou aumento significativo do CO2 expi-
rado em asmaticos versus controles sadios, porém sua
medida ndo distinguiu asmaticos com ou sem uso de CI
e nem controlados versus ndo controlados®?. Tais dados
sugerem pouco potencial de utilizacdo deste parametro no
acompanhamento da asma.

Conclusées

Os métodos ndo invasivos de monitoramento da inflama-
Gdo na asma continuam sendo amplamente investigados em
diferentes situagbes e novos métodos vém surgindo, como
potenciais candidatos ao uso na pratica clinica.

O escarro induzido aborda de forma direta e ndo invasiva
as areas mais afetadas na asma, é relativamente seguro,
reprodutivel e tem se firmado como um método bastante
adequado para diferenciagdo dos fenotipos de asma eosino-
filica e neutrofilica, assim como para investigacdo repetida
da inflamagdo bronquica relacionada a asma, incluindo
a sua modulagdo por glicocorticoides inalados. Aspectos
metodoldgicos do processamento do material obtido ainda
impedem sua utilizagdo ampla na pratica clinica, mas tem
sido usado rotineiramente em centros universitarios no Brasil
e no mundo.

As medidas do FeNO tém excelente reprodutibilidade
e correlagdo com a inflamacgdo eosinofilica em grandes
vias aéreas, além disso € um bom preditor de resposta ao
corticosteroide inalado e identifica precocemente as exa-
cerbacGes da asma. A utilizacdo de aparelhos portateis,
devido a sua praticidade, vem ganhando progressivamente
mais espago como ferramenta Util ao acompanhamento da
asma pediatrica nos Estados Unidos e Europa. Na asma em
adultos, mostra utilidade no fendtipo de asma eosinofilica,
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porém ainda necessita de mais estudos para ter seu papel
devidamente estabelecido.

O EBC tem grande potencial, pois a coleta é feita durante
respiracdo espontanea em volume corrente, é facil, rapida e
segura, inclusive em criangas e pacientes graves. Pode ser
particularmente Util também como método para utilizagdo em
medicina geral e preventiva, sinalizando de forma simples e
répida, a presenca de inflamagdo na via aérea em diversas
condigOes. Entretanto, ainda carece de padronizagdo para
coleta e para analise de varias substancias.

Outros parametros, como temperatura do ar expirado, tém
sido investigados como marcadores da inflamagao da asma,
porém ainda necessitam melhor e maior avaliagdo quanto a
sua potencial utilidade no monitoramento da asma.

Os estudos mais recentes apontam para a utilizagdo
combinada e complementar destes diferentes métodos e,
provavelmente, em futuro mais ou menos préximo, a ava-
liagdo da gravidade da inflamacgdo bronquica e a avaliagdo
da resposta ao tratamento anti-inflamatoério da asma serdo
realizadas por um conjunto destes parametros, aliados
aos parametros clinicos e funcionais ja disponiveis, o que
aumentara muito a eficiéncia da avaliagdo da gravidade,
da resposta ao tratamento e, consequentemente, do nivel
de controle da asma. QuestGes relacionadas a relacao
custo-efetividade dos métodos descritos ainda necessitam
serem estudadas.
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